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RESUMO

Identificacao de proteinas diferencialmente expressas na regido cambial de
Eucalyptus grandis durante a indugao da formacao da madeira de reacao

A madeira & um tecido complexo e variavel que se encontra sob o controle dos
diversos estddios de desenvolvimento e do ambiente. Um modelo experimental
freqlientemente utilizado para o estudo do processo da formacao da madeira tem sido a
inducdo da formagcdo da madeira de reagdo. A madeira de reagdo é formada em
resposta a um estimulo gravitacional e est4 associada com um aumento na taxa de
crescimento, modificacdo quimica e estrutural na parede celular das fibras. A madeira
de reacédo formada no lado superior do tronco inclinado é chamada de madeira de
tracdo, enquanto que a madeira formada no lado inferior do troco inclinado é chamada
de madeira oposta. Uma das principais caracteristicas da madeira de tracdo ¢é a
deposicdo de uma camada gelatinosa na parede celular secundaria, que é rica em
celulose altamente cristalina. Com o objetivo de caracterizar as alteragdes na expresséo
génica e no perfil de proteinas durante a formagcdo da madeira de reacdo em
Eucalyptus grandis, arvores de 1,8 anos de idade foram inclinadas sob um angulo fixo
(45%) e amostras da regido cambial foram coletadas apds 15, 30 e 60 dias da regido do
tronco com a curvatura mais acentuada. Proteinas e RNA foram extraidos da regiao do
xilema em diferenciagcdo da madeira de tragcdo e da madeira oposta, e foram
comparadas as da madeira normal (controle) utilizando uma abordagem proteémica
(géis 2D e LC-MS/MS) e PCRsq. As analises foram focadas em genes e proteinas
relacionadas a modificagao e formacao da parede celular. 480 spots de proteinas foram
identificados e classificadas em categorias funcionais, com particular atencao dada as
proteinas relacionadas ao metabolismo de UDP-agucares (incluindo a biossintese de
celulose), biossintese de lignina e citoesqueleto. Além disso, a expressao relativa dos
transcritos relacionados a biossintese de celulose e lignina, ao metabolismo de pectinas
e ao citoesqueleto foram analisadas através de PCRsq na madeira controle, de tragao e
oposta. Diversas diferengas no padréo de expressao de genes e proteinas envolvidas
nas mudancas estruturais e da composi¢do da parede celular secundaria em relagdo a
madeira normal foram observadas ao longo do periodo de indugdo. A deposicao da
camada G foi observada apds 60 dias de indu¢cdo da madeira de tragdo. através de
secgoOes transversais coradas com safranina e azul de astra. Ao longo do tempo de
inducéo, os resultados sugerem um aumento no fluxo do carbono para a biossintese de
lignina na madeira oposta e para a biossintese de celulose na madeira de tracio.
Assim, este trabalho resuitou na caracterizagdo dos perfis de expressao de proteinas e
genes envolvidos nos mecanismos moleculares da formagado da madeira sob estresse
gravitacional e mais precisamente no remodelamento da parede celular secundéria
durante a formagao da camada G.

Palavras chave: Eucalyptus grandis, madeira de tragdo, formagdo da madeira,

proteoma, PCRsq
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ABSTRACT

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

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 Eucalyptus 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 exiracted
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 sgPCR 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: Eucalyptus grandis, tension wood, wood formation, proteome, sqgPCR
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1 INTRODUGAO

Diante de um panorama global desenhado por mudangas climaticas e movido
pela competicdo por recursos fésseis cada vez mais escassos, avangos cientificos na
area de biologia de plantas se colocam cada vez mais imperativos. Assim,
considerando-se questdes ambientais, econdmicas e até mesmo sociais, significante
relevancia tem sido dada a biomassa produzida pelas arvores. As arvores 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 construcbes. E nesse
quadro que o género Eucalyptus se insere como uma poderosa fonte de matéria-prima
para uma diversidade de usos na industria moveleira, construgéo civil, geracdo de
energia (queima do carvao vegetal), a induastria de papel de celulose, industrias
quimicas e farmacéuticas e, mais recentemente, para a produgao de biocombustivel.

As pesquisas na area florestal estao focadas no melhoramento ndo somente na
producdo de biomassa, mas também propriedades da madeira e das fibras. A
silvicultura futuramente se baseard em plantagbes altamente produtivas para
multipropédsitos especificos. Para isso, questdes ligadas a anatomia e fisica da madeira,
bem como a composi¢do quimica ja foram bastante descritas, no entanto muito ainda é
necessario para o entendimento dos mecanismos de regulagdo do processo da
formagao da madeira (xilogénese).

A madeira é formada pelo xilema secundario, composto por vasos, fibras e
células do parénquima, e suas propriedades fisico-quimicas sao derivadas diretamente
da composigao e estrutura das paredes celulares. Durante a xilogénese, células do
cambio vascular se dividem dando origem a células iniciais de vasos, fibras e
parénguima, que sofrem expansao e elongag¢do antes da deposicao da parede celular
secundaria e lignificacéo; a diferenciagcao das células de vasos e fibras é finalizada com
a morte celular programada. O xilema é, portanto constituido principalmente por células

envolvidas por uma parede celular, cuja composicido depende dos processos de
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biossintese e modificagdes, dirigidas por genes especificos, além de uma série de
fatores end6genos e exdgenos que podem influenciar na expressao desses genes.

Dessa forma, o melhor entendimento do funcionamento dos genes envolvidos
nos diferentes passos que levam a sintese dos componentes da parede celular podem
indicar pontos chaves de regulacao das propriedades da madeira. Nesse sentido, uma
das primeiras iniciativas para se estudar a regulacdo da formacédo da madeira numa
perspectiva global foi feita por Sterky et al. (1998) que resultou na produgao de mais de
5.000 ESTs (Expressed Sequence Tags) a partir da regido cambial de Populus. Da
mesma forma, Paux et al. (2004) desenharam o primeiro perfil transcricional da regiao
cambial de uma espécie de Eucalyptus. Ja em 2008, Carvalho et al. descreve o perfil
transcricional da madeira juvenil de Eucalyptus. O desenvolvimento de projetos genoma
como de Populus (TUSKAN et al, 2006) e agora de Eucalyptus (em andamento)
também abre grandes possibilidades de identificagdo de novos genes e carcaterizagao
de perfis transcricionais.

Apesar da produgao de ESTs e andlise da abundancia de transcritos resultarem
em grande quantidade de informacao, elas nao tratam da histéria completa dos eventos
moleculares que ocorrem durante a formagdo da madeira. A maneira ideal é a
combinagao dos dados de transcritos com os de proteinas e metabdlitos, pois a
regulacdo também ocorre pds-transcricionalmente. Estudos globais de proteinas e
metabdlitos em tecidos do desenvolvimento da madeira sdo recentes sendo que
somente alguns exemplos encontram-se na literatura. Exemplos desse tipo de estudo é
o caso do trabalho de Celedon et al (2007) que descreve o proteoma da madeira juvenil
de Eucalyptus, o trabalho de Morris et al. (2003) que avalia os metabolitos da regido
cambial em Pinus e o estudo de Andersson-Gunneras et al. (2006) que reuniu em um
s6 trabalho dados de transcritoma e metaboloma para a investigagdo dos principais
genes envolvidos no processo de formagao da madeira de Populus.

A maioria dos trabalhos relacionados ao estudo da xilogénese baseia-se em
modelos de formacédo de parede celular, principalmente airavés da comparagédo de
tecidos diferentes como madeira juvenil e madeira adulta (MIUNSBRUGGE et al., 2000;
PLOMION et al., 2006), e sob indugdo da madeira de tragdo (ANDERSSON-
GUANNERAS et al., 2006; GION et al., 2005; PAUX et al, 2005). A utilizacdo da
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madeira de reacdo (tracdo e oposta) como modelo experimental do processo de
xilogénese & adotada geralmente por apresentar caracteristicas fisico-quimicas e
anatdmicas peculiares. A principal alteragdo que ocorre na madeira de tracédo é a
deposicdo de uma camada extra na parede celular secundaria rica em celulose
(camada G). Sao as alteracdes na composi¢cao da parede celular decorrentes dessa
deposicdo da camada G, como o alto teor de celulose e baixo teor de lignina e a
resisténcia mecéanica conferida pelo menor angulo no arranjo das microfibrilas de
celulose em relagdo ao eixo axial das células, que fazem dessa madeira um modelo
vantajoso no estudo do processo de formagao da madeira. De maneira inversa, a
madeira oposta, geralmente com altos teores de lignina também serve como modelo de
estudo da biossintese de lignina.

Dessa forma, através da utilizagdo do modelo experimental de indugcdo da
formacdo da madeira de reagéo (tfragao e oposta) e do emprego de uma abordagem
protebmica juntamente com a utilizagdo da quantificacdo de transcritos por PCRsq, o
objetivo do presente trabalho foi o estudo do processo de formagao da madeira no que
diz respeito aos genes responsaveis 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

formacao da camada G na parede celular secundaria das fibras.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biossintese da Madeira

O processo de formacdo da madeira resulta de repetidas divisbes celulares que
ocorrem no meristema lateral, chamado de cambio vascular, presente em
dicotiledéneas perenes, e responsavel pelo crescimento secundario das arvores
(LARSON, 1994). Assim, a segléncia de processos que incluem: divisdo celular,
expansao celular (elongagdo e crescimento radial), deposicao da parede celular
(celulose, hemiceluloses, proteinas), lignificagao (biossintese e deposicdo) e morte
celular programada, estéo estreitamente relacionados a formagao do xilema secundario
(CHAFFEY, 2001; KALLURI et al., 2009).

Durante a xilogénese, ou seja, formagao do xilema secundario, as células sofrem
diversas mudancgas no formato, na estrutura e na composicao quimica. Estas mudangas
fazem com que a madeira tenha uma composicado celular bastante diversificada que
depende ndo somente do estadio de desenvolvimento individual de cada célula, mas
também das perturbagdes abibticas, bidticas ou genéticas (MEGRAW, 1985).

A complexidade da madeira estd associada aos diferentes polimeros organicos
que a compdem, presentes na parede celular, e também & maneira como estes
polimeros sdo organizados. Dentre os polimeros 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 polimeros, ha uma
pequena porcentagem que corresponde as proteinas presentes também na parede
celular e outras substancias quimicas, os extrativos, que compreendem resinas,
taninos, 6leos, gomas, compostos aromaticos e sais de acidos organicos (PLOMION et
al., 2001).

2.1.1 Atividade do Cambio Vascular
O cambio vascular € um meristema secundario derivado do procambio que, por

sua vez, desenvolve-se a partir do meristema apical (LARSON, 1994). E um tecido
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complexo composto de dois tipos morfoldgicos de células: as iniciais radiais e as iniciais
fusiformes, que se dividem repetidamente em direcdo & medula, dando origem ao
xilema, e em diregcao a casca dando origem ao floema. Dessa forma, a cada divisédo das
células, uma célula permanece com caracteristicas meristematicas, enquanto que a
outra, se torna uma célula mae do xilema ou floema (LARSON, 1994).

As células-mae xilematicas apresentam atividade de divisao muito mais intensa
gue as células-mae do floema, o que explica a consideravel desproporcao entre os
tecidos do xilema e floema (PLOMION et al., 2001).

As células iniciais fusiformes apresentam 90% de divisdes periclinais (plano
tangencial) produzindo, na parte interna, os elementos da madeira: elementos de vaso,
células associadas aos vasos, parénquima axial e fibras em dicotiledéneas e, na parte
externa, as células do floema, células companheiras, parénquima axial e fibras. Ja as
células iniciais radiais, estdo envolvidas principalmente na produgao dos raios, que sao
essenciais na translocacao de nutrientes entre floema e xilema (TAIZ; ZEIGER, 2004;
MELLEROWICZ, et al, 2001).

A alta taxa de atividade metabdlica do processo de formagao de novas células na
regiao cambial necessita também de uma excepcional rapidez na biossintese da lamela
média, membrana plasmatica e parede celular primaria. Este crescimento rapido faz o
tecido cambial ser a mais rica fonte de transcritos e proteinas. (CATESSON, 1990;
MELLEROWICZ et al, 2001).

2.1.2 Estadios de Diferencia¢ao no xilema

A diferenciacdo das novas células do xilema consiste de quatro etapas:
expansao celular, sintese de parede celular, lignificacdo e morte celular programada
(LARSON, 1994) (Figura 1).

Depois que as células-mae do xilema deixam o meristema, elas comeg¢am a se
expandir longitudinalmente e radialmente até atingirem o tamanho final durante a
formagao da parede primdria. As xiloglicanas endotransglicosilases, endoglicanases,
expansinas, pectina metil esterases, e pectinases sao as determinantes primarias
durante o processo de expansao celular. (SAMUELS et al., 20086). E nesta fase em que

os elementos de vaso e fibras mostram claras diferengas morfolégicas. Mecanismos
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que regulam diferencialmente a pressao de turgor e/ou a plasticidade das células
devem existir, pois o grau de expans&o varia entre as células. Inimeras observagdes
em arvores dicotiledéneas, incluindo Populus, indicam que mudancas na quantidade e
composic¢ao de pectinas estao relacionadas a expansao radial de células (CATESSON;
ROLAND, 1981; BARNETT, 1992; VERHERTBRUGGEN; KNOX, 2006).

Uma vez completada a expansao, a sintese de parede celular secundaria é
iniciada, através de uma coordenada expressao de inumeros genes especificamente
envolvidos na biossintese e organizagdo dos quatro principais componentes:
polissacarideos (celulose e hemiceluloses), ligninas e outros compostos sollveis
(flavondides, taninos e terpendides), e insolliveis (pectinas e proteinas de parede)
(MELLEROVICZ; SUNDBERG, 2008).

Quando a lignificagcéo é finalizada, os elementos de vaso progridem para a morte
celular programada, durante a qual ha perda de todo o conteldo celular levando a
formagcao de uma unidade continua de vasos condutores do xilema (GROOVER,;
JONES, 1999).

Expans3o Celular
o Deposiclio Parede Celular
-g Xilersa em { Secundaria
8 desenvolvimento | L™,
- Lignificago
)
[
(14
Morte Celular Programada
Xilema maduro

Figura 1 — Etapas da diferenciagéo do xilema e visdo esquematica da regido cambial (Schrader, 2004)
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2.1.3 Estrutura da Parede Celular

A parede celular é composta de varias camadas que sao produzidas em
diferentes periodos durante a diferenciagdo celular. A primeira camada a se
desenvolver depois da divisdo celular € chamada de lamela média e é responsavel pela
adesdo entre as células vizinhas. A lamela média &€ composta principalmente de
substancias pécticas e lignina que pode ser incorporada durante o periodo de
diferenciacao (PLOMION et al, 2001).

No comego da diferenciagdo celular, a parede celular primaria (Figura 2) é
formada, sendo composta basicamente de trés polissacarideos (celulose, hemicelulose
e pectina) estruturalmente interligados e por proteinas de parede (CARPITA; GIBEAUT,
1993).

A parede celular primaria possui diversas camadas de microfibrilas de celulose
arranjadas aleatoriamente. As substancias pécticas, ligninas e hemiceluloses podem
ser encontradas entre as microfibrilas (FUNADA, 2000). Essas microfibrilas de celulose,
sintetizadas na membrana plasmatica, sao estruturas relativamente rigidas que
contribuem para a resisténcia e predisposi¢ao estrutural das células (REITER, 2002).

As hemiceluloses sao sintetizadas no Complexo de Golgi e caracterizam-se por
serem polissacarideos flexiveis que se ligam a superficie da celulose. Diversas
hemiceluloses sao encontradas na parede celular, entretanto, na parede primaria das
dicotiledoneas, a mais abundante é o xiloglucano, presente em proporgdes
semelhantes a celulose (REITER, 2002).

Ja as pectinas, sintetizadas também no complexo de Golgi, incluem varios tipos
diferentes de polissacarideos ricos em Aacido galacturénico. Esses sdo responsaveis
pela formacao de uma estrutura gelatinosa na qual esta implantada a rede celulose-
hemicelulose. Dessa maneira, atuam como um preenchimento hidrofilico, impedindo a

agregacao e o colapso da rede de celulose (REITER, 2002).
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Figura 2 — Representagdo esquematica da parede celular primaria, mostrando a interagao dos constituintes
(celulose, hemicelulose e pectina). Estrutura originalmente proposta por McCann e Roberts
(1992)

A medida que o desenvolvimento celular atinge o tamanho definitivo, uma nova
camada é formada no interior da parede primaria celular, que é a camada mais
importante para a célula no que diz respeito a forga mecanica (PLOMION et al, 2001).
Esta nova camada, denominada parede celular secundaria (Figura 3), é dividida em trés
camadas diferentes, S1, S2 e S3 (TIMELL, 1986). Cada uma dessas é composta por
microfibrilas de celulose alinhadas ordenadamente e arranjadas paralelamente,
diferindo nessa ordenagao de uma camada S para outra. Hemiceluloses e lignina estéo
também presentes em cada uma dessas camadas.

A camada S1 é a mais fina (0,1-0,35um) e representa apenas 5-10% da
espessura da parede celular total. Nessa camada, o angulo microfibrilar é de 60-80°
em relagdo ao eixo da célula. J4 a camada S2, é a mais espessa (1-10um) e representa
75-85% da espessura total da parede celular, com angulo microfibrilar variando entre
5-30° em relagdo ao eixo da célula. A orientagdo microfibrilar na camada S2 pode
influenciar grandemente as propriedades fisicas e mecéanicas da célula. A camada mais
interna da parede celular secundaria, S3, é relativamente fina (0,5-1,10um), com
microfibrilas arranjadas paralelamente com angulo variando entre 60-90° em relagdo ao
eixo celular (CHAFFEY et al., 1997; FUNADA, 2000).
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Microfibrilas
de Celulose

Parede Celular
Priméria

Lamela Média

Figura 3 — Representacdo esquematica tridemensional da parede celular secunddria de uma célula
xileméatica, mostrando as camadas S1, 52 e S3 da parede secundaria, bem como a lamela
média e parede priméaria. O alinhamento das microfibrilas aparece irregular (como na parede
primaria) ou inclinado em relacio ao eixo da célula (camadas S1, S2 e S3). Retirado de
Plomion et al, 2001

2.2 Biossintese dos componentes da parede celular

Os préximos subitens abordam alguns aspectos da biossintese dos
componentes da parede celular (lignina, celulose e hemicelulose) durante o processo
da formacao da madeira, ou mais precisamente, durante a diferenciacdo das células

xilematicas.

2.2.1 Precursores dos carboidratos da parede celular

A maior parte dos produtos fotoassimilados das plantas superiores sao
direcionados através das vias de interconversdo de carboidratos nucleotidicos
(acucares-NDP) até chegar a composigéo da parede celular. A fixacao de carbono nos
cloroplastos conduz a formagao de frutose-6-fosfato como primeira hexose a partir da
qual, através da acao de diversas isomerases e mutases, resultam na glicose-1-fosfato
e manose-1-fosfato, que por sua vez, com a atuagédo de pirofosforilases citosolicas,
resultam nos acgucares UDP-D-glicose e GDP-D-manose (REITER, 2008). Todos os
precursores da parede celular sdo derivados desses dois aglcares nucleotidicos, via
uma série de reagdes 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 reagédo (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 regiao cambial de Populus
(STERKY et al., 1998) e de Eucalyptus (CARVALHO et al., 2008), evidenciando a
importante funcao dessas enzimas na formacgado da parede celular secundaria do
xilema. Além disso, a atividade enzimatica da SUSY no xilema em desenvolvimento foi
correlacionada com a intensidade de formacgao da parede celular no xilema de Populus
(SAUTER, 2000).

A UDP-glicose desidrogenase (EC 1.1.1.22), que converte UDP-D-glicose em
UDP-D-glucuronato (Figura 4), € uma enzima chave que regula o fluxo de UDP-glicose
para a produgdo de pectinas e hemiceluloses. Isso porque o UDP-glucuronato
resultante dessa reacdo é substrato para as reacbes de diversas outras enzimas
envolvidas na sintese desses componentes (TENHAKEN; THULKE, 1996). A presenga
de transcritos de UDP-glicose desidrogenase em tecidos do cambio sob baixa atividade
comparada a outras enzimas responsaveis por reagdes subseqientes da mesma via de
interconverséo de agucares, indica que essa enzima pode ser considerada essencial na
regulacéo da sintese dos polissacarideos da matrix (DALESSANDRO; NORTHCOTE,
1977; CARVALHO et al., 2008). O UDP-glucuronato pode ser produzido pela agao da
UDP-glicose desidrogenase ou alternativamente, pela oxidagdo do mio-inositol através
da acdo 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 regiao cambial de Eucalyptus (CARVALHO et al., 2008). Seitz et al.
(2000) demonstrou a predominéncia da UDP-glucose desidrogenase nos meristemas,
raizes e tecidos vasculares de Arabidopsis, enquanto que a via da oxidagao do mio-
inositol esteve predominante em cotilédones e hipocétilos.

As interconversdbes de agUcares incluem reagbes de desidrogenacao,
descarboxilagdo e epimerizagdo. Dessa maneira, foram encontradas enzimas
envolvidas em algumas dessas reagdoes em tecidos da formacdo da madeira de
Populus (STERKY et al, 1998) e Eucalyptus (CARVALHO et al., 2008), assim como
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também a atividade enzimatica 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 regido cambial de P. x euroamericana cv. Robusta
(DALESSANDRO; NORTHCOTE, 1977).

Varias glicosiltransferases também foram identificadas em Populus (GEISLER-
LEE et al., 2006). Essas enzimas encontram-se ligadas a membrana do Golgi e estao
envolvidas na sintese de componentes da matrix da parede celular (PERRIN et al,
2001; SCHEIBLE; PAULY, 2004).
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Figura 4 — Reagdes de interconversdes de agtcares-UDP, sintese de celulose, hemiceluloses e pectinas

2.2.2 Metabolismo de carboidratos durante a construcdo da parede celular
primaria
A parede priméria de células em crescimento é composta por microfibrilas de

celulose cristalinas embebidas em uma matrix de polissacarideos complexos (pectinas
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e hemiceluloses) (COSGROVE, 2005). A celulose é sintetizada por complexos
enzimaticos de celulose sintases (CESAs) na membrama plasmética, enquanto que os
polissacarideos da matrix sdo sintetizados no Complexo de Golgi (LEROUXEL et al,
2006).

Cada microfibrila de celulose é formada a pariir do empacotamento e
cristalizagdo de varias cadeias de (1,4)-B-D-glicanas, cada uma dessas formada por
uma proteina CESA presente no complexo hexamérico (COSGROVE, 2005). Em
Arabidopsis thaliana foram encontrados dez genes codificadores de celulose sintases
(CESA), trés deles fazem parte da biossintese da parede priméaria (CESA1, CESA3 e
CESAGB) e outros trés da parede secundaria (CESA4, CESA7 e CESAS8) (ARIOLI et al,
1998). Em Populus, o gene PtCesA1 se expressa dUrante o desenvolvimento da parede
secundaria do protoxilema, metaxilema e xilema secundario, mas sua expressao nao foi
detectada em fibras do floema que também produzem parede celular secundaria (WU et
al, 2000). Em eucalipto, seis genes codificadores de CESAs envolvidos na biossintese
da parede primaria (CesA4, CesA5 e CesAB) e secundaria (CesA1, CesA2 e CesA3)
foram detectados (RANIK; MYBURG, 2006).

Além das celuloses sintases, a endoglicanase KORRIGAN (KOR) também é
requerida durante o processo de formagao da celulose (Figura 5). Esta endoglicanase
encontra-se ligada a membrama, mas nao associada ao complexo de CESAs (Figura
5). Postula-se que a endoglicanase KOR esteja envolvida na remogdo do presursor B-
esterol-glicosideo do final do processo de formacdo das novas cadeias de glicanas
durante a sintese de celulose (PENG et al, 2002). Esse B-esterol-glicosideo é
considerado um primer para a elongagao da cadeia de glicanas. O Unico problema com
esse modelo de acao da KOR proposto por PENG et al. (2002) esta no fato de que o
sitio catalitico da KOR predito encontra-se do lado de fora da membrana plasmatica
enquanto que os sitios cataliticos das CesAs encontram-se no citoplasma, ou seja, no
interior da célula. Portanto, novos experimentos ainda sao requerios para dar suporte a
essa teoria (JOSHI et al, 2004). MOLHOJ et al. (2002) propuseram gque KOR teria uma
fungao diferente como editor da elongagéo da cadeia de glicanas na parte externa da
membrana plasmatica, removendo cadeias de glicanas defeituosas do arranjo de

microfibrilas. Nesse caso, KOR possui uma fungao importante na sintese de celulose,
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mas 0 mecanismo exato de como esse processo ocorre, precisa ainda ser decifrado
(JOSHI et al, 2004).

Microfibrilas

Cadeia de glicanas

UDPG

Figura 5 — Modelo atual da biossintese de celulose em plantas. Sacarose sintase (SUSY) associada a
membrana plasmatica (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 agdo da SUSY. As rosetas de CESA podem estar se
movendo ao longo da MP com a ajuda dos microtibulos. As cadeias de glicanas se arranjam
em microfibrilas, enquanto que a celulase KORRIGAN (KOR) trabalha editando e
monitorando esse processo (Retirado de JOSHI et al, 2004)

Ao contrario da celulose, os polissacarideos da matrix sdo sintetizados no
Complexo de Golgi e empacotados em vesiculas que se fundem com a membrana
plasmatica e entdo secretam os polissacarideos para a parede celular. Esses
polissacarideos sdo integrados na parede celular através de interagdes fisicas e
ligagdes enzimaticas (COSGROVE, 2005). As glicosiltransferases sdo responsaveis
pela sintese desses polissacarideos e as hidrolases, esterases e liases pela
modificagdo dos mesmos. Mais de 1600 genes codificadores de enzimas carboidrato-
ativas (CAZymes) em Populus trichocarpa foram identificados, anotados e agrupados
em familias de glicosiltransferases, glicoside hidrolases, carboidrato esterases,
polissacarideos liases e expansinas (GEISLER-LEE et al, 2006).

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

caracteristicos de glicosiltransferases, mas também possuem no final da cadeia
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dominios de dedo de zinco, caracteristicos de CESA. Por essas semelhancas, as
proteinas CLS sdo consideradas responsaveis pela sintese de B-D-glicanas no
Complexo de Golgi, que irdo formar o esqueleto das hemiceluloses como xilogucanas,
xilanas e mananas (COSGROVE, 2005; DHUGGA et al, 2004). Qutras sintases s&o
requeridas na biossintese dos polissacarideos de matrix, assim como ouiras
glicosiltransferases sao importantes na adicdo de cadeias no esqueleto de glicanas
(SCHEIBLE; PAULY, 2004).

2.2.3 Metabolismo de carboidratos durante a expansao celular

Durante o desenvolvimento das células, a parede celular esta sujeita a um
estresse de tragao (equivalente a 100-1000 atmosferas) (COSGROVE, 2005). Essa
tragdo ocorre devido ao estiramento dos polimeros a medida que resistem a pressao de
turgor fornecendo a energia mecanica requerida para a extensdo da parede celular.
Assim, através de um mecanismo de deslizamento de polimeros cuidadosamente
controlado, as microfibrilas e polissacarideos da matrix lentamente deslizam na parede
celular aumentando sua area superficial. Dessa forma, as paredes celulares
irreversivelmente se estendem, sem que ocorra nenhum dano fatal a célula (MARGA et
al., 2005). Para que isso ocorra, a expansdo celular deve ser ligada ao processo de
sintese e integragcdo de novos polimeros da parede para prevenir a diminuicdo da
espessura nos pontos de instabilidade mecanica (COSGROVE, 2005).

O afrouxamento da parede se refere a modificagdo molecular que ocorre na rede
de polissacarideos da parede celular que resulta em um relaxamento que diminui a
tragdo. Os agentes envolvidos neste afrouxamento incluem as expansinas, xiloglicanas
endotransglicosilases/hidrolases e endo-(1,4)-B-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 primaria de
dicotiledoneas (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Portanto, para que ocorra a expansio da
parede celular € necessario que haja a quebra das pontes entre as xiloglicanas e/ou a
quebra das pontes de hidrogénio da interagédo entre xiloglicanas e celulose, de forma a
remodelar a arquitetura da parede celular (McCANN; CARPITA , 2008).
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As expansinas sao proteinas que se encontram ligadas a parede celular e estao
envolvidas na quebra das pontes de hidrogénio entre as microfibrilas de celulose e as
xiloglicanas (MELLEROWICZ et al, 2001), mas néo estdo envolvidas diretamente na
hidrélise de celulose. No entanto, sinergisticamente promovem a hidrélise de celulose
pelas celulases, pois expdem as glicanas na superficie das microfibrilas de celulose
permitindo assim, o facil ataque enzimatico (McQEEN-MASON; COSGROVE, 1995).
ESTs para dois genes codificadores de expansinas foram identificados em abundancia
em bibliotecas de ca&mbio de Pinus, ambas correspondendo a a-expansinas
(MELLEROWICZ et al, 2001).

Diversas funcoes tém sido atribuidas as xiloglicanas
endotransglucosilases/hidrolases (XTHs), como por exemplo, o relaxamento (FRY et al,
1992), fortalecimento da parede (ANTOSIEWICZ et al, 1997; BAUMANN et al., 2007),
integracdo de novas cadeias de xiloglicanas na parede (THOMPSON; FRY, 2001} ,
amolecimento de frutos (REDGWELL; FRY, 1993; SALADIE et al., 2006) e hidrolise de
xiloglicanas (FARKAS et al, 1992) e, particularmente durante a formagdo do xilema
(BOURQUIN et al, 2002; MATSUI et al, 2005; PIENS et al., 2007).

As xiloglicanas endotransglicosilases (XETs), especificamente, quebram o
esqueleto de xiloglicanas e religam novas cadeias de xiloglicanas através de ligacdes
glicosidicas no final da cadeia livre. Em uma biblioteca de cambio de Populus, trés
cDNAs codificadores das XETs foram encontrados (MELLEROWICZ et al, 2001), em
outro trabalho com Eucalyptus (CARVALHO et al., 2008) um cDNA foi encontrado para
esse gene. Ja durante a formagdo da madeira de tragdo em Populus, esse mesmo
gene apresentou um aumento de expressao significativo (ANDERSSON-GUNNERAS et
al., 2006). A expressdo dos genes da familia das XTHs é alta em regides de ativa
formagao de parede celular, que sao as regides de elongacéo celular e regides em que
a deposicao da parede continua depois que a expansao da célula cessa ou onde outras
formas de remodelamento da parede ocorrem (HYODO et al, 2003; YOKOYAMA et al,
2004; ANTOSIEWICZ et al,1997).

As endoglicanases sdo enzimas que catalisam a endo-hidrélise de 1,4-B-D-
glucana. Podem estar envolvidas na degradacao de celulose nao-cristalina (OHMIYA et
al., 2003) ou na biossintese de celulose durante o crescimento (DEL CAMPILLO, 1999).
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OHMIYA et al (2003) examinaram duas dessas enzimas em Populus (PopCell e
PopCel2) e apresentaram indiretamente evidéncias de que essas enzimas digeriam
regides de celulose nao-cristalina. A superexpressao de PopCell em Arabidopsis
thaliana resultou em aumento do crescimento da planta e extensibilidade das células.
Ja a supressdo antisense dessas enzimas em Populus resultou na diminuigdo do
crescimento das folhas em mais de 32% (OHMIYA et al., 2003).

Outro ponto importante a ser considerado no desenvolvimento do xilema é o
metabolismo de degradagdo das pectinas. As pectinas sao responsaveis pela
porosidade e ades&o celular. Portanto, a degradagao das pectinas resulta em paredes
mais acessiveis as enzimas modificadoras (CARPITA; GIBEAUT, 1993). Em Zinnia, a
pectato liase (ZePel) foi encontrada associada ao tecido vascular através da técnica de
hibridizagao in situ e seu genes foi altamente expresso em cultura de células
xilematicas na fase inicial do desenvolvimento antes da formagao da parede secundaria
(DOMINGO et al, 1998). Outra enzima importante é a endopoligalacturonase
(pectinase) encontrada também em bibliotecas de xilema e cambio, bem como na
madeira de tracédo de Populus (MELLEROWICZ et al, 2001; ANDERSSON-GUNNERAS
et al.,, 2006). Portanto, as enzimas envolvidas na degradagdo de pectinas estao

associadas a tecidos sob alta atividade de crescimento e expansao celular.

2.2.4 Biossintese de lignina

‘A lignificagcdo & um dos estadios finais da diferenciacdo xilematica, quando a
lignina é depositada entre a matrix de carboidratos da parede celular preenchendo os
espacos interlamelares e formando ligagdes quimicas com carboidratos ndo-celulésicos
(DONALDSON, 2000). A lignificagdo comega nos cantos da lamela média e regides da
camada S1 da parede celular, e se difunde pela parede secundaria até o limen. A
lignificagdo da lamela média e da parede celular primaria se inicia depois de comegada
a formacgao da parede celular secundaria, enquanto que a lignificacao da parede celular
secundaria geralmente ocorre quando a formagao da parede celular secundaria esta
completa (DONALDSON, 1992 e 2000).

Atualmente a lignina é considerada como sendo o segundo biopolimero mais

abundante da Terra, representando uma reserva significativa de carbono na biosfera
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(BOUDET et al., 2003). E responsavel pela resisténcia mecanica da planta, permitindo o
transporte de 4gua e minerais através do xilema sob pressao negativa sem que ocorra
o colapso do tecido (JONES et al., 2001).

A lignina é resultado da polimerizagdo de subunidades monoméricas conhecidas
como monoligndis sintetizados no citoplasma (Golgi e reticulo endoplasmatico) e
liberados na parede celular através de vesiculas (DONALDSON, 2001). Monolignéis
sdo compostos C3 - C6 fenilpropandlicos. Trés monolignéis diferentes podem ser
incorporados para formar a molécula de lignina: alcool O-coumaril, alcool coniferil e o
alcool sinapil, dando origem as 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, sdo fundamentais na polimerizagao dos
monolignéis (ROGERS; CAMPBELL, 2004; CARVALHO et al., 2008). A atividade
oxidase esta associada aos estadios iniciais da lignificacdo e a atividade peroxidase
aos estédios finais (STERJIADES et al., 1993).

Os precursores de lignina sao produzidos a partir da via dos fenilpropanéides,

S

que se inicia com a desaminagao da fenilalanina pela enzima fenilalanina amoénia liase
(PAL), gerando acido cinamico. Este &cido é entdo, convertido a acido coumarico
através de uma segunda enzima denominada cinamato 4-hidroxilase (C4H) e, em
seguida, encaminhado para a sintese de tioésters, precursores dos monoligndis. Na
sequéncia da via de produgao da lignina, o gene da enzima 4-coumarato: coenzima A
ligase (4CL) produz tioésteres-CoA a partir de acidos hidroxicinamicos (CARVALHO et
al., 2008).

As enzimas PAL, C4H e 4CL estdo presentes em plantas como pequenas
familias génicas com isoformas que exibem expressdo tecido-especifica e que vem
sendo correlacionadas a fungdes distintas no metabolismo dos fenilpropanéides em
cada tecido (KAO et al., 2002; RAES et al, 2003; LU et al., 2006). Embora estas
enzimas realizem reagdes centrais do metabolismo dos fenilpropandides, ja que
catalisam os passos iniciais da via, nenhuma alteracdo nos seus niveis de expressao
da maioria desses genes foi observada durante a formacdo da madeira de tragido
(caracterizada pela redugao no contetido de lignina) em Populus. Ao contrario, foram

observadas redugbes no numero de transcritos para as enzimas que catalisam passos
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posteriores, especificos em cada brago da via que leva a formagéo das subunidades H,
S e G de lignina. Esses genes sao 4cido cafeil-O-metiltransferase (COMT), cafeil-CoA
O-metiltransferase (CCoAOMT), S-adenosil metionina sintase (SAMS) e lacase
(ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006).

O dltimo passo na sintese de lignina é o da polimerizagdo dos monolignéis que
pode ser conduzida por peroxidases e/ou lacases (BAUCHER et al., 2003). Nenhuma
reducgao significativa na expressao de peroxidases foi observada em madeira de tragdo
no caso de Populus, enquanto o gene /lac3 para lacase foi co-regulado com genes
envolvidos na biossintese de lignina (ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006). Embora
a construcao antisense desse mesmo gene /ac3, nao tenha afetado o teor de lignina em
Populus (RANOCHA et al.,, 2002). Esses resultados demonstram que os genes
envolvidos nas etapas finais da lignificacdo nao sao tao importantes na regulacédo do
processo quanto aqueles genes OMTs (COMT, CCoAOMT, SAMS), envolvidos na rota
de metilagdes dos monoligndis.

A biossintese de lignina corresponde a uma via metabdlica bastante complexa e
sujeita a diversos niveis de regulagao, sendo a regulagéo transcricional considerada a
mais comum (ROGERS; CAMPBELL, 2004).

2.2.5 Regulacéo da biossintese do xilema secundario

Embora muitos genes envolvidos no processo de formagao do xilema secundario
tenham sido catalogados, os mecanismos regulatérios responsaveis por esses
processos ainda nao sao totalmente claros. Sabe-se que sinais celulares e ambientais
estao envolvidos na regulacao da formagao da madeira (McCARTHY et al., 2009)

Os fitorménios sdo importantes moléculas de sinalizagdo que atuam na iniciagao
do procambio, na divisdo celular, expansado da parede primaria e formagéo da parede
secundéria (SUNDBERG et al, 2000). Recentes trabalhos demonstraram a existéncia
de um gradiente de auxina (acido endole-3-acético-IAA) durante o desenvolvimento do
tecido vascular em Pinus e Populus. Outros hormoénios, além das auxinas, tém sido
relacionados com a xilogénese interagindo com IAA de modo sinergistico (giberelinas,
citoquininas e etileno) ou de uma maneira inibitéria (acido absisico) (MAURIAT;
MORITZ, 2009;; PESQUET et al., 2005; NILSSON et al., 2008).
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Além das moléculas sinalizadoras (os fitormonios), os fatores de transcrigdo
exercem determinantes alteragoes no padrao de expressao dos genes. Consideravel
progresso tem sido feito no entendimento do funcionamento de fatores de transcrigao
gue controlam genes da lignificagao (LACOMBE et al., 2000; SABLOWSKI et al,1994;
TAMAGNONE et al, 1998; PATZLAFF et al, 2003; ROGERS et al, 2004). Outros
trabathos também demonstram que fatores de transcricao fibra-especificos, como NAC
e SND1, sdo essenciais na deposicdo da parede celular secundaria de fibras
xilematicas, mas nao nos vasos condutores (ZHONG et al, 2006; MITSUDA et al, 2007).
Fatores de transcricdo como MYB e LIM, envolvidos na regulacdo de alguns genes
responsaveis pela lignificacdo, também tém sido identificados (CARVALHO et al., 2008;
PAUX et al., 2005; McCARTHY et al., 2009).

OH et al. (2003), utilizando microarranjos em xilema de Arabidopsis thaliana,
fizeram a importante observacdo de que uma série de fatores de transcrigdo
encontraram-se superexpressos no xilema secundario quando comparado ao xilema
primario. Esta observagao levou os autores a concluirem que o crescimento secundario
em plantas é funcdo da regulacdo da expressdo génica e nao da presenca de genes
estruturais diferenciados nas plantas lenhosas, 0 que tormna possivel a indugao do
crescimento secundario em espécies nao lenhosas.

Uma familia de microRNAs (miRNAs) também foi bastante estudada como
reguladores da diferenciacdo vascular através da clivagem de transcritos em
Arabidopsis thaliana de cinco genes HD-ZIP (class Il homeodomain-leucine zipper).
Estes genes possuem complementariedade com a familia miR165/166, o que resulta
em clivagem dos transcritos e consequentemente modulagdo da expressdo dos
mesmos (EMERY et al, 2003; JUAREZ et al, 2004, revisado por LI et al., 2006).

2.3 Madeira de Reacao

A madeira de reagao possui caracteristicas anatdmicas e quimicas diferentes da
madeira normal. A formacao deste tipo de madeira ocorre em resposta a inclinagao de
troncos e galhos, causada naturalmente pelo efeito do vento continuo ou carga de neve
(JOUREZ et al., 1997). O deslocamento dos troncos ou galhos fora de seu ponto de
equilibrio faz com que seja necessario o surgimento de um suporte de resisténcia. Este
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suporte é conseguido devido as alteragdes que ocorrem na estrutura e composicéo do
xilema secundario sendo definido como madeira de reagao (WILSON; ARCHER, 1977).

O estimulo inicial para a formagdo da madeira de reacéo pode ser um estresse
de compressdo ou tragdo sobre as células do xilema que promovem alteragdes
anatémicas e quimicas na parede das células a fim de que o tronco suporte uma certa
orientagdo. Parece que a gravidade define uma diregcao de referéncia que permite que
as plantas se orientem no espacgo (JOUREZ et al., 2001).

Os tipos de madeira de reagcdo formadas em gymnospermas e angiospermas
sao diferentes. Em gimnospermas, € denominada de madeira de compresséo e é
formada na parte interna da inclinagao, ja nas angiospermas € denominada de madeira
de tracao, sendo formada no lado externo a inclinagao do tronco, onde os tecidos sédo
mantidos sob tragéo (Figura 6).

Figura 6 — Exemplo da atuagéo das forgas de compressao e tragdo em uma madeira em resposta a
inclinagao

A formagdo da madeira de reagdo é frequentemente acompanhada de um
crescimento mais acentuado em didmetro do caule ou galho, enquanto que do lado
oposto esse crescimento € inibido, provocando assim uma ecentricidade (PILATE et al.,
2004; TIMELL, 1986).

Do lado oposto a formacao da madeira de reagao, seja ela de compresséo ou de
tracao, ocorre a formagdo da chamada madeira oposta, que se apresenta estrutural e
quimicamente diferente da madeira normal e da madeira de reacdo. Geralmente a
madeira normal é considerada como uma “intermediaria” em relacdo as suas
caracteristicas entre a madeira de reacao e oposta (WILSON; ARCHER, 1977). Timell



(1973) sugeriu que ha um gradiente continuo das caracteristicas da madeira oposta

para a normal e para a madeira de reagao.

2.3.1 Inducao da formac@do da madeira de reacéao

Diversos sao os estimulos inicias para a formag¢ao da madeira de reacao. Como
ja discutimos, os estresses de compressao e tragao sao os estimulos inicias candidatos
a formagdo da madeira de compressdao e de tragdo, respectivamente (DU;
YANOMOTO, 2007; TIMELL, 1986). As primeiras publicagdes de Cieslar (1896, citado
por TIMELL, 1986) e Hartig (1896, citado por TIMELL, 1986) consideram a madeira de
compressdao como sendo um tecido de fortalecimento causado principalmente pela
pressao exercida pelo vento no caule de gymnospermas. No entanto, experimentos
feitos por Hartig (1981) e Jaccard (1938, revisado por SCURFIELD, 1973), mostraram
gue a gravidade seria responsavel pela formacao da madeira de reagao. Jaccard (1938,
revisado por SCURFIELD, 1973) demonstrou que a madeira de reacao formada em
galhos dobrados, depende da posicao dos mesmos no caule, e nao necessariamente
do estresse de tensdo ou de compressao (revisado por SCURFIELD et al., 1973).
QOutros pesquisadores (HARTMANN, 1942; SCOTT; PRESTON, 1955) comprovaram a
indugdo da formagdo da madeira de compressdo através de experimentos de
centrifugacao que serviram como um estimulo de hipergravidade.

Nao obstante, muitos resultados gue implicam em estresses mecéanicos também
foram responsaveis pela indugdo da formagéo da madeira de reagao (ONAKA, 1935;
SINNOTT, 1952). KWON et al. (2001) utilizaram a tecnologia da NASA para obter
evidéncias de que o estresse mecanico de inclinagdo é o responsavel inicial pela
formacao da madeira de compressao. O experimento foi realizado em um ambiente de
microgravidade na Space Shuttle Columbia (Life e Microgravity Mission STS-78) e
mostrou que a madeira de compressao foi formada em plantulas de gymnospermas
inclinadas sob um angulo de 45°.

Até agora, nenhuma hipotese parece esclarecer de fato qual é o estimulo que
desencadeia a formacao da madeira de reagao. Porém, a idéia de que a formagao da

madeira de reagao ocorre devido a tendéncia que a arvore possui em se reorientar no
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espaco é consistente com as observagoes feitas e nos fornece um modelo pratico para
a indugao, mesmo nao especificando o tipo de estimulo.

Além dos estimulos gravitacionais ou mecénicos, um mecanismo interno pode
controlar a formacdo da madeira de reagdo. E o que acontece quando, por exemplo, o
broto apical de uma arvore é removido e um galho adjacente se inclina devido a
formagado da madeira de reacgdo para ocupar o espago cedido pela remogao do broto
(WESTING et al, 1965).

2.3.2 Fitormoénios e a formacéao da madeira de reacao

Os fitormo6nios por muito tempo vém sendo estudados como reguladores chave
do processo de xilogénese (revisado por SUNDBERG et al, 2000; MELLEROWICZ,
2001). Em plantas transgénicas de Populus com modificagbes no metabolismo de
auxinas, a formagao da madeira apresentou-se alterada (TUOMINEN et al, 1995). Uma
concentragao radial de auxina na regiao cambial foi associada a regulagdo do
desenvolvimento do xilema e, particularmente, a duracao da expansao celular das
fibras (TUOMINEN et al., 1997).

A atuagao dos fitormdnios, principalmente as auxinas, na formagdo da madeira
de reagado também tém sido extensivamente estudada. Postulou-se que a madeira de
compressao formada no lado inferior a inclinagéo de um tronco em gynnospermas, esta
relacionada a alta concentragéo de auxinas, enquanto que a madeira de tragéo formada
do lado superior ao da inclinagao de troncos de angiospermas, esta associada a baixa
concentragdo (TIMELL, 1986). Desta maneira, NECESANY (1958), através da
aplicacdo de auxinas na parte superior de troncos de plantas de Populus inclinados,
impediu o desenvolvimento da madeira de tragdo. Complementando, CRONSHAW,
MOREY (1965) utilizaram um inibidor do transporte de auxina (TIBA) e encontraram a
formacao da madeira de tragdo logo abaixo do ponto de aplicagdo do inibidor. Esses
resultados deram forca a idéia de que a madeira de tragado se forma sob deficiéncia de
auxina. No entanto, o trabalho de HELLGREN et al. (2004) que envolveu a mensuragéao
de IAA (auxina natural) na regiao cambial de P. fremula, demonstrou que a madeira de
tracdo poderia ser formada sem alteragdes no balango de IAA, contradizendo a teoria
anterior de que a baixa concentragao de auxinas induziria a formagao da madeira de
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tracdo. No entanto, diversos trabalhos reportam a expresséo diferencial de genes da
familia AUX/IAA, responsaveis pela transdugao de sinais via auxina durante a indugao
da madeira de tragdo (MOYLE et al., 2002).

Outro grupo de fitormbnios que pode estar agindo de maneira sinergistica com
as auxinas sao as giberilinas que estimulam a atividade meristematica e a elongagao
das fibras (ERIKSSON et al., 2000). O envolvimento das giberelinas na formacgao da
madeira de tragdo foi sugerida por DENHARD e FEUCHT (1971). Neste trabalho
aplicou-se GAj; (forma ativa do acido giberélico) em brotos verticais de Prunus avium
que resultou na formagao de fibras de madeira de tragdo. Outros estudos nao
mostraram efeitos durante a aplicacdo da giberelina (CRONSHAW; MOREY, 1968).
Portanto, a regulacdo da formacdao da madeira de tragdo através das auxinas e
giberelinas permanece obscura apesar de tantos trabalhos na area.

De maneira contraria, o etileno, aparece em altos niveis em Eucalyptus sob
inducdo da madeira de tragdo (NELSON; HILLS, 1978) e genes como 1-
aminocyclopropano-1- carboxylate oxidase, responsavel pela producdo de etileno, é
superexpresso na madeira de tragcdo de Populus (ANDERSSON-GUNNERAS et al.,
2003).

2.3.3 Madeira de Tracdo

Neste tecido ocorre uma freqiiéncia menor de vasos em relagdo a madeira
normal formada na auséncia de estimulo e esses vasos sdo de menor diidmetro. Mas, a
principal modificagao esta na composigao das fibras deste tecido, ou mais precisamente
na parede celular das fibras. Na madeira de tracao, geralmente, a camada S; e parte da
S, da parede secundaria 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), faciimente destacavel das demais camadas S, é denominada
de camada G (gelatinosa) por causa de suas propriedades 6pticas incomuns quando
comparada ao restante da parede da célula (WARDROP; DADSWELL, 1948).
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Figura 7- Microscopia eletrénica da madeira de Populus. (a) Fibras da madeira oposta a madeira de
tracao; (b) Fibras G presentes na madeira de tragao com a presenca adicional de uma espessa
camada na parede celular secundaria (camada G). PW, parede celular primaria; SW, parede
celular secundéria; G, camada gelatinosa (PILATE et al., 2004)

Outra caracteristica notavel da camada G é a orientacao das microfibrilas (Figura
8) de celulose quase que paralelamente em relagao ao eixo da fibra, contribuindo para
alta resisténcia mecanica da madeira de tragao. Dessa maneira, durante a maturagao,
as fibras da madeira de tragao se contraem fortemente na direcao longitudinal, criando
um estresse de tragdao que parece tentar puxar o tronco inclinado para a orientagao
normal (DU; YAMAMOTO, 2007; NORBERG; MEIER, 1966; TIMELL, 1969).

I

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
mecanicas e fisicas da madeira. Essas microfibrilas podem estar alinhadas irregularmente
(como na parede celular primaria), ou sob um angulo particular em relagio ao eixo da fibra (é o
caso das camadas S1, S2 e S3). A) Fibra de uma madeira normal. B) Fibra-G: parte da camda
S2 e S3 é substituida pela camada gelatinosa (G) (Retirado de ANDERSSON-GUNNERAS,
2005)
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2.3.4 Composicao da camada G

Os primeiros trabalhos sobre a composi¢do 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 analise quimica da
composicao de carboidratos de camadas G isoladas da madeira de tracao de Populus
tremula mostrou que essa camada contém menos celulose do que se acreditava e
maior teor de outros carboidratos. As seguintes porcentagens de aglcares 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 al., 2007).
Além dessa analise de polissacarideos, Nishikubo et al. (2007) sugeriram a presenca
de aproximadamente 10% a 15% de xiloglucanas na camada G.

Outros componentes importantes encontrados sdo as arabinogalactanas. Este
polimero forma a cadeia de glicanas das proteinas-arabinogalactanas (AGPs). Assim, a
presenca de arabinogalactanas na camada G é um indicativo da presenca de AGPs
(MELLEROWICZ et al.,2008). A presenga de AGPs na camada G foi demostrada
através do uso de anticorpos monoclonais (LAGARGUETTE et al., 2004; BOWLING;
VAUGHN, 2008) e sao consistentes com os resultados de expressao génica obtidos
(ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006) mostrando a superexpressao de uma classe
de AGPs na madeira de tragdo comparada a madeira normal e oposta. Nishikubo et al.
(2007) sugeriram a presenca de 2% de arabinoglucanas. Além das xiloglucanas e
arabinogalactanas, os mesmos autores sugeriram que aproximadamenie 2% dos
acucares pertencem as glucomananas. Em outro trabalho, pectinas também foram
imunolocalizadas na camada G (BOWLING; 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 arbéreas encontraram correlagdes enire o
teor de lignina Klason e a composigao da lignina: alta quantidade de lignina G (guaiacil)

correlaciona-se com alto teor de lignina enquanto que baixo teor dessa, corresponde a
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grande quantidade de lignina S (siringil). Dessa forma, a madeira de tragao parece
seguir um aumento na relagao S/G das unidades de lignina (PILATE et al., 2004).
Portanto, nota-se que a composigao quimica da camada G é bem diferente do
gue se postulava no passado. Isso se deve principalmente ao avango nas tecnologias
de andlise quimica e de imunolocalizagdo. Muito ainda precisa ser feito no que diz
respeito as técnicas, uma vez que o isolamento da camada G n&do é uma tarefa trivial,

pois perdas de carboidratos sdo comuns nesse processo.

2.3.5 Madeira de tracao como modelo de estudo

A madeira de tragdo mostra-se como um excelente modelo de estudo dos
processos da formagao da madeira. Por apresentar uma xilogénese diferenciada com
caracteristicas quimicas e anatomicas peculiares extremamente relacionadas a
qualidade da madeira, cada vez mais surgem trabalhos que se baseiam em
experimentos realizados com a indu¢do da madeira de tracdo. Esses trabalhos
exploram a dindmica da formagdo da madeira, as caracteristicas das fibras e a
biossintese de polissacarideos como celulose e hemiceluloses.

Estudos gendmicos que empregam o sistema de indugédo da madeira de tragao
através da inclinacao artificial das arvores tém sido frequentes. Em 2004, Déjardin e
colaboradores, prepararam 4 bibliotecas de cDNA a partir do xilema de arvores de P.
fremula x P. Alba induzidas para a formacdo da madeira de tragdo. Através do
agrupamento funcional, alinhamento e anotagdo de mais de 10.000 ESTs, sugeriram
uma mudanga na distribuicdo de ESTs entre as bibliotecas da regidao cambial e de
xilemas (tragéo, oposta e maduro), considerando-se que possivelmente estdo ligadas a
mudancga do processo de expansao celular para o processo de construgdo da parede
celular secundaria. A maior parte dos agrupamentos funcionais realizados
correspondem a genes requeridos na construgao da parede celular secundaria: sintese
de celulose (celulose sintases, sacarose sintase), metilagao de precursores de lignina
(S-adenosilmetionina  sintase, acido cafeil 3-O-metiltransferase, cafeil-CoA O-
metiliranferase) e organizagao de microtubulos do citoesqueleto (a - tubulinas).

No trabalho de PAUX et al (2005), 196 genes relacionados a mudangas

estruturais e de composicdo da parede celular secundaria foram encontrados
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expressando-se diferencialmente entre &rvores de eucalipto com xilema normal e
xilema de tragdo. Dentre esses genes, um gene que codifica uma celulose sintase foi
correlacionado ao aparecimento da camada G, além de outros genes envolvidos na
regulacao da biossintese de lignina.

Em 2008, Lu et al. clonaram trés genes de celulose sintases de uma biblioteca
de cDNAs de xilema em desenvolvimento de Eucalyptus grandis (EgraCesAfl,
EgraCesA2 e EgraCesA3), todas elas envolvidas com a biossintese da parede celular
secundaria. Através de analises de expressdo génica em materiais sob tragdo
observou-se um aumenio na expressdo das celuloses sintases EgraCesA2 e
EgraCesAS3, sugerindo-se que ambas estdo envolvidas no processo de biossintese da
celulose encontrada na camada gelatinosa da madeira de tragao, o que leva a concluir-
se que EgraCesA1, encontrado em baixos niveis na madeira de tragdo, nao deve ser
uma subunidade do complexo EgraCesA2 — EgraCesA3, mesmo estando associada a
deposi¢édo de parede secundaria.

Estudos envolvendo o metabolismo das ligninas também utilizam a madeira de
tracdo como modelo. Embora seja bastante complexa a resposta dos genes de lignina
ao modelo da madeira de tragdo, novas descobertas tém sido feitas sobre a regulacéo
dessas vias metabdlicas. Genes como CCR e CAD, envolvidos nos ultimos passos da
biossintese de monolignol, exibiram padrées similares de expressdo na madeira de
tracdo e oposta. Ja os genes COMT e CCoAOMTs, envolvidos nos passos de
metilagdo, se comportaram de forma contraria na madeira de tragao e oposta, ou seja, 0
aumento da expressao em um tipo de madeira, diminui a expressdo na outra, e vice
versa. Essa correlagéo inversa indica interdependéncia na regulagdo desses genes
(PAUX et al., 2004).

Interessante foram os resultados mostrados por Chen et al. (2000). Nesse caso,
dois genes CCoAOMT foram induzidos em todos os tipos celulares na presenca da
indug&o da madeira de tragdo, enquanto que na auséncia do estimulo, a expressao dos
mesmos foi restrita a vasos e raios xilematicos.

Poucos trabalhos envolvendo andlise de proteinas na madeira de tracdo foram
produzidos. Baba et al. (2000) identificou 5 proteinas anexas a parede celular e a

membrana plasmética que sdo especificas da madeira de tracdo. Mais recentemente,



51

Kaku et al. (2009) identificaram 111 proteinas a partir da camada G isoladas da madeira
de tracdo de Populus. Proteinas relacionadas a biossintese de lignina, xiloglicana
endotransglicosilase, e fasciclin-like arabinogalactana sdo exemplos de proteinas
encontradas na camada G.

Como relatado, o modelo experimental da madeira de tracdo oferece a
oportunidade de novos avangos e descobertas de genes chaves, envolvidos nos
diversos processos de formagao da madeira permitindo assim, o acesso a regulagcao da
qualidade da madeira. E com esse objetivo que cada vez mais estudos globais de
transcritos, proteinas e metabdlitos estdo sendo conduzidos (ANDERSSON-
GUNNERAS et al., 2006).

2.4 Prote6mica

No contexto da genética atual, o fenétipo pode ser observado a partir dos pontos
de vista morfolégico, fisiologico, bioquimico e molecular. Sob a visdo molecular, o
fendtipo pode ser descrito em termos de RNAm e proteinas, associados ao genoma e
influenciados pelo ambiente. Dessa maneira, a relagdo entre gendtipo e fendtipo torna-
se bastante complexa (MATTICK, 2003). A sequéncia de um gene nao deve ser mais
considerada isoladamente na predicéo de sua fungao, e a analise do RNAm é somente
um pouco mais informativa. Ja a atividade das proteinas esta proximamente associada
a funcéo do gene, uma vez que é o produto final da regulagéo da atividade génica.
Nesse sentido, a protedmica, que visa caracterizar o conjunto de proteinas expressas
em um dado momento, surge como mais uma ramificacdo entre as Omicas para
complementar os estudos sobre a biologia molecular das células (WILKINS et al.,
1996). A protedmica é também uma poderosa ferramenta no methoramento genético,
pois, diferentemente do que ocorre quando sao utilizados marcadores fenotipicos ou
baseados em DNA, a protedmica fornece informagdo em nivel molecular da
variabilidade genética que é efetivamente expressa do genoma (PENNINGTON; DUNN,
2001).

Muitas das tecnologias hoje utilizadas na protedmica foram desenvolvidas muito
antes do inicio da “protedmica”. No entanto, foi o avango na tecnologia de

sequenciamento de proteinas 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 a espectrometria de massas €& a principal estratégia
empregada pelos grupos de pesquisa, apesar de antiga (JORRIN et al., 2007).

A grande maioria dos estudos de protedmica de plantas se concentra na
produgao de perfis de proteoma de varios 6rgaos, tecidos, células e organelas das
principais culturas cultivadas (FUKUDA et al., 2003; SHEN et al., 2002; DAI et al.,
2007).

A identificagio de proteinas relacionadas & xilogénese e abundantes no xilema
em desenvolvimento foi iniciada em Populus (MIUNSBRUGGE et al., 2000) e em Pinus
(PLOMION et al., 2000). Ambos trabalhos utilizaram géis bidimensionais seguidos de
micro sequenciamento. Muitas estratégias tem sido utilizadas para o estudo do
processo de formacao da madeira. A comparacao entre tecidos juvenil e maduro foi
feita no trabalho de PAIVA et al. (2008) onde o tecido cambial do topo (madeira juvenil)
e da base (madeira madura) de arvores de Pinus foram coletadas e as proteinas
analisadas. As diferengas entre esses perfis refletem as diferengas quimicas e
estruturais que ambas madeiras apresentam. Da mesma forma trabalhos envolvendo a
formacdo da madeira de compressao em Pinus (PLOMION et al., 2000) e da madeira e
tragcdo em Eucalyptus (PLOMION et al., 2003), apresentaram as diferengas existentes
no perfil do proteoma dessas espécies sob a influéncia de um estimulo gravitacional
gue provoca alteragbes na composicao e na estrutura da parede celular das fibras. No
entanto esses trabalhos apresentaram poucas proteinas identificadas devido
principalmente as dificuldades da técnica utilizada como baixa automacgao da técnica de
géis 2D seguida do micro sequenciamento.

Com a utilizagdo da especirometria de massas os trabalhos envolvendo a
protedmica na xilogénese passam a ser mais robustos. Gion et al. (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 proteinas em 6 tipos diferentes de
tecido: madeira juvenil e madura, madeira de compressao e oposta, e madeira de lenho
tardio (late wood) e de lenho incial (early wood). Utilizando os beneficios da
espectrometria de massas na caracterizagdo em larga escala de proteinas envolvidas

na xilogénese, Celedon et al. (2007) identificaram 240 proteinas do xilema em
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desenvolvimento de Eucalyptus grandis associadas a formagdo da madeira juvenil
nessa espécie. Nesse trabalho diversas proteinas relacionadas ao processo de
lignificagao e ao metabolismo de carboidratos foram identificadas.

Mais recentemente, o emprego da estratégia shotgun permitiu a identificagédo em
larga escala de proteinas do xilema em desenvolvimento de Populus (KALLURI et al.,
2009). Nesse trabalho, aproximadamente 6.000 proteinas foram identificadas. Além
disso, uma técnica de exiragdo de proteinas nucleares foi desenvolvida, permitindo a
identificacdo de fatores de transcricdo e proteinas remodeladoras da cromatina, que
geralmente se encontram sob baixa abundancia.

Como se vé, o surgimento da espectrometria de massas para o desenvolvimento
da protedmica possibilitando os experimentos em larga escala foi decisivo. Plataformas
de analise rapida, diretae sensivel sao utilizadas, dentre elas os géis 2D e o shotgun,
gue tornou as andlises ainda mais dindmicas. No entanto, apenas a geragao de dados
protedmicos ndo resolve por si s6 a complexidade dos sistemas bioldgicos. E
necessaria a integracdo de dados oriundos da protebmica, com a gendmica,
transcritbmica e metaboldmica, o que nao € uma tarefa trivial. A combinagio desses
dados requer parametros normalizadores, controle experimental rigido e uma visao
holistica para associar resultados estatisticos aos mecanismos moleculares da
atividade celular. Nesse sentido, Bylesjo et al. (2008) apresentaram uma estratégia de
integragdo de dados oriundos do estudo do transcritoma, proteoma e metaboloma de
genes associados a biossintese de lignina. Eles demonstram que através dessa

estratégia é possivel 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 protedmica e de transcritbmica relacionados as alteragbes no
direcionamenio do metabolismo de carboidratos para os componentes da parede
celular que ocorrem durante a indugdo da madeira de reagdo de Eucalyptus grandis,
Além disso, este trabalho abrangeu também os seguintes objetivos especificos:
¢ Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas na madeira de tragao e
oposta em comparagéo as arvores normais.
o [Estabelecer um perfil de expressdao dos principais transcritos envolvidos na
biossintese dos componentes da parede celular
e Associar as diferengas de expressao a formacao da camada G na parede celular

secundaria da madeira de tracao
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do Material

O experimento foi implantado em novembro de 2006 no municipio de
ltapetininga, Sdo Paulo, na fazenda Estrela da Suzano Papel e Celulose. De um talhdo
de Eucalyptus grandis, foram escolhidos aleatoriamente, 25 individuos do clone 617
com 1,8 anos de idade. As arvores escolhidas apresentavam as dimensobes

representadas na tabela 1.

Tabela 1 — Medidas de didmetro médio, altura total (T} e altura comercial (C) e os respectivos desvios
padrdes em relagdo a média de arvores de Eucalyptus grandis coletadas apés 15, 30 e 60
dias da instalagéo do experimento. (cm): centimetros, (m): metros

Coletas e Arvores inclinadas Arvores néo inclinadas
tempos de inducéo | Didmetro | AturaC | AlturaT | Diametro | AlturaC | AlturaT
(cm) (m) (m) (cm) (m) (m)
12 Coleta-15dias | 87+05 | 58+0,2 | 12,105 9,2+0,3 82+0,3 | 13,5+0
2" Coleta-30dias | 98+05 | 86+04 | 145+05 | 10,5+07 9,0+0 15,0 £0
3" Coleta-60dias | 104+02 | 94405 | 14802 10,7+0,3 | 9,5+0,7 15,2+0,3

Para a inducdo da formagao da madeira de tragéo, as arvores escolhidas foram

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

figura 9.
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Figura 9— Instalagcao do experimento no campo

Para o experimento, considerou-se 3 periodos de coleta apds a indugdo da
formacao da madeira de tragdo em que as arvores permaneceram inclinadas no campo
por 15, 30 e 60 dias.

O tecido vegetal utilizado neste trabalho para a extragao de proteinas e de RNA
total correspondeu ao xilema em diferenciacao (LEV-YADUN; SEDEROFF, 2000) que
abrange diferentes camadas da regido cambial. Para a coleta deste tecido, retirou-se
um retangulo de aproximadamente 20 x 15cm da casca do tronco das arvores seguido
de raspagem utilizando-se uma lamina 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 a casca.
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Figura 10 - Coleta do material biolégico. (a) Remogédo da casca e raspagem do tecido cambial. (b)
Secgédo transversal de Eucalyptus antes da remogao da casca. (c) Secgao transversal de
Eucalyptus depois da remogao da casca. Barra = 100 um. X = xilema, C = regido cambial.
Modificado de Celedon et al., 2007

A raspagem deste tecido em diferenciagéo foi realizada na altura da inclinagéo
das arvores onde a mesma era mais intensa, local em que ocorre a formagéo da
madeira de reacao (madeira de tragéo e opdsta). Assim, a coleta foi realizada, tanto no
lado oposto a inclinagdo correspondendo a madeira de tragéo, assim como no mesmo
lado da inclinagdo correspondendo a madeira oposta (Figura 9). Da mesma forma,
foram coletadas amostras em arvores que nao 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 tragdo e oposta. Portanto, os
tratamentos foram chamados da seguinte forma: T15 e O15 (madeira de tracdo e
oposta apos 15 dias de indugéo); T30 e O30 (madeira de tragéo e oposta apos 30 dias
de indugéo); T60 e O60 (madeira de tragao e oposta apds 30 dias de indugao) e, C15,
C30 e C60 corresponderam as arvores controle (nao inclinadas) coletadas nos mesmos
periodos de indugéo (15, 30 e 60 dias) da formagéo das madeiras de tragao e oposta.

Imediatamente apds a coleta, o material foi congelado em nitrogénio liquido e
macerado em almofariz com auxilio do pistilo até a obtencao de um pé fino. Para o
transporte, o macerado foi acondicionado em tubos Falcon de 50 mL em gelo seco. No
laboratério o material foi armazenado a temperatura de -80°C até a sua utilizagao.

Discos de madeira de 4 cm de espessura, obtidos pelo seccionamento dos
troncos das arvores, na altura da madeira de reacdo, foram mantidos em condigdes
normais de laboratdrio. Estes discos foram utilizados para andlise anatémica através da

microscopia Optica.
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4.2 Microscopia optica

Para caracterizar a formagcdo da madeira de reagéo (tracdo e oposta) através do
experimento de indugao realizado, discos foram coletados apds 15, 30 e 60 dias de
indugdo para a andlise microscépica. Essas coletas foram realizadas tanto do lado da
formagao da madeira de tragdo, como do lado da madeira oposta. Além disso, arvores
nao inclinadas, consideradas controle também foram coletadas.

O preparo das laminas semi-permanentes foi realizado no Laboratério de
Anatomia da Madeira e Identificacdo de Madeiras do IPT (Instituto de Pesquisas
Tecnolodgicas) 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 agua destilada fervente para
amolecimento do material. Assim, com o auxilio de um micrétomo de deslize Reichert
equipado com navalha de ago, obteve-se cortes dos mesmos. Os cortes de 15-20 um
de espessura no plano transversal foram alvejados com hipoclorito de sodio 20% para
clareamento do material, seguido de trés lavagens com agua destilada, antes de serem
submetidos a uma coloragao dupla de safranina (1% p/v) e azul de astra (1% p/v) em
solugdo aquosa. Os cortes corados foram tiransferidos para uma lamina para
observagao em microscopio 6ptico e documentagao das imagens com auxilio de uma

camera acoplada ao microscopio.

4.3 Extracdo de proteinas

A extragao de proteinas foi realizada segundo Hurkman e Tanaka (1986), com
algumas modificagbes. Para cada condicdo, foram realizadas 3 extragdes
independentes. Aproximadamente 2g de material vegetal macerado em nitrogénio
liquido e armazenado a -80°C, foi homogeneizado em 15 mL de tampao de extragdo
(ANEXO A) e mantido sob agitacdo durante 30 minutos a 4°C. Em seguida adicionou-se
15 mL de fenol saturado em Tris HCI pH 8,5. Novamente, os tubos foram mantidos sob
agitacdo por 30 minutos a 4°C.

Apés centrifugacdo de 30 minutos sob 10.000 x g a 4°C, 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 homogeneizagao por 30 minutos.
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Novamente, a amostra foi centrifugada recuperando-se o sobrenadante. Desta
forma, a sequéncia de homogenizacdo e centrifugacéo foi realizada trés vezes, sempre
acrescentando-se fenol a cada recuperagdo do sobrenadante, garantindo assim, um
bom rendimento da extragao e boa purificagao das amostras.

Em seguida, as proteinas foram precipitadas overnight a -20° C através da
adicao de 5 volumes de 0,1M de acetato de amoénio preparado em metanol. Apés a
precipitagdo, o material foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos, a 4°C.

O precipitado recuperado foi lavado 2 vezes com 0,1M de acetato de émc“)nio 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 -20°C e em seguida,
foi centrifugado a 10.000 x g por 30 minutos, a 4°C. O precipitado resultante foi

submetido a secagem em dissecador a 4°C.

4.3.1 Solubilizacao de proteinas

Depois de extraidas do tecido vegetal, as proteinas foram solubilizadas em 1 mL
do tampao de solubilizacdo (ANEXO B). Nesta etapa, realizou-se a redugdo e
alquilagdo das proteinas promovendo maior solubilizagdo, de acordo com Valcu e
Schliink (2006).

A redugao das proteinas foi efetuada pela presenga de DTT no tampédo de
solubilizacao a fim de romper-se as pontes dissulfeto entre os aminoacidos de cisteina.
J& a alquilacao, foi realizada com a adicao de 15mM de iodoacetamida e permanéncia
das amostras no escuro por aproximadamente 1 hora, com o propdésito de adicionar-se
o radical alquil nas extremidades rompidas prevenindo assim a restauragcdo das
ligacdes. A solubilizagao foi finalizada pela adigao de 2 M de tiouréia as proteinas

promovendo-se assim, uma melhor solubilizacao das mesmas.

4.3.2 Quantificacdo das proteinas

As proteinas foram quantificadas utilizando-se o Kit BioRad Protein Assay
(BioRad), de acordo com o método de Bradford (BRADFORD, 1976).

Uma curva padrao foi estabelecida utilizando-se BSA (albumina de soro bovino)
como proteina padrdo. Diferentes concentragbes de BSA foram empregadas e a
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obtengao das respectivas absorbancias a 595nm foram utilizadas para a construgao da
curva padrao (absorbancia x quantidade de proteinas).

A metodologia utilliza rea¢tes de 5 pL do extrato de proteinas, 5 uL de HCI (0,1
N), 3 mL de reagente corante diluido em agua milliQ (1:4). Essas reagdes foram feitas
em triplicatas, transferidas para cubetas de vidro, seguida de leitura da absorbancia no
comprimento de onda de 595 nm em espectrofotdmetro. Essas leituras foram entao
interpoladas na curva padrao construida com BSA para a obtencao da concentragao de
proteinas totais no extrato protéico.

4.3.3 SDS-PAGE (Mini-Gel)

O extrato protéico resultante, ap6s quantificagao, foi submetido a verificagéo da
qualidade das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970).

As amostras (10ug) de proteinas totais, adicionadas ao dobro do volume de
tampao de desnaturagao (ANEXO C) foram mantidas a 100°C por 2 minutos. As
amostras e um marcador de peso molecular pré-corado (BioRad) foram entao aplicadas
em gel de poliacrilamida 10 cm x 8,5 cm (Mini- PROTEAN Il Cell, BioRad). Para a
realizacdo da eletroforese, o gel foi preparado com duas concentragbes de
poliacrilamida. Para o stacking, ou seja, os primeiros 2 cm, junto as canaletas de
aplicagao, utilizou-se a concentracdo de 4% (p/v) e as amostras foram submetidas a
uma voltagem fixa de 50 V. A extensdo seguinte, chamada de gel de corrida, foi
preparada com uma concentragdo 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 tampées Laemmli (LAEMMLI, 1970) inferior e superior (ANEXO D).

4.4 Eletroforese bidimensional

A técnica de eletroforese bidimensional consiste de duas etapas: a focalizagao
isoelétrica (primeira dimensao) e a separagdo por peso molecular através da
eletroforese em gel de poliacrilamida (segunda dimensao). Para cada condigao foram
obtidos no minimo 3 géis bidimensionais, provenientes de 3 extragbes protéicas

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

triplicata, para a analise de imagens.

4.4.1 Focalizacao isoelétrica (Primeira Dimensao)

A focalizagdo isoelétrica foi conduzida em sistema Ettan IPGPhor (GE
Healthcare), a 20°C, utilizando-se fitas IEF de pH 4-7 (Fitas IPG, GE Healthcare).

Cerca de 900 pg de proteinas totais foram submetidas a focalizagao isoelétrica.
O tampao de focalizagédo consiste do tampao de solubilizagdo (ANEXO B) acrescido de
1% de anfélitos (0,75% tampédo IPG pH 4-7 e 0,25% tampao IPG pH 3-10) (GE
Healthcare).

O programa de focalizagéo foi estabelecido seguindo-se os passos: reidratacao a
50 pA 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
1h, 5000 V por 10 hs e 8000 V até atingir 80.000 Vh. Apos a focalizagao as fitas foram

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

4.4.2 Eletroforese (Segunda Dimensao)

Para a realizagdo da corrida de eletroforese de segunda dimensédo em gel de
poliacrilamida, as fitas foram reduzidas e alquiladas em solugao de equilibrio (ANEXO
E) da seguinte maneira: inicialmente, as fitas foram submetidas a reducao pela irmersao
das mesmas em solugédo de equilibrio acrescida de 2 % (p/v) de dithiothreitol (DTT) por
15 minutos. Em seguida, realizou-se a alquilagdo na mesma solugéao contendo 4 % (p/v)
de iodoacetamida (IAA) e tragos 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 tampao Laemmli superior. A eletroforese (SDS-
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 migragéo das proteinas foi efetuada
sob amperagem fixa (30mA) por gel, até o corante alcangar a base do mesmo.

4.4.3 Coloragao dos géis
Tanto os minigéis unidimensionais como os géis bidimensionais, foram corados
com Coomassie Brilliant Blue G-250 (BioRad) de acordo com Candiano et al. (2004).
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Ap6s 60 minutos em solugado fixadora (ANEXO F), realizou-se duas lavagens
com agua milli-Q por 10 minutos para a retirada do excesso de solugao fixadora e em
seguida, adicionou-se a solugdo de coloragcdo (ANEXO G) que permaneceu por no
minimo 12 horas em contato com os géis. Todas essas etapas foram realizadas sob
leve agitagao, com auxilio de um agitador de mesa horizontal.

O excesso de corante foi removido com agua MilliQ e os géis mantidos em 5 %

(v/v) de acido acético a 4°C, até a andlise das imagens e retirada dos spofs.

4.5 Obtencao e analise das imagens

A digitalizacao das imagens dos géis foi feita com auxilio de um scanner modelo
UTA-1100, através do programa LabScan versdao 5.0 (GE Healthcare) e as imagens
foram analisadas automaticamente pelo programa Image Master 2D Platinum 7
software (GE Healthcare).

As imagens dos géis bidimensionais foram primeiramente trabalhadas no sentido
da detecgao dos spots, ora feita automaticamente pelo software, ora manualmente, no
caso da deteccao automatica nao ter sido satisfatéria. Em seguida, as imagens das
triplicatas, provenientes de extragcdoes independentes, foram sobrepostas para a
avaliacdo dos spots com reprodutibilidade consideravel. Para compensar pequenas
diferengas existentes na quantidade de proteinas carregadas no gel, na coloragao e
descoloragao, o volume de cada spot, foi normalizado de forma a se obter um volume

relativo.

A quantificagdo relativa de uma determinada proteina nos géis de cada
tratamento foi obtida pela normalizagdo do volume de cada spot em relagao 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 variagdo enferior a 30% entre
as triplicatas foram considerados reprodutiveis. Spots com coeficiente de variagao
maior que 30%, ou seja, considerados nao reprodutiveis, foram ignorados na analise de

imagens.

Na ultima etapa da andlise de imagens, os géis provenientes de cada tratamento
foram contrastados com os géis da amostra controle de cada tempo de indugéo da

formacao da madeira de tragdo e oposta. Ou seja, os volumes normalizados dos spots
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correspondentes entre esses géis foram comparados para se estimar a expressao
diferencial das proteinas presentes nos mesmos. Para isso, realizou-se analise de
variancia (ANOVA) utilizando-se o programa SAS e as médias foram comparadas
através do teste-T ao nivel de significancia de 1%.

Os pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pl) experimentais das
proteinas foram determinados automaticamente pelo programa a partir de 5 pontos de
referéncia, provenientes da utilizagdo de um marcador de peso molecular (Pre-stained,
SDS Standard, Broad range, BioRad), e os tedricos, foram sugeridos pelo banco de
dados do SwissProt (http://www.expasy.ch/sprot/).

4.6 Digestdo de proteinas

Cada spot isolado, de cada uma das repeticbes do gel, foi fragmentado com
auxilio de um bisturi e submetido a uma solugao de descoloragdo (ANEXO H) até total
retirada do corante.

Apébs serem desidratados com 100% de acetonitrila (ACN), procedeu-se a
reducao e alquilagdo dos spots. Inicialmente, os fragmentos de gel foram reidratados
com 20 mM de DTT em 50 mM de bicarbonato de aménio e incubados por 40 min a
56°C. O excesso de liquido foi removido e substituido por 55 mM de iodoacetamida em
50 mM de bicarbonato de aménio. Em seguida os fragmentos de gel foram mantidos no
escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. O liquido excedente foi entao removido
e os fragmentos lavados com 25 mM de bicarbonato de amoénio. Apds serem
novamente desidratados com 100 % de ACN, os fragmentos foram reidratados com
solugdo de 10 ng.uL™" de tripsina (Promega V5111) em 25 mM de bicarbonato de
amoénio, pH 8,0. Ap6s a reidratacao total, os fragmentos de gel foram parciaimente
cobertos com 25 mM de bicarbonato de aménio e a digestao, realizada a 37°C por 16
horas.

A agao da tripsina foi bloqueada pela adigao de solugéo blogueadora (ANEXO 1)
e os peptideos eluidos dos fragmentos por lavagens sucessivas, com solugdo de
eluicdo | (ANEXO J), solugao de eluigdo Il (ANEXO L), seguidas da lavagem final com
100% de ACN. Em cada uma das etapas de eluicdo, os fragmentos de gel foram
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sonicados por 20 minutos a 45°C (sonicador Ultra Som, Thronton-IPEC Eletrénica Ltda)
e o sobrenadante transferido.

Os sobrenadantes de cada spot foram transferidos para um dnico tubo
eppendorf, sendo o volume reduzido em concentrador a vacuo (Eppendorf modelo
5301), a temperatura ambiente.

4.7 LC-MS/MS

Os peptideos foram solubilizados em 1% (v/v) de acido férmico e transferidos
para tubos especificos para realizagdo da espectrometria de massas. O
sequenciamento das proteinas foi conduzido em uma plataforma LC-MS/MS em
espectrdbmetro de massas com fonte de ionizagao por eletrospray (ES!) e analisador de
massas hibrido quadrupolo/’time of flight” (Q-TOF) Ultima API (Waters), acoplado a um
sistema on-line de HPLC capilar CaplC XE Pump (Waters).

A separagao dos peptideos foi realizada utilizando-se uma pré-coluna C18
(Sentry™ Guard Column C18 Waters®) seguida por uma coluna de fase reversa C18
(Symmetry® C18 5 um 0,32 x 150 mm Waters®). Os peptideos foram eluidos através
da variagao do gradiente do tampédo A (95% v/v HxO, 5% v/v acetonitrila e 0,1% v/iv
acido férmico) e do tampao B (95% v/v acetonitrila, 5% v/iv HO e 0,1% v/v acido
férmico). Durante a corrida, o fluxo usado foi de 5 pL.min™' nos primeiros 15 min, 2
pL.min” entre 15 e 40 min, e de 5 pL.min" entre 40 e 45 min. A variagdo de gradiente
do tampao 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 ultimos 5 min em 10% (v/v).

A ionizagao por electrospray foi realizada com a voltagem da fonte ajustada para
3,0 KV e temperatura do cone igual a 90°C, na presencga de 5 psi de nitrogénio. A
energia de colisdo por gas argonio foi mantida em 15 psi. Todos os pardmetros foram
definidos através do programa MassLynx v 2.1 (Waters Corporation).

O Q-TOF modelo Ultima API, utilizado nas andlises, conta com um sistema
Nanolock Spray (Waters), que corrige as variagoées de calibragao que ocorrem ao longo
do periodo de aquisicao dos espectros de cada amostra. Todas as aquisicoes foram
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calibradas com um peptideo padrio GFP (GLU'-fibrinopeptide B; Sigma), em

concentragao igual a 100 fmol.uL™ e injecdo automatica de 1 pL.min™.

4.8 Analise dos espectros de massas e identificacao das proteinas

Os espectros de massas das amostras foram processados utilizando-se os
programas MassLynx NT BioLynx V.4.0 e ProteinLynx V.2.1 da Waters. Os arquivos de
espectros assim processados, foram contrastados com o banco de dados MSDB (Mass
Spectrometry protein sequence Data Base), através da utilizagdo da ferramenta
MASCOT (2010).

A escolha dos parametros (Fig 9) utilizados no MASCOT (2010) tem grande
influéncia na precisao da identificagao das proteinas. Além da escolha correta do banco
de dados, outros pardmetros sao muito importantes. Dessa maneira, como as amostras
foram reduzidas e alquiladas, selecionou-se a carbamidometil (C) como modificagao
fixa. Também selecionou-se a oxidagdo da metionina como modificacdo variavel e
tolerancia de massa de 50 ppm. Os resultados foram avaliados de acordo com os
maiores scores, area de cobertura e nUmero de peptideos, verificando-se também a
correspondéncia entre massa molecular e ponto isoelétrico dos spots com as proteinas

encontradas nos bancos de dados.
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Figura 11 — Paradmetros utilizados no software MASCOT (2010) para a identificagdo das proteinas

4.9 Extracao de RNA total

A extracao de RNA total foi realizada segundo o método desenvolvido por Zeng e
Yang (2002) a partir de 1g de tecido cambial de Eucalyptus grandis. O material vegetal
foi macerado em nitrogénio liquido, ao qual adicionou-se 10mL de tampao de extragédo
(ANEXOM) pré-aquecido a 65°C. A mistura apéds homogeneizagéo foi mantida por 15
minutos a 65°C, sendo agitada a cada 5 minutos. Em seguida, procedeu-se a adicao de
um volume de CIA (cloroférmio e 4dlcool isoamilico, na proporgcdo 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
extragdo com CIA mais duas vezes, sendo a ultima centrifugacdo feita durante 15
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual adicionou-se 0,25
volumes de 10M LiCl para precipitagdo do RNA total. Apés homogeneizagéo, as
amostras foram mantidas durante 16 horas, a 4° C. Apds centrifugagao (16.000 x g)
durante 30 minutos, a 4° C, os pellets de RNA total resultantes, foram lavados trés
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vezes com etanol 75% (v/v), secos a temperatura ambiente durante 10 minutos e

ressuspendidos em 110 pyL de agua DEPC.

4.9.1 Quantificagéo e determinacao da pureza do RNA extraido

As amostras de RNA foram avaliadas quanto a pureza e quantificadas com
auxilio da espectrofotometria em dois comprimentos de onda, 260nm e 280nm. A razao
entre as absorbancias (Azsonm/A2sonm), € utilizada como uma medida de qualidade das
amostras. Valores entre 1,6 a 2.0 indicam boa qualidade de RNA extraido. J&4 a
absorbancia a 260 nm (Axsonm) € utilizada para a quantificagdo do RNA total extraido
segundo a formula (Figura 10):

Aogonm X Fe X F
[RNA]: 260nm c d

1000

Figura 12 — Férmula para o calculo da concentragdo de RNA (ug uL‘1). Assonm absorbancia a 260 nm, F:
fator de conversdo que indica a equivaléncia de uma unidade de absorbancia no
comprimento de onda de 260 nm correspondente a 40 pg RNA.mL™". F4 é o fator de diluigo
da amotra. O valor final é dividido por 1000 para expressar a unidade de concentragdo de
RNA em pg pL™'. Fonte: Sambrook et al (1989)

4.9.2 Isolamento do RNA mensageiro e sintese de cDNA

Aliquotas de 50 pg de RNA total armazenadas em freezer a -80? C foram
utilizadas para a purificagao de seus respectivos RNAm. O isolamento do RNAm, foi
realizado com o auxilio do kit Dynabeads® mRNA purification (Invitrogen), que se baseia
em uma separacao magnética. Microesferas contendo Oligo (dT)2s em sua superficie
que capturam e purificam RNA poliadenillado. Outros RNAs desprovidos de cauda poli-
A e DNA gendmico sao imediatamente eliminados.

Cada 200 plL de microesferas sdo capazes de purificar 75 pg de RNA total,
produzindo até 2 ug de RNAm. Assim, conduziu-se duas purificagées de 50 ug de cada
material de acordo com as instrugtes do fabricante. O RNAm purificado de cada 50 pg
de RNA total foi ressuspendido em 17,5 pL de agua DEPC. As duas purificagbes foram
agrupadas totalizando 35pL.
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A fita de cDNA de cada gene (Tabela 2) foi sintetizada com o auxilio do kit
SuperScript™ One-Step RT-PCR Platinum® Tag (Invitogen), em uma mistura de reacio
contendo 6,25 ul. de Tampao 2X concentrado (contendo 0,4 mM de cada dNTP e 2,4
mM de MgSO,), 1,25 uL de cada primer (400 nM), 0,25 uL de RT/Platinum®Taq e 3,5
puL de RNAm, totalizando 12,5 pL. de volume final. Os tubos com as misturas de reacao
foram colocados em um termociclador com a seguinte programacéao: 1 ciclo de 50°C por
30 minutos e 94°C por 2 minutos para sintese de cDNA e pré-desnaturagédo da enzima
transcriptase reversa; e 10 ciclos de 94°C durante 45 segundos, 55°C durante 1 minuto
e 72°C durante 2 minutos e 30 segundos para amplificagéo dos fragmentos.

4.9.3 Selecao de genes e primers

Foram escolhidos 23 genes relacionados as modificagbes, biossintese e
deposicao de parede celular secundaria e lignificagao (Tabela 2) A escolha dos genes
foi baseada nas diferengas quimicas e estruturais descritas entre os varios tipos de
madeira (madeira de reagao, juvenil e madura) e também de acordo com os resultados
obtidos por Carvalho et al. (2008) em um estudo que envolveu a andlise de expressao
génica através da tecnologia SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) da regiao
cambial de Eucalyptus grandis.

Os primers (Tabela 2) utilizados foram sintetizados em trabalho anterior
realizado no mesmo laboratério (CARVALHO et al., 2008) e estavam disponiveis para
uso.

Tabela 2 — Primers escolhidos relacionados a biossintese da parede celular para realizagdo do PCRsq

(continua)

Gene gi(NCBI) Pares de primers

L: TCTTCCTGATGACGGAAAGATT
R: ATAGGGTGTTGTCGTAGCCAAT

L: GAAATCCTTCCACCCTGAGAT

Caleil-CoA O-metiliransferase (CCoAOMT) 3319277

Sacarose sintase (SuSy) 80973755 R: TTCATCTCAGACTGCTCTTCCA
. . . L: TTCCAGTGAAAGCAACTTCAGA

UDP-glicose pirofosforilase (UGPase) 103475065 R: AAGATGCTTCAAACGGAATTGT

Pectinesterase (PE) 103474979 L AGCTTCGCTTCACGAATTIATC

R: ATCCGTCAAATTCATTCCATTC



Tabela 2 — Primers escolhidos relacionados a biossintese da parede celular para realizagdo do PCRsq

(conclusao)

Gene gi(NCBI) Pares de primers
Endo 1,4-glucanase (KOR) 70779690 %ﬂ?&“ﬁ?ﬁ;ﬁ%@%ﬁg‘%ﬁﬂ
Celulose sintase 1 (CesA1) 67003906 :;;: %géﬁggﬁé%‘éﬁ?ég%g% CATT
Celulose sintase 2 (CesA2) 67003908 :;;: ??é%é;gﬁ&%%&%%%iﬁgi\
Celulose sintase 3 (CesA3) 67003910 ';: %T(;%T&pgggfg%%%%ﬂ%ﬂ
Celulose sintase 4 (CesAd) 67003912 :i:: ﬁ?ﬁgéég?ggiégg’g?g;ﬁg
Celulose sintase 5 (CesAS5) 67003014 . ﬁfgﬁggﬁg;gfgﬁ@ggﬁ%é
Fenilalanina aménia liase (PAL) 5690432 :i:: %%g%’;gg?égg?é? ((‘,3 :CA AG(?$ ACG
Calfeil O-metil transferase (COMT) 437776 :;{:: g@rﬁgg AC :g%:l’ (? /SFAC%A(?T(%TF?Z,?}-Q
B-Tubulina-1 (B-Tub1) 103481142 5 oL GAATIGCOBATGANGCT
B-Tubulina-2 (B-Tub2) 103477501 & 2O A A e
pea ht) rszts 5 GSARICCTACOCTaROM,
o (10 sissris HASOMOTTATaBOTITONT
Cinamil-CoA Redutase (CCR) 2058312 COTOCOTGICTIGAM OO T
Xiloglucan Endo-transglicosilase/hidrolase 70779684 L: TGCAAGGACACGGCGCGGTTCC
3 (XTH3) R: GGAAGATATCAAAGAACACGGAGA
Polygalacturonase (POLY) 32163864 1 oo T ORCGAGTEACATORC &
Fator de transcrigéio MYB2 (MYB2) aorasatz L QG T G
Peroxidase (PER) 83659633 AAGTTTATTTGRAGOAGGAAT
Arabinogalactan Protein (AGP15, FLA 1) 153799886 lF-I: TCAACGCGCAACTTAACAAC

:TGTTTGGTCCACTGTTGCAT
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4.9.4 PCR semi-quantitativo (PCRsq)

A mistura de reagdo usada para o PCRsq era composta de 400 nM de cada
primer, 12,5 pL de SYBR green (SYBR Green real-time RT-PCR SuperMix-UDG) e 3 pL
de c¢DNA diluido (10), num volume final de 25 pL. Para cada gene as reagdes foram
feitas em triplicata e processadas no equipamento iQ5 (BioRad) com a seguinte
programacéo: 1 ciclo de 95°C por 15 minutos para desnaturagao da amostra; 40 ciclos
de: 95°C por 20 segundos, 54° a 62°C (dependendo dos primers) por 30 segundos e
72°C por 30 segundos para amplificagao dos fragmentos, com leitura da fluorescéncia a
72°C; 1 ciclo de 95°C por 30 segundos, 1 ciclo de 55°C por 30 segundos e 1 ciclo para
construcdo de curvas de dissociacao dos primers com a temperatura se elevando de
55°C até 95°C, e a cada minuto leituras da fluorescéncia.

A analise semi-quantitativa da expressao génica, foi realizada com o auxilio do
aplicativo LingRegPCR (RAMARKERS et al., 2003) que nos fornece uma regressao
linear dos dados brutos da PCR possibilitando o céalculo da eficiéncia individual de cada
primer nas reagdes e as concentragoes iniciais de RNAm de cada amostra. Ja a
normalizagdo dos dados de expressao foi feita através da escolha de genes de

referéncia feita pelo software Norm-finder (discutido no proximo item).

4.9.5 Selecao dos genes de referéncia

Com base em resultados prévios desenvolvidos no mesmo laboratério
(CARVALHO et al., 2008), foram selecionados 4 genes de referéncia potencialmente
ideais para a normalizacdo da expressao génica. Os genes selecionados foram os que
mostram menores variagdes de expressao entre o tecido foliar e cambial de &rvores de
Eucalyptus (CARVALHO et al., 2008). Os genes escolhidos foram: ubiquitina, isocitrato
desidrogenase, a-tubulina e piruvato quinase. A estabilidade da expressao de cada um
desses genes foi calculada pelo software Norm-finder
(http://www.mdl.dk/publicationsnormfinder.htm). O Norm-finder € um aplicativo do Excel
(Microsoft) que etima a estabilidade de expressdo com base nas variagdes intra e
intergrupos de genes candidatos (ANDERSEN et al., 2004).

Como o software Norm-finder nos fornece a melhor combinagao de dois genes

param serem utilizados como normalizadores, ous seja, a dupla de genes mais
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estaveis, optou-se pela utilizagdo de dois genes na normalizagdo dos dados de
expressdo. Os dados de expressao dos dois genes escolhidos pelo Norm-finder foram
submetidos a andlise de varidncia (ANOVA, P < 0,05) para comprovar a estabilidade da
expressao desses genes ao longo dos materiais testados.

Um fator de normalizacdo foi gerado a partir da média geométrica dos genes
selecionados como normalizadores (VANDERSOMPELE et al., 2002). A partir de entao,
os valores de concentracdo dos genes alvos foram divididos pelo fator de normaliagao

(média geométrica dos genes de referéncia), obtendo-se assim o valor de expresséao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A formacao da madeira de tragdo, possui 3 principais diferengas em relagao a
madeira normal. A taxa de producgdo da madeira é aumentada, o nimero de elementos
de vasos € reduzido e a biossintese da parede celular das fibras é modificada com a
deposi¢ao da camada G. Decisdes sobre o crescimento e sobre o desenvolvimento séo
determinadas pelas células meristematicas da regiao cambial, enquanto que a
formacéo da camada G ocorre durante a diferenciagéo do xilema (TIMELL, 1986). Este
trabalho esta focado no estudo da formagdo da camada G, porém o material coletado
(xilema em desenvolvimento) permitiu a presenga de células nos estadios inicias de
diferenciacdo, o que nos levou a identificar proteinas relacionadas a esses estadios
iniciais também. Em analogia com a madeira de compressao induzida em coniferas
(TIMELL, 1986) e outros trabalhos com angiospermas (QlU et al., 2007; PAUX et al,,
2005), pode-se assumir que células do xilema em desenvolvimento respondem ao
estimulo gravitacional durante o desenvolvimento da parede celular secundaria.
Portanto, o tecido analisado nos revela tanto genes e proteinas envolvidos na indugao
desse tipo de madeira como na biossintese da camada G.

A decisao de se verificar esses efeitos durante a formag¢ao da madeira de reagao
(tracdo e oposta) ao longo de um tempo de indugéo (60 dias) esta baseada na hip6tese
de que os genes e proteinas que intervéem nas etapas iniciais da formacao da madeira
de reagdo devem influenciar as caracteristicas da madeira formada posteriormente.
Diferentemente do que se observa em outros trabalhos em que se examina o padrao de
expressao de genes quando a madeira de reagdo ja estd completamente formada,
geralmente sob efeito de um estimulo por varios anos, o trabalho que se discute aqui
considera os estadios iniciais da indugao da formagao da madeira de reagao avaliando-
se o0 padrao de expressao da madeira de tracdo e oposta em contraposi¢cdo a madeira
normal. Dessa maneira, os perfis de expressdo desenhados pelos experimentos desse
trabalho, fornecem uma base sélida para a discussdo de questbes relacionadas aos

mecanismos moleculares que coordenam a formagéo da madeira.
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5.1 Microscopia optica

Com o intuito de se constatar a formagéo da camada G e conseqlientemente a
inducdo da madeira de tracdo, laminas para microscopia 6ptica foram preparadas.
Observou-se a presenga da camada G no material com 60 dias de indugao (Figura 13).

A presenca da camada G pode ser observada na parte interna da parede celular
secundaria dessas células. Regides tingidas de azul (azul de astra) correspondem as
areas ricas em deposi¢éo de celulose, enquanto que areas em vermelho (safranina)
indicam parede celular lignificada. Tal modificacdo da parede celular das fibras nao foi
observada nos materiais controle e na madeira oposta (Figura 13).

Verifica-se a diminui¢éo visivel do lumen nas células do xilema da madeira de
tracdo (Figura 13 A) quando comparado as células do xilema da madeira normal
(Figura 13 B) e do xilema da madeira oposta (Figura 13 C) Isso ocorre justamente
devido a deposicdo maciga de uma camada exira de celulose, a camada G. A
deposicao dessa camada esta relacionada a necessidade de aumento da resisténcia
das células contra a forga gravitacional que age sobre o caule inclinado (TIMELL,
1986).

Figura 13 - Microscopia 6ptica de secgdes transversais da formagéo da madeira de tracdo em Eucalyptus
grandis ap6s 60 dias de indugdo. Sec¢des com 10 pm de espessura e coloragdo dupla de
safranina e azul de astra. A). Xilema da madeira de tragdo. B) Xilema normal, arvore nao
inclinada C) Xilema da madeira oposta. Barras = 20um

5.2 Extracao das proteinas

O método de extragédo fendlica bem como de solubilizagéo das proteinas foram
os mesmos realizados por Celedon et al (2007). A extragéo fendlica remove compostos
secundarios, carboidratos e acidos nucléicos de uma mistura protéica que interferem na

eletroforese bidimensional provocando, apés a coloragdo, o aparecimento de manchas
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nos géis (HURKMAN e TANAKA, 1986; FAUROBERT et al., 2006). Dessa maneira,
foram obtidos géis de étima resolugao com spots bem definidos e evidentes, além de
boa reprodutibilidade entre as réplicas técnicas.

Apés a solubilizagao e quantificagao das proteinas, procedeu-se a eletroforese
em gel de poliacrilamida desnaturante unidimensional para a avaliagao da qualidade
das extragdes (Figura 14). Nesses géis, verificou-se a boa eficiéncia do método de
extragdo que resultou em o6tima qualidade da mistura de proteinas, sem sinais de
degradagao ou impurezas.

M C15 Ti5 015C30 T30 C30 C60 T60 060
T o I e W I e s e W i [

1162

66,2

14,4 |

Figura 14 - Gel representativo de poliacrilamida com amostras de proteinas totais da regiao cambial de
Eucalyptus grandis resultantes da extragao fendlica. Madeira de tragao (T15, T30 e T60) e
oposta (015, O30 e 060) coletadas apos 15, 30 e 60 dias de indugao. Controle (arvores nao
inclinadas) coletadas nos mesmos periodos (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 regiao cambial, a grande maioria das proteinas
possuem p/ na faixa de 4-7 (CELEDON et al., 2007). Assim, a fim de se obter uma

melhor resolugao 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 extracao fendlica diferente da mesma amostra, apresentaram boa resolugao e

perfil eletroforético semelhante.

Controle

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 extragao de proteinas:
madeira de tracao, madeira oposta e controle, nos trés periodos de inducdo: 15, 30 e 60 dias

5.4 Anadlise das imagens dos géis

Nas analises intra-especificas, ou seja, entre as réplicas de um mesmo
tratamento, constatou-se boa reprodutibilidade avaliada de acordo com o nimero de
spots detectados e no coeficiente de correlagao entre as mesmas (Figura 16). Em geral,
observou-se coeficientes de correlagado muito bons (R=0,95), indicando boa

reprodutibilidade entre as extragcoes (Tabela 3).
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Figura 16 — Géis bidimensionais sobrepostos do tratamento T15 e correlagdes entre as ftriplicatas
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 correlag@o entre as triplicatas de géis em cada tratamento utilizado. T e O séao
os tratamentos utilizados, madeiras de tragéo e oposta, respectivamente. C, madeira controle
(ndo inclinada). Tempos de indugéo da madeira de reagdo: 15, 30 e 60 dias.

Tratamentos Coeficiente de correlacéo (R)

Gel1xGel2 | Gel1 x Gel 3 | Gel 2 x Gel 3 médias
Ci5 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 alcancarmos uma confianga ainda maior na analise das imagens, spots que
apresentaram variacdo de volume normalizado maior que 30% entre as triplicatas,
foram desconsiderados na analise. Essas variagbes, bem como as diferengas no
niumero de spots detectados entre as triplicatas sdo causadas por variagbes na
focalizacgao isoelétrica e na eletroforese, inerentes as técnicas.

Ja na andlise inter-especifica, observou-se grande variagdo entre o niimero de
spots detectados (Tabela 4). Essa diferenga se atribui ao estado fisiologico e
metabdlico dessas plantas que respondem ao tratamento aplicado ao longo do tempo.
No material T15 foram detectados 1126 spots reprodutiveis, nimero esse muito maior
gque nos demais tratamentos, podendo ser interpretado como resultado de uma

resposta mais imediata ao estimulo de inclinagao das arvores.

Tabela 4 — Numero de spots detectados nos diferentes tratamentos em cada réplica de gel bidimensional.
T e O sao os tratamentos utilizados, madeira de tragio e oposta, respectivamente. C, madeira
controle (ndo inclinada). Tempos de indugdo da madeira de reagéo: 15, 30 e 60 dias

Tratamentos Numero de spois
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
Cc60 712 722 713
T60 627 621 616
060 278 239 220

Da comparacao inter-especifica entre os tratamentos e o material controle dentro
de cada tempo de inducgao, foram detectados spots diferencialmente expressos através
do alinhamento desses géis (Figura 17). Além dos spots diferencialmente expressos
quanto ao volume apresentado, ha os casos de auséncia e presenga, chamados aqui
de spots exclusivos. De todos esses spots, 0os que apresentaram maior intensidade

foram submetidos a andlise 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: analise dos espectros

Os espectros MS/MS foram analisados utilizando-se o programa MASCOT
(2010) e selegao dos parametros adequados, bem como o banco de dados utilizado, o
MSDB, que se caracteriza por ser um banco conciso, ndao redundante, utilizado
especificamente nas aplicagées de espectrometria de massas.

Informagdes como massa molecular e p/ teéricos foram obtidos no SWISS-PROT
que é um banco de anotagdes de sequéncias de proteinas, onde podemos encontrar a
descrigao das fungdes das proteinas, modificagcdes pds-traducionias e estrutura de seus
dominios(BAIROCH et al., 2005).

Cada espectro foi analisado separadamente e o resultado, apresentado pelo
software MASCOT (2010) na forma de um score que representa a somatéria da
pontuagao gerada a partir da probabilidade de cada peptideo presente no espectro de
MS/MS ser um evento aleatério. O match correto, que nao é um evento aleatério,
possui uma probabilidade muito baixa. Para isso, um histograma (Figura 18) com a
distribuicdo das 50 melhores proteinas encontradas (matches) é mostrado. Scores sé&o
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dados por -10*Log(P), onde P é a probabilidade de uma proteina encontrada (match)
ser um evento aleatério. Scores sombreados de verde representam os matches
aleatdrios, enquanto que o maich correto (ou mais provavel) possui um score de 108
(PERKINS, 1999). Conhecendo-se o tamanho da base de dados onde sao feitas as
procuras por matches e dada a probabilidade de um match ser aleatdrio, torna-se
possivel a medigao de significAncia de um resultado. Um evento é significativamente
aceitavel se ocorrer aleatoriamente com uma freqiéncia menor que 5%. No caso abaixo
(Figura 18), scores maiores que 67 sao significativos (p<0,05). Ou seja, scores maiores
que 67 possuem mais de 95% de probabilidade de serem verdadeiros matches
(MASCOT, 2010).

Number of Hitse
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Figura 18— Histograma apresentado pelo software MASCOT (2010). A area sombreada em verde indica
eventos aleatérios de matching, enquanto que o outlier (score = 108), fora da area
sombreada, representa o evento nao aleatério, ou seja, o0 match com maior probabilidade de
identidade da proteina

5.6 Proteinas ldentificadas

Até o momento 700 spots aproximadamente foram submetidos a espectrometria
de massas, sendo que aproximadamente 68% desses spots apresentaram similaridade
com proteinas dos bancos de dados SWISS PROT e MSDB.

Poucas proteinas apresentaram similaridade com proteinas de Eucalyptus ssp.,
devido ao reduzido nimero de seqiiéncias depositadas nos bancos de dados publicos
como SWISS PROT.

A presenca de muiltiplos spots de uma mesma proteina pode indicar a ocorréncia
de modificagbes pds-traducionais, variagdes alélicas, variagdes isoenzimatica e eventos

de splicing alternativo resultando em isoformas de uma mesma proteina. Esses eventos
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ou até mesmo a manipulagdo das amostras durante o preparo das mesmas, podem ser
apontados como causadores do aparecimento de novos spots de uma mesma proteina
(JORGE et al.,, 2005). A grande variedade de isoformas transcricionais e pds-
transcricionais pode desempenhar diferentes fungdes sendo dessa maneira, essencial
no mecanismo de regulacao dos processos celulares (GODOVAC-ZIMMERMMANN et
al., 2005). A ocorréncia de multiplos spots de uma mesma proteina em caule ja foi
relatada em trabalhos envolvendo diferentes lenhosas como Pinus pinaster e Populus
trichocarpa (COSTA et al., 2000; MIUNSBRUGGE et al., 2000; GION et al., 2005).

5.6.1 Proteinas identificadas ao longo do processo de inducdo da madeira de
reacao (tracdo e oposta) |

A mudanga na biossintese de uma parede celular constituida por camadas S
compostas principalmente por celulose, hemicelulose e lignina, para uma parede celular
com camadas G ricas em celulose, envolve mudangas no direcionamento do carbono
produzido pelas plantas.

Os resultados das proteinas identificadas mostram que ao longo da indugio da
madeira de reagao (tragao e oposta) a planta responde de forma diferente ao estimulo
gravitacional. Nas etapas iniciais (15 dias) de inducao da madeira de tracao verifica-se
um aumento da expresséo de proteinas relacionadas principalmente ao metabolismo da
celulose, e uma diminuicao da expressédo de proteinas relacionadas a biossintese de
lignina. Aos 30 dias, observou-se um aumento transitério da expressdo de algumas
proteinas relacionadas a lignificagao, que ao final dos 60 dias de indugao da madeira de
tracdo possuem sua expressdo diminuida novamente. Esse é um indicativo da
necessidade de que além da formag¢&o da camada G, o processo de lignificagao deve
ser importante na construgdo de um tecido que resista ao estresse gravitacional sem
colapsar.

Além das proteinas diretamente relacionadas ao metabolismo da parede celular,
proteinas relacionadas ao processo de indugao também foram identificadas nos dois
tipos de madeira. Essas proteinas sdo aquelas envolvidas na geracdo de energia, ja
gue se tratam de tecidos sob alta atividade de diferenciagao e divisao celular, além das

proteinas sinalizadoras que atuam na regulacao de diversas fungdes biologicas e as
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proteinas responsdaveis pelo turnover de outras proteinas, garantindo assim o poo/
metabolico necessario para satisfazer as demandas desses tecidos (tracao e oposta)

sob intensa atividade metabélica.

5.6.1.1 Classificac@o das proteinas em categorias funcionais

As proteinas identificadas foram classificadas em categoriais funcionais (Figura
19 e 20) como proposto por Rison et al. (2000) e modificado por Carvalho et al. (2008).
Essa classificagdo fornece uma visdo global do metabolismo dos dois tipos de madeira
(fracdo e oposta) ao longo do periodo de indugdo da madeira de reagdo. Durante a
analise das imagens de géis 2D, foi possivel identificar além dos spots diferencialmente
expressos (Anexo N-U, Figura 19), spots “exclusivos” de um tratamento. Os spots
chamados aqui de “exclusivos” sdo aqueles que s6 foram detectados em um tratamento
gquando comparados ao controle, ou seja, sdo spofs que estdo presentes em um
tratamento e ausentes no controle. Até o momento, foram submetidos a espectrometria
de massas apenas o0s spots “exclusivos” da madeira de tracdo e madeira oposta apos
15 dias de indugao (Anexo T e U, Figura 20). Dessas proteinas exclusivas, grande parte
foi também identificada como proteinas diferencialmente expressas em outros spots
durante a comparagdo com o material controle. A detecgao de proteinas em miltiplos
spots caracteriza provavelmente a ocorréncia de isoformas e possiveis modificagdes

pés-traducionais.
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Figura 19 — Classificagéo funcional das proteinas diferencialmente expressas identificadas na madeira de

tragdo (T) e oposta (O) em relagdo ao material controle (arvore nao inclinada) nos trés
intervalos de indugéo (15,30 e 60 dias)
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Figura 20 — Proteinas exclusivas identificadas apés 15 dias de indugdo da madeira de tragéo e oposta.
T15, madeira de tragao; O15, madeira oposta
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A categoria Metabolismo e Energia (Figura 19) esta representada pelo maior
nimero de proteinas tanto na madeira de tragdo como na madeira oposta,
corroborando com os resultados observados por Celedon et al. (2007) durante a
caracterizagao do proteoma da regido cambial da madeira juvenil de eucalipto. Nessa
categoria encontram-se proteinas relacionadas ao metabolismo de aminoacidos,
compostos secundarios, nitrogénio, carboidratos, pequenas moléculas e sintese de
energia.

Na subcategoria Metabolismo de aminoacidos incluiu-se a S-adenosilmetionine
sintetase (SAMS) que sintetiza S-adenosil-D-metionina (AdoMet) que é o principal
grupo doador de metil na sintese de lignina, a partir de L-metionina e ATP (KENDE,
1993). Assim, o ciclo metil (Figura 21) é o responsavel pelo fornecimento de grupos
metil que sao adicionados em posicdes especificas dos monolignéis durante o processo
de lignificacdo das células do xilema (CANTON et al., 2005). A atividade da SAMS tém
sido correlacionada com a Cafeil 3 O metiltransferase (COMT) e cafeil-CoA O-
metiliransferase (CCoAOMT), indicando a importéncia dessas enzimas na lignificacao
(VINCENT et al, 2005; MIUNSBRUGGE et al, 2000). Essas proteinas estdo
classificadas dentro da subcategoria Metabolismo da Parede Celular. Proteinas como a
Cinamil alcool desidrogenase (CAD) relacionada a biossintese de lignina e uma
proteina cp-wap13 possivelmente relacionada ao processo de biossintese de celulose
foram identificadas (DELGADO et al., 1998), também foram classificadas dentro dessa

subcategoria.
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Figura 21 — Ciclo metil em plantas. THF: tetrahidrofolato. Retirado de MIJSNBRUGGE et al. {2000)

Outra subcategoria bastante representada foi a de Metabolismo secundario onde
foram incluidas as isoflavona redutases e éter benzilico fenilcumarino redutases. Esta
altima esta envolvida na biossintese de isoflavonoéides e lignina (SHOJI et al., 2002;
MIJNSBRUGGE et al., 2000).

No Metabolismo de nitrogénio, a glutamina sintetase e a glutamate
desidrogenase foram identificadas. Segundo Cantén et al. (2005) um sistema eficiente
de reciclagem de nitrogénio é necessario para prevenir uma deficiéncia severa em
plantas durante lignificagao intensa. Assim, eles propuseram um mecanismo no qual o
nitrogénio liberado é reciclado localmente e incorporado na forma de glutamina através
da enzima glutamina sintetase. A alteragdo da expressdo da glutamina sintetase
provavelmente se reflete na taxa de lignificacdo. Nas primeiras etapas da lignificagao,
grande quantidade de amonio é liberado a partir da desaminagao de L-fenialanina pela
enzima fenilalanina amonia-liase (PAL) e muito provavelmente esse amdnio € reciclado
pela glutamina sintetase, principal enzima da assimilagdo do aménio em plantas
(CANTON et al., 2005). Ja a glutamato desidrogenase é uma enzima mitocrondrial
capaz de incorporar amonio em 2-oxoglucurato, para formar glutamato, ou para
funcionar na dire¢cao oposta oxidando glutamato (DUBOIS et al., 2003).

Em tecidos nao fotossintetizantes, carboidratos sdo consumidos através da

respiragdo para produzir energia e cadeias de carbono que sdo utilizadas no
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metabolismo e na biossintese da estrutura celular que inclui a sintese dos componentes
da parede celular. A quantidade de O, na regiao cambial & limitada pela barreira fisica
gue a casca exerce, e pelo consumo através da respiragao. Dessa forma, parte da
producdo de energia provavelmente provém da fermentagdo alcodlica (KIMMEREE;
STRINGER, 1988). Assim, foram identificadas em multiplos spots a d&lcool
desidrogenase, possivelmente relacionadas a esse processo. Outros trabalhos mais
recentes mostraram a presenca de transcritos e proteinas da alcool desidrogenase
durante a formagdo do xilema e crescimento secundario (CARVALHO et al., 2008;
CELEDON et al., 2007; GION et al., 2005; RANIK et al., 2006).

A subcategoria Metabolismo de carboidratos engloba as proteinas envolvidas na
glicdlise e no metabolismo da sacarose. Exemplo de enzimas identificadas nesta
categoria: glicose-6-fosfato  1-desidrogenase, frutoquinase, sacarose sintase,
fosfoglucose isomerase, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, enolase, ribulose
bisfosfato carboxilase (Rubisco), triosefosfato isomerase e UDP-glicose pirofosforilase.

Ja a subcategia Metabolismo de pequenas moléculas, foi representada pela
adenosina kinase (ADK), que possui a funcdo de regular os niveis intracelulares de
adenina e adenosina, e ainda especula-se a fungéo na regulacdo da formacédo da
madeira através do controle dos niveis de citocininas muito importantes na proliferagédo
celular (KWADE et al., 2005). A reciclagem de adenosina nas regides cambiais ocorre a
partir da hidrélise de S-adenosil-L-homosisteina (SAH), subproduto das reagbes de
metilacdo dependentes de S-adenosil-L-metionina. Céso, a adenosina nao seja
reciclada, a hidrélise de SAH é inibida, com isso ocorre um acimulo de SAH e a
utilizagdo de metionina acaba sendo limitada pelo ciclo de reagdes (Figura 22)
(MOFFAT et al., 2002).
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Figura 22 - Principais intermediarios do ciclo de metilagdes via SAH. SAM é o principal doador de radicais
metil para reagbes de transmetilagbes incluindo aquelas durante a sintese de pectinas,
ligninas e metilagdes de DNA. SAM, S-adenosil-metionina; SAH, S-adenosil hidrolase; ADK,
adenosina kinase; Hey, homocisteina. Retirado de Moffat et al., 2002

Em relagdo a produgao de energia para o metabolismo primario, muitas ATPases
e ATPase vacuolares foram identificadas em multiplos spots.

Na madeira de tragao, a segunda maior categoria representada foi a de Esfrutura
e Organizagdo da Estrutura, correspondendo a aproximadamante 20% das proteinas
identificadas. Nessa categoria funcional estdo proteinas relacionadas a organizagéo do
citoesqueleto e metabolismo da parede celular. Na subcategoria Citoesqueleto foram
identificadas B e a tubulinas e actina em varios spots 0 que esta de acordo com
resultados de Gion et al. (2005) estudando o xilema em desenvolvimento de Pinus. O
citoesqueleto é formado por filamentos de actina e microtibulos (tubulinas) e é
responsavel pela regulagdo da polaridade, morfologia e movimentagdo intracelular
(vesiculas, organelas). Os polissacarideos da parede celular sdo sintetizados no
complexo de Golgi e transportados através de vesiculas ao local de destino. Essas
vesiculas sdo guiadas pelos microtiubulos do citoesqueleto (DELMER; STONE, 1988).
Além dessas fungdes, o citoesqueleto atua na regulagdo da deposigdo 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 Informagdo e Processos Celulares
aparecem em segundo lugar de representatividade. A categoria Vias de Informagéo é
representada principalmente pelas chaperoninas e pelas proteinas relacionadas a
sintese e degradacéo de cadeias polipeptidicas e acidos nucléicos (DNA e RNA). As
chaperoninas exercem papel fundamental na conformagéo tridimensional das proteinas
influenciando na determinagao da especificidade e atividade das proteinas. Proteinas
como 20S proteasome alpha 6 subunit e GBP16 envolvidas na protedlise foram
identificadas. Ja4 em relacdo ao metabolismo de DNA e RNA foram identificadas
proteinas como Aspartyl-tRNA synthetase, helicases e 60s acidic ribosomal protein.
Fatores de elongacgéo (translation elongation factor EF-Tu) da tradugao de proteinas
também estdo incluidas nesta categoria. Quanto as proteinas relacionadas a via de
degradagao, como as 20S proteasome identificadas neste trabalho, podem estar
relacionadas a via de resposta a auxina. Segundo Gray e Stelle (2000), a regulagéo da
via de reposta as auxinas depende da acdo dos complexos proteasoma (ECKARDT et
al., 2001). Como o metabolismo das auxinas é estimulado na madeira de tragao (PAUX
et al., 2005; HELLGREN et al., 2004), possivelmente o proteasome identificado nesse
trabalho pode estar relacionado a esta via, apesar de estarem envolvidos em diversas
vias regulatérias (SCHALLER, 2004).

A categoria Processos Celulares reine as proteinas relacionadas a divisdo e
regulagao celular e aos mecanismos de defesa contra estresses bibticos e abiéticos.
Proteinas ligadas a divisao e ao processo de crescimento celular como as proteinas cell
division FtsZ e cell division cycle 48 foram encontradas, visto que além de células
xilematicas em diferenciacdo, também coletou-se células meristematicas em fase de
divisédo celular. Outra proteina importante identificada dentro dessa categoria foi a 14-3-
3 que possui fungdo importante na transdugéo de sinais através da ligagdo a outras
proteinas sinalizadoras como quinases, fosfatases e receptores transmembrana (FU et
al., 2000; FERL, 2004). No entanto, alguns trabalhos relatam que as 14-3-3 de plantas
ligam-se a fatores de transcricao e outras proteinas sinalizadoras, agindo sobre a

regulacdo do desenvolvimento e respostas a estresses (ROBERTS, 2003). Além
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dessas proteinas, identificou-se a proteina GTP binding, reguladora da proteina G, e,
portanto envolvida na regulagio temporal e espacial de diversas fungdes especificas
celulares (TAKAI et al., 2001). Proteinas com fungéo de defesa contra estresses como
ascorbate peroxidase, relacionada ao estresse oxidativo e a Vicilin precursor que é um
peptideo antimicrobiano de protegao contra patégenos (bactérias e fungos) também
foram identificadas.

Com menor representatividade nos dois tipos de madeira, mas nao menos
importante, a categoria Transporie inclui as Ran e Rab que regulam diversas etapas do
transporte membranar, incluindo a formagao e movimento de vesiculas ao longo das
redes de actina e tubulinas. Dessa maneira, proteinas da superficie celular se movem
do Golgi para a membrana plasmatica permitindo também que sejam recicladas
(STENMARK; OLKKONEN, 2001). Essas proteinas tém ganhado atengdo dos
pesquisadores que estudam o processo de formacao da madeira uma vez que dentre
as moléculas sintetizadas no Golgi e transportadas para a parede celular estdo os
polissacarideos que a compdem (celulose, hemiceluloses, pectinas), além dos
complexos protéicos envolvidos na biossintese de celulose (ODA et al., 2005).

As proteinas identificadas nos bancos de dados como hipotéticas ou unknown
foram agrupadas na categoria Fungao nao definida.

Sob uma visdo geral, observou-se que na madeira de tracdo a categoria
Estrutura e Organizagdo da Estrutura, destacou-se em relagdo a madeira oposta
independente do tempo de indugao (Figura 17). Isso se deve ao fato de que nesta
categoria estdo inseridas as proteinas relacionadas ao citoesqueleto, a sintese de
polissacarideos e lignificagdo. Esse resultado era esperado, ja que na madeira de
tracao ocorrem diversas alteragbes estruturais e quimicas na parede celular que nao
sd0 observadas, pelo menos ndo com tanta intensidade, na madeira oposta. E
importante lembrar que nessas categorias estao classificadas apenas as proteinas que
apresentaram diferencas na expressao em relagdo aos controles. Portanto, os graficos
representam as alteragdes encontradas no perfil protéico devido a indugéo da formagao
da madeira de tracdo e oposta ao longo dos tempos de indugcdo. Sendo assim, em
geral, as proteinas representadas na categoria Estrutura e Organizagdo da Estrutura

sofreram alteragdes de expressao que nao foram observadas na madeira oposta.



92

5.6.1.2 Proteinas identificadas envolvidas na biossintese de polissacarideos da
parede celular secundaria

A sintese dos polissacarideos que compdem a parede celular primaria e
secundaria é realizada a partir do precursor comum UDP-D-glicose, o qual pode ser
dirigido para a sintese de hemiceluloses e pectinas e para a sintese de celulose.

A parede celular secundaria é caracterizada principalmente pela deposi¢ao
padronizada de microfibrilas de celulose, para as quais o UDP-D glicose é o precursor.
A principal via de producdo deste substrato nas células da regidao cambial de
Eucalyptus grandis parece ocorrer pela sacarose, através da sacarose sintase (SUSY),
que foi identificada na madeira de tracao (spot 1908) aos 15 dias de indugdo (T15) com
expressao duas vezes maior que na madeira normal. Segundo Joshi et al. (2004), a
sacarose sintase possui a importante fungao de direcionar UDP-glicose diretamente
para as enzimas do complexo de celuloses sintases, evitando uma competi¢cdo pelo
pool celular de UDP-glicose e possibilitando, conseqientemente, as elevadas taxas de
sintese de celulose observadas durante o crescimento secundario. O gene SUSY foi
altamente expresso durante a formagdo da madeira de tragcdo de Populus
(ANDERSON-GUNNERAS et al., 2006). Portanto, o aumento da quantidade dessa
enzima na madeira de tragao deve estar relacionado a biossintese de celulose.

Como conseqiiéncia da intensa atividade da SUSY, provendo UDP-glicose para
a biossintese de celulose, ocorre um acumulo de frutose no citoplasma, o qual requer a
ativagao do metabolismo da frutose (Figura 23). Assim, a frutoquinase foi identificada na
madeira de tragao aos 15 (spots 1167 e 512) e 30 dias de indugao (spot 512), sendo
gue o spot 512 na madeira de tracdo aos 15 dias possuiu expressao 4,7 vezes maior
que no material controle, e ap6s os 30 dias houve uma redugédo em relagéo ao controle
ficando com expressdao 1,5 vezes maior que o controle. Esses spots nao foram
detectados na madeira oposta. Na madeira de tragao, transcritos do gene que codifica a
frutoquinase foram um dos mais expressos em Populus (ANDERSSON-GUNNERAS et
al.,, 2006). Esses resultados estdo de acordo com o modelo de particio do carbono
durante a biossintese de celulose proposto por Delmer e Haigler (2002).
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Figura 23 - Producdo de UDP-glicose pela sacarose sintase (SUSY). UGPAse, UDP-glicose-
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O excesso de frutose-6-fosfato na madeira de tracdo estd relacionado a
regeneracao de sacarose, enguanto que na madeira normal esse excesso deve ser
direcionado a biossintese de lignina, através das vias das pentoses e shikimato, além
da biossintese de hemicelulose. Na madeira de tragdo nenhuma das enzimas
envolvidas no ciclo das pentoses ou na do shikimato foi identificada, j& 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 € uma enzima
plastidica chave do ciclo das pentoses (Figura 24) no controle do fluxo de carboidratos
para a via do shikimato. A supressao dessa enzima em Tabaco levou a efeitos drasticos
no desenvolvimento e crescimento da planta, incluindo a supressao do metabolismo de
fenilpropanéides e do processo de lignificagdo (HENKES et al., 2001). Essa proteina foi
identificada apenas na madeira oposta. Em Populus, a transketolase teve sua
expressao reduzida na madeira de tracdo (ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006).
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Figura 24— Ciclo das pentoses. Envolvimento da Transketolase na via do shikimato e consegiientemente
na biossintese de lignina. Retirado de ANDRESSON-GUNNERAS et al. (2006)

O pool de UDP-glicose destinado a sintese de celulose e hemiceluloses é
produzido pela UGPase (UDP-glicose-pirofosforilase) e pela SUSY. A UGPase também
participa da regulacdo da reciclagem de sacarose no sistema. E através da produgéo
de UDP-glicose pela UGPase que a sacarose fosfato sintase (SPS) produz sacarose 6-
fosfato utilizada na regeneragao de sacarose (Figura 23) A UGPase pode também estar
envolvida na biossintese de hemicelulose (ANDERSSON-GUNNERAS et al. 20086,
DELMER; HAIGLER, 2002).

Na madeira de tragdo aos 15 dias de indugdo, essa enzima apresentou
expressao diferencial em relagao a madeira normal em dois spots (1758 e 2489 —Anexo
N). Os dois spofs identificados apresentaram um aumento de expressao (2x) em
relagio a madeira normal. Ambos os spofs apresentaram homologia com uma
seqliéncia de Arabidopsis (At5g17310) correpondente a UGPase2. Além desses spots,
a UGPase2 também foi identificada em outro spot exclusivo presente na madeira de
tracdo apo6s os 15 dias de indugéo e ausente no controle. Essa mesma enzima também
foi identificada apds 30 dias de indugao na madeira de tragdo mantendo o aumento de
expressao em relacdo ao controle. A superexpressao da UGPase em Populus resultou
no aumento do teor de celulose e diminui¢cdo de lignina (COLEMAN et al., 2007). Em
outro trabalho, a UGPase2 aparece superexpressa na madeira de tracdo de Populus
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(ANDRESSON-GUNNERAS et al., 2006). Esses resultados indicam que a UDP-glicose
produzida deve estar sendo direcionada a sintese de celulose.

Recentemente Meng et al. (2009) caracterizaram a UGPase2 em Arabidopsis
como sendo co-regulada a respostas a estresses, no entanto parece haver uma
funcionalidade importante quando se tém altos niveis de celulose sintetizados (madeira
de tracao induzida) como os trabalhos citados acima apontam. Qutro ponto importante,
é que os experimentos de Meng at al. (2009) foram feitos com Arabidopsis que nao é
uma espécie arbérea nao sendo a mais indicada para se estudar a formagéo de parede
celular secundaria, sendo que tais genes podem apresentar respostas diferentes em
espécies diferentes.

Adicionalmente, foi identificada a UDP-glicose-6P-desidrogenase (UGDH),
responsavel pela biossintese de hemicelulose e pectinas. Essa enzima apresentou
reducao de expressao apoOs os 15 dias iniciais de indugao da madeira de tragdo. Esse
resultado corrobora com o encontrado sobre a UGPase, mostrando que realmente a
UDP-glicose produzida pela UGPase deve estar sendo direcionada a biossintese de
celulose, ja que a UGDH encontra-se reprimida na madeira de tragao.

A UGDH identificada foi similar a uma sequéncia (gi: 6164590) de Populus que é
mais expressa, comparada as outras isoformas, durante a formagao da parede celular
secundaria (JOHANSON et al., 2002). Portanto, a redugdo na expressao dessa
enzima acarreta provavelmente a limitacdo da sintese de hemiceluloses e pectinas. A
UGDH nao possui expressao tdo alta quanto as demais enzimas responsaveis por
reagOes subseqUentes da mesma via metabdlica. Por isso mesmo, sugere-se que a
UGDH pode ser considerada como fator limitante na sintese dos polissacarideos da
matrix da parede celular (DALESSANDRO ; NORTHCOTE, 1977).

As enzimas acima, relacionadas ao metabolismo de carboidratos, nao foram
identificadas na madeira oposta. Provavelmente, essas enzimas nao apresentaram
diferengas significativas em relagdo ao material controle que permitissem a analise
protedOmica. Mesmo entre os spots exclusivos da madeira oposta aos 15 dias de
inducéo, nao houve identificagdo de proteinas envolvidas diretamente no metabolismo

de carboidratos.
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Apesar da identificagdo de varias enzimas relacionadas ao metabolismo de
celulose na madeira de tragdo aos 15 e 30 dias de indugdo, na analise anatdomica
observou-se a presenca da camada G apenas no material com 60 dias de indugdo. A
expressdo alterada dessas proteinas pode ser um indicativo da ocorréncia de
mudanc¢as na parede celular que se tornam visiveis anatomicamente somente ap6s 60
dias de inducdo. Provavelmente nesse periodo, a diferenga entre a espessura da
parede celular da madeira de tragdo e da madeira normal € maior, e por isso visivel a
microscopia optica. Qiu et al. (2008), analisaram a madeira de tragdo de Eucalyptus e
observaram poucas células com deposi¢do da camada G, mas com alteragées no teor
de lignina e na orientacao de microfibrilas de celulose. Esses pesquisadores concluiram
gue a camada G pode nao ser essencial para o reforco da parede celular secundaria
durante a inducdo da madeira de tragcdo. Porém, é importante lembrar que as
diferencas entre as condicbes experimentais adotadas, como por exemplo a
intensidade do estimulo aplicado (angulo de inclinagao) ou diametro do caule, podem
influir na resposta metabdlica. Assim, a presenca maior ou menor de células com
camada G pode ser reflexo das condigbes experimentais empregadas. Neste trabalho,
sugere-se a ocorréncia um incremento gradual da camada G na parede celular

secundaria, que passa ser visivel apenas ap6s 60 dias de indugao.

5.6.1.3 Proteinas identificadas envolvidas na organizagéo do citoesqueleto

A deposicdo organizada da parede celular secundaria é dirigida pelos
microtibulos, que determinam a diregao das microfibrilas de celulose na parede celular.
Assim, eles sdo os responsaveis ndo somente pela deposi¢ao das microfibrilas de
celulose na forma de rosetas, mas também pelo angulo que estas sao depositadas,
principalmente na camada S2 da parede celular secundaria (FUNADA, 2000).

Foram identificadas B e a —tubulinas e actinas que estdao diretamente
relacionadas aos microtabulos. Essas proteinas foram identificadas na madeira de
tracdo e oposta ao longo do tempo de indugcao. Nos primeiros 15 dias de indugao,
essas proteinas apresentaram reducao de expressao tanto na madeira de tragcao como
na madeira oposta, sugerindo uma inicial desorganizacdo do citoesqueleto, podendo
ser uma possivel resposta ao estresse de indugdo. No entanto, detectou-se 2 spots



97

(689 e 1602) que estiveram presentes apenas na madeira de tragdo e ausente na
madeira normal (controle). Esses spots codificam uma B-tubulina-1 de Eucalyptus. A
presenca dessa proteina em multiplos spois se deve a sua grande importancia no
remodelamento da parede celular secundaria, principalmente no que diz respeito a
organizacao e deposicdo das microfibrilas de celulose. Spokevicius et al. (2007)
mostraram que a B-tubulina-1 esta envolvida na determinagdo da orientacdo das
microfibrilas de celulose na parede celular secundaria de madeira madura de eucalipto.

Aos 30 dias de indugao, a —tubulinas e actinas, foram identificadas com aumento
de expressdo, enquanto que no final dos 60 dias, as diferengas de expressdo na

madeira de tragao e oposta nao foram significativas em relacdo a madeira normal.

5.6.1.4 Proteinas identificadas envolvidas na biossintese de lignina

Como ja comentado, a madeira de tracdo apresenta reduzido teor de lignina
(Timell, 1969). A sintese de lignina é feita através do direcionamento dos carboidratos
para a via do shikimato e dos fenilpropandides (BOERJAN et al., 2003).

Na analise protebmica, foram identificadas apenas enzimas relacionadas as vias
especificas dos monoligndis nas reag¢des subsequientes que utilizam o Cafeil-CoA
(Figura 25) e proteinas envolvidas no ciclo de metilagdes. Proteinas envolvidas nas
etapas iniciais do metabolismo dos fenilpropandides nao foram identificadas.

Nos primeiros 15 dias de indugdo as enzimas S-adenosilmetionina sintetase
(SAMS) e adenosilhomocisteinase responsaveis pelo fornecimento de grupos metil aos
monolignéis durante o processo de biossintese de lignina (Figura 25), apresentaram
aumento de expressao na madeira de tragdo. Ja na madeira oposta, apenas a SAMS

foi identificada com menor expressao que o material controle.
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Figura 25 — Via de biossintese da lignina. Retirado e modificado de CARVALHO et al. (2008)

De acordo com Cantén et al. (2005), SAMS atua no fornecimento de
grupamentos metil para as enzimas Cafeil-CoA-O-metiliransferase (CCoAOMT) e
Cafeil-3-O-metiltransferase (COMT). Assim sendo, apesar da elevada expressio das
enzimas envolvidas no ciclo metil aos 15 dias de indugédo, as enzimas COMT e
CCoAOMT encontram-se menos expressas na madeira de tragao e também na madeira
oposta em relagdo ao controle. Como observamos, nos momentos iniciais da indugdo
da madeira de reacao, se intensifica o ciclo metil (SAMS) e, ao mesmo tempo ocorre
repressdo da atividade das enzimas chaves especificas da sintese de monoligndis
(COMT e CCoAOMT) a fim de regular a sintese de lignina. Outra proteina também
envolvida no processo de lignificacdo, a Cinamil alcool desidrogenase (CAD),
relacionada aos passos subsequentes a CCoAOMT e COMT, também reduziu
significativamente sua expressdo na madeira de tragdo aos 15 dias de indugéo,

ocorrendo uma co-regulacao dessas duas proteinas.
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A proteina CCoAOMT identificada na madeira de tragdo (15 dias) com redugao
da expressao em relagcdo ao controle (spots 661, 674 e 719; Anexo N), também foi
detectada como spot exclusivo da madeira de tragdo (spot 3358). Todos esses spols
apresentaram similaridade a CCoAOMT2 (gi:3023419) de Eucalyptus gunii. Essa
isoforma € a principal das CCoAOMTs atuando durante o processo de lignificacdo em
diversas espécies (RAES et al., 2003). Zhong et al. (2000) mostraram a importancia da
CCoAOMTs no processo de lignificacdo. Nesse trabalho, a reducao da expressado
dessas enzimas resultou na diminuigdo do teor de lignina do tecido. Na analise das
proteinas exclusivas da madeira oposta, a enzima CCoAOMT2 (Eucalyptus) também foi
detectada no spot 239.

Na madeira de tragao, aos 30 dias de indugao, ocorre um aumento transitério da
expressao da CCoAOMT (spot 674, Anexo P) que ao final dos 60 dias encontra-se
reprimida juntamente com a SAMS em relagdo ao controle. Acompanhando a
expressao da CCoAOMT, a CAD também foi identificada com aumento de expressao
na madeira de tracdo, havendo dessa maneira novamente uma co-regulagido dessa
proteina com uma proteina OMT (COMT e CCoAOMT).

Aos 60 dias de indugédo, a COMT (spot 460, Anexo R) e SAMS (spots 2310 e
1280 Anexo R) diminuiram sua expressao na madeira de tragdo. Os spots 2310 e 1280
(Anexo R), onde foi identificada a proteina SAMS, reduziram a expressac em
aproximadamente 4 vezes em relacdo ao material controle. Na madeira oposta (Anexo
S), a COMT (spot 501, Anexo S) apresentou expressao 5 vezes maior que o controle e,
quase que 3 vezes menor na madeira de tragao (spot 460, Anexo R) em relagdo ao
controle. No entanto, as enzimas CAD (spofs 490 e 1548, Anexo R) e peroxidase (spot
2176, Anexo R) foram mais expressas na madeira de tragao quando comparadas ao
controle. Esses resultados corroboram com os obtidos por Paux et al. (2005), onde a
enzima COMT apresentou um aumento significante na madeira oposta e diminuicdo na
madeira de tragdo comparada ao controle.

A regulagao do processo de biossintese de lignina é bastante complexa, no
entanto tem sido alvo de muitos estudos. Analisando o padrao de expressdo de
diversos genes envolvidos na lignificacdo da madeira de tragdo de Eucalyptus, Paux et
al. (2005) observaram que a COMT e CCoAOMT estdo sob os mesmos efeitos
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regulatérios durante a formagdo da madeira de tragao, indicando possivelmente uma
co-regulagéo. Ja os genes 4CL, CAD e CCR, foram agrupados em outro cluster com
padrées de expressdo similares durante a inducdo da madeira de tracdo. Nesse
trabalho, os autores apontam para uma importancia maior dada aos genes COMT e
CCoAOMT na determinagao do teor de lignina durante a formagado da madeira. A
COMT é provedora de unidades S de monoligndis, enquanto que a CCoAOMT é
responsavel pela sintese de unidades S e G de monolignédis. Sabendo-se que o balanco
de unidades S e G esta relacionado ao teor de lignina (PILATE et al., 2004), fica clara a
importancia dessas duas enzimas no processo.

De acordo com os resultados da proteémica empregada, verifica-se que ao longo
do processo de formacédo de uma parede celular rica em celulose e pobre em lignina, os
genes COMT, CCoAOMT e SAMS sao essenciais. Observou-se que as proteinas
COMT e SAMS apresentaram expressao reduzida na madeira de tragdo aos 60 dias.
Esse resultado pode ser apoiado pela analise anatbmica em que se observou grande
quantidade de células xilematicas com deposi¢cao da camada G (rica em celulose) na
parede celular secundaria.

No entanto, o contelido S/G de lignina entre os tipos de madeira ndao pode ser
sugerido apenas com base nesta andlise protedmica, visto que nao foram submetidos a
espectrometria de massas todos os spots detectados nesse experimento. Porém, pode-
se dizer que a relagdo S/G provavelmente variou durante o longo periodo de indugao
visto que, a expressao de algumas proteinas alterou consideravelmente. Apesar das
mudangas de expressdo observadas, é indispensavel a analise quimica desses

materiais para a avaliagdo das alteragdes no teor de lignina Klason e solavel.

5.6.1.5 Proteinas identificadas nao relacionadas diretamente com o metabolismo
da parede celular

Grande quantidade de spots associados a produgdo de energia e a outros
processos inerentes ao tecido cambial, como a divisdo celular, foram identificadas.
Mesmo todas essas proteinas sendo incluidas nessa categoria, todas elas possuem
importancia na produgado de precursores requeridos no processo de formagao da

madeira.
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De maneira geral, as proteinas envolvidas na produgdo de energia,
apresentaram redugdo de expressao na madeira de tracao aos 15 dias de inducgéo e
aumento na madeira oposta. No entanto, ao longo do processo de indugao a expressao
dessas proteinas aumenta tanto na madeira de tracdo como na madeira oposta.

Observa-se, portanto, que provavelmente a geragao e consumo de energia deve
estar ocorrendo em maior intensidade na madeira oposta durante as etapas iniciais (15
dias) da indug¢do da madeira de reag&o e por isso, a necessidade de maior quantidade
dessas proteinas. E comum a modulagdo da expressao dessas proteinas em resposta
ao estresse celular (KULTZ, 2005). A indugdo dessas enzimas durante o estresse pode
ser util para gerar equivalentes redutores (NADH, NADPH), que sdo necessarios aos
sistemas antioxidantes, como durante glicélise ou fotossintese. A atividade da enolase
é modulada em resposta a diversos tipos de estresses provocados pela seca, frio, sal e
anaerobiose em diversas espécies de plantas (FUKAO et al., 2003; RICCARDI et al.,
1998; MINHAS; GROVER, 1999; YAN et al., 2005). A expressao dessa enzima diminui
em raizes de arroz expostas ao estresse salino, chegando a desaparecer apdés 72
horas de tratamento (YAN et al., 2005). De maneira contraria, em um estudo recente
(PARK et al., 2009), o efeito de VOCs (Volatile Organic Compounds) como tolueno e
formaldeido, provocaram o aumento da expressao de diversas enzimas, enire elas a
enolase, envolvidas no metabolismo de carboidratos e na produgao de energia. Tanto a
proteina enolase (CELEDON et al.,, 2007), como seu transcrito (CARVALHO et al,,
2008) foram identificados na regido cambial da madeira juvenil de Eucalyptus grandis,
sugerindo a necessidade dessa enzima em um tecido sob intensa atividade de diviséo e
diferenciagéo celular, como é o caso da madeira de reagdo. Ja a enzima identificada
como gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, também relacionada a glicélise, € uma
enzima dependente de NAD* (HIGUCHI, 1997). Essa enzima foi encontrada no
proteoma da regiao cambial de Eucalyptus (CELEDON et al., 2007) e em bibliotecas de
xilema maduro e em desenvolvimento (PILATE et al., 2004; CARVALHO et al., 2008).
Na biblioteca de xilema em desenvolvimento essa enzima foi 2,4 vezes mais expressa
que no xilema maduro (PILATE et al., 2004). Na madeira de compressao de Pinus
faeda (WHETTEN et al., 1998) e Pinus pinaster (PROVOST et a., 2003), os transcritos

dessa enzima encontraram-se altamente expressos. Estas observagdes sugerem que o
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aumento de expressao dessas proteinas, bem como no nimero de copias de RNAm,
deve estar relacionada a intensa atividade cambial dos tecidos amostrados, a qual
demanda grande quantidade de energia.

A subunidade maior da Rubisco foi identificada na madeira de tracdo com
diminuicdo na sua expressao aos 15 dias e posteriormente nos demais tempos de
indugdo, foi identificada com aumento da sua expressdao em relagdo ao controle.
Subunidades maior e menor da Rubisco foram identificadas na regiao cambial de
arvores de Populus com 4 anos de idade (JUAN et al.,, 2006), enquanto que somente a
subunidade maior foi encontrada em Eucalyptus com idades de 6 méses, 3 e 6 anos,
ndo ficando clara se essa enzima encontra-se completamente ativa nesse material
(CELEDON et al., 2007), pois segundo Andrews et al. (1987) quando a subunidade
menor esta presente é que o sitio catalitico da subunidade maior encontra-se ativo.
Além de varios spots identificando a subunidade maior da Rubisco, também foi
identificada uma ativase de Rubisco na madeira de tragdo (spot 2298 ANEXO P e R))
sugerindo a presenca da Rubisco ativa e a alta taxa de produgao celular nesse tecido.

Proteinas envolvidas na divisao celular (proteinas Ftz), na transdugao de sinais
(14-3-3), degradacao de proteinas (proteasoma 26S, carboxipeptidases), fatores de
elongacao da tradugdo, proteinas ribossomais, helicases, chaperonas, HSPs (heat
shock protein), metabolismo de nitrogénio e de isoflavonéides, aumetaram a expressao
em comparacdo a madeira normal, indicando mais uma vez a intensa atividade

metabdlica desses tecidos (fragéo e oposta).

5.7 PCR semi-quantitativo (PCRsq)

Para complementar o estudo proteémico, genes responsaveis pela biossintese
de polissacarideos e de lignina da parede celular foram escolhidos para a quantificagdo
de seus transcritos (Tabela 5). A quantificagdo da expressao de genes relacionados a
formagdo da camada G na madeira de tragao, bem como genes ligados ao processo de
lignificacdo foram escolhidos para validar os dados de expressao de proteinas
identificadas, como também complementar o estudo sobre esse complexo processo que

é a formacao da madeira.
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5.7.1 Escolha dos genes de referéncia

Baseando-se em resultados preliminares de comparagéo da expressao de genes
através de PCRsq entre o tecido foliar e cambial (CARVALHO, 2007), verificou-se que
os seguintes genes: ubiquitina (UB), isocitrato desidrogenase (1SO), piruvato quinase
(PK) e a-tubulina-2 (ATUB2), apresentaram as menores variagdes de expressao entre
esses tecidos. Diante desses resultados, adimitiu-se que esses genes apresentavam
potencial para tornarem-se genes de referéncia.

Dessa forma, a expressido desses genes foram analisadas nos diferentes
tratamentos (madeira de tracao e oposta) e no controle, nos 3 tempos de indugao.

Através do software Norm-finder, calculou-se o valor de estabilidade dos
possiveis genes de referéncia. Esse software fornece um ranking de estabilidade,
sendo que 0s menores valores correpondem aos genes mais estaveis. O gene com
menor valor de estabilidade foi da proteina isocitrato desidrogenase com 0,20, seguido
da o-tubulina-2 com 0,6, e a ubiquitina com 0,7. O gene menos estavel foi 0 ge codifica
a piruvato quinase que apresentou valor de estabilidade de 1,21 (Figura 26). Além
disso, o software Norm-finder fornece a melhor combinagéao de dois genes, que no caso
foi a combinacao dos genes isocitrato desidrogenase e a-tubulina-2, com valor de
estabilidade 0,32.
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EI Sigla do gene Valor de estabilidade

ISO 0,209
ATUB2 0,606
uB 0,798
PK 1.210

B

1,400 -

1,200 -

1,000 -

0,800 -

0,600

0,400 |

0,200 -

0,000 v T T
ISO ATUB2 uB PK

Figura 26 — Valores de estabilidade de expressdo de genes com potencial para serem genes
normalizadores de expressdo obtidos através do software Norm-finder. A, tabela liberada
peloo Norm-finder com os valores de estabilidade, B, valores de stabilidade plotados em
gréfico. 1SS0, isocitrato desidrogenase; ATUB2, a-Tubulina-2; UB, ubiquitina; PK, piruvato
quinase

A média geométrica da expressao dos dois genes escolhidos como melhor
combinacgao (ISO e ATUB2) foi utilizada como fator de normalizagdo. Assim, para a
normalizacao de todos os dados de expressao, cada dado de expressao, obtido através

do programa LinReg, foi dividido pelo fator de normalizagao calculado.
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5.7.2 PCRsq de genes envolvidos na biossintese de celulose

A celulose ¢é sintetizada na membrana plasmatica pela expressao coordenada de
diversas proteinas (SOMERVILLE, 2006; JOSHI; MANSFIELD, 2007). Essas proteinas
estdo arranjadas em complexos e utilizam como substrato o UDP-glicose para a
elongagao da cadeia de glicanas (DELMER, 1999; HOWLES et al., 2006).

As celuloses sintases (CesAs), envolvidas no processo de sintese de celulose,
fazem parte do complexo tipo roseta localizado na membrana plasmaética das plantas
vasculares e de algumas algas (DELMER et al., 1999; TSEKOS et al., 1999). E neste
complexo que as cadeias de glicanas sdo sintetizadas. Neste trabalho, foram
analisadas celuloses sintases relacionadas a deposigcao da parede celular primaria
(EgCesA4 e EgCesAb) e também aquelas relacionadas a deposicao da parede celular
secundaria (EgCesA1, EgCesA2 e EgCesA3).

A partir da quantificagdo da expressao de transcitos por PCRsq, verificou-se que
tanto as celuloses sintases envolvidas na bissintese da parede primaria (EgCesA4 e
EgCesA5), como as envolvidas na biossintese da parece secundaria (EgCesAft,
EgCesA2 e EgCesA3), apresentaram diferengas singnificativas de expressao tanto na
madeira de tragdo como na oposta, quando comparadas a madeira normal (controle)
(Figura 27 e 28).

A EgCesA4 e a EgCesAS apresentaram perfis de expressao parecidos ao longo
do periodo de indugao da madeira de reagéo (tracao e oposta). Nos primeiros 15 dias
de indug¢d@o ocorreu uma redugao significativa na expressao desses genes nos dois
tipos de madeira (tracao e oposta) em relagédo ao controle (Figura 27). Ap6s 30 dias de
inducdo, a expressdo desses genes aumentou tanto na madeira de tragdo como na
oposta, atingindo os mesmos niveis de expressdao da madeira normal (controle),
portanto sem apresentar diferengas significativas em relagao a essa. A Unica excegao
foi a expressao de EgCesA4 na madeira de tracdo que superou (2,6) a expressio na
madeira normal (Tabela 5). Apds os 60 dias de indugao, a expressdo desses genes
continuou a aumentar nos dois tipos de madeira, atingindo niveis surpreendentes aos
60 dias de indugao (Figura 27), o que indica que ndo somente a parede celular

secundaria sofre os efeitos da indugéo da formagao da madeira de reagao.
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Figura 27 — Quantificagdo da expressdo das celuloses sintases (CesA4 eCesA5) envolvidas na
biossintese da parede primaria através de PCRsq. Valores expressos em relagdo a
madeira normal. T, madeira de tragdo; O, madeira oposta. Tempos de indugéo da madeira
de reagéao: 15, 30 e 60 dias

Ja quanto as celuloses sintases relacionadas a sintese de parede secundaria
(EgCesA1, EgCesA2 e EgCesA3), essas apresentaram crescente expressao tanto na
madeira de tragdo como na oposta em relagdo ao controle. Em geral, na madeira
oposta, as celuloses sintases relacionadas a parede secundaria mostraram menor
expressao que na madeira de tragdo. Isso se deve a grande quantidade de celulose
depositada na parede secundaria (camada G) que a madeira de tragao freqlientemente
apresenta (Timell, 1986).

O comportamento da expressao desses genes durante a indugao da madeira de
reacgao foi parecido, sendo que o pico de expressdo se deu aos 30 dias de indugéo

(Figura 28), com excecao a EgCesA1 que atingiu niveis altissimos de expresséo aos 60
dias de inducdo na madeira de tragao.
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Figrura 28 - Quantificagdo da expressao das celuloses sintases (CesA1, CesA2 e CesA3) envolvidas na
biossintese da parede secundaria através de PCRsq. Valores expressos em relagdo a
madeira normal. T, madeira de tragao; O, madeira oposta. Tempos de indugdo da madeira
de reagao: 15, 30 e 60 dias

Esses resultados apontam para uma resposta imediata (aos 15 dias) ao estresse
onde as celuloses sintases relacionadas a parede primaria (EgCesA4 e EgCesAb)
sofreram uma redugcdo de expressdo enquanto que as relacionadas a parede
secundaria (EgCesA1, EgCesA2 e EgCesA3) apresentaram resposta contraria, ou seja,
aumentaram a expressao tanto na madeira de tracdo como na oposta. Essa resposta
ocorre provavelmente devido a importancia da parede secundaria para o xilema em
desenvolvimento sob o efeito do estresse gravitacional. De acordo com esses
resultados, a resisténcia necessaria para que nao ocorra um colapso imediato nesse
tecido é devido em grande parte a deposi¢éo da parede celular secundaria, por isso um
aumento consideravel da expressdo dos genes EgCesA1, EgCesA2 e EgCesA3
verificado ao longo de todo o periodo de indugéo.

Apds, esse periodo de resisténcia e “adaptacao” inicial (aos 15 dias) ao estresse
gerado, a parede primaria volta a ser sintetizada normalmente (aos 30 dias), quando
EgCesA4 e a EgCesA5 atingem niveis similares de expressdo aos encontrados no
material controle. Ao final dos 60 dias de indugdo, os genes da parede primaria

aumentam sua expressao juntamente com os genes relacionados a parede secundaria,
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indicando a necessidade do tecido em manter o processo de biossintese de celulose
sob altas taxas tanto na parede primaria como na parede secundaria.

Em especial, o gene EgCesA1 apresentou um comportamento inigualavel as
demais CeAs (Figura 28). A expressao desse gene foi altissima em relacdo ao controle
aos 60 dias de indugéo. Curiosamente, foi nesse tempo de indugdo que visualizamos
grande quantidade de fibras com camada G depositada na parede celular secundaria.
Esse é um indicativo de que a EgCesA1 é essencial para a formacéo dessa camada na
madeira de tragdo. Carvalho et al. (2008) mostraram gque esse gene é 0 mais expresso
dentre os outros CesAs no xilema em desenvolvimento da madeira juvenil de
Eucalyptus. Ou seja, tratando-se de um tecido sob intensa atividade e altas taxas de
crescimento (madeira juvenil) esse gene se destacou na produgao de parede
secundaria. Portanto, da mesma maneira, uma extraordinaria atividade dessa isoforma
se verifica frente a necessidade de se produzir uma parede celular resistente a forca
gravitacional. Paux et al. (2005) também detectaram aumento da expressdo de
EgCesA1 na madeira de tragao de Eucalyptus.

Assim, o grande aumento de uma CesA especifica possivelmente influencia o
funcionamento dos complexos de celulose sintases nas células do xilema afetando a
orientagao da deposigéo de celulose, se a favor da parede primaria ou secundaria.

Apesar de serem observados aumentos consideraveis da expressio das CesAs
desde os primeiros 15 dias de indugao, a camada G s6 foi visualizada com 60 dias de
inducdo, o que sugere que as modificacdes na madeira de tragdo que antecem o
surgimento da camada G devem ser importantes para dar suporte a nova camada (G)
que surge posteriormente e que gradualmente é depositada ao longo do tempo de
indugéo.

Outra enzima extremamente importante na maquinaria de biossintese de
celulose é a KORRIGAN (KOR). Essa proteina esta associada a membrana plasmatica
com atividade -1,4-glicanase (PAREDEZ et al., 2006) e esta provavelmente envolvida
na remogao de cadeias de glicanas nao cristalinas (MOLHOJ et al.,, 2002;
SOMERVILLE, 2006). Sua atividade esta relacionada a biossintese de celulose na
parede celular secundaria (PENG et al., 2002).
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Como esta relacionada a parede celular secundaria, e acompanhando os
resultados obtidos de expresséo das celuloses sintases (CesAs), a expressao da KOR
foi também mais intensa na madeira de tracdo comparada ao controle e obteve seu
pico de expressao aos 30 dias de inducao (Figura 29). As diferengas de expressao
entre a madeira de tragdo e a madeira oposta foram grandes, refletindo mais uma vez a
necessidade da madeira de tracdo em manter a aita atividade da maquinaria
biossintética e de celulose. Da mesma maneira, Bhandari et al. (2006) verificaram que a
KOR responde a indugdo da madeira de reacao, sendo sua expressao aumentada na
madeira de tracao e reprimida na madeira oposta. Além disso, verificaram que a KOR e
as CesAs relacionadas ao desenvolvimento secundario apresentaram-se co-reguladas.

A sacarose sintase (SUSY) e a UDP-glicose pirofosforilase (UGPase2)
apresentaram perfis de expressao similares nos dois tipos de madeira induzidos e estao
de acordo com as proteinas identificadas. Tanto a SUSY como a UGPase
apresentaram aumento crescente da expressao na madeira de tragdo e redugao na
madeira oposta. A SUSY atua principalmente no fornecimento do substrato UDP-glicose
para a sintese de celulose (JOSHI et al., 2004). J4 a UGPase, além da producao de
UDP-glicose para a sintese dos componentes da matrix da parede celular, atua em uma
importante via de reag6es para reciclagem de sacarose (KLECZKOWSKI et al., 1994).

Nao diferente das demais enzimas analisadas e relacionadas a biossintese de
celulose, a SUSY e a UGPase mostraram-se sempre com maior expressao na madeira
de tragéo (Figura 29). Da mesma maneira, na analise protedmica essas enzimas foram
identificadas em spots que apresentaram aumento da expressao na madeira de tragao.
Esses resultados indicam a produgao de um fluxo de UDP-glicose provavelmente para
a producdo de celulose, pois observa-se que na madeira oposta, geralmente com
menor teor de celulose, a expressdo dessas enzimas sempre foi menor que na madeira
de tragdo.

Curiosamente, os niveis de expressdo da SUSY na madeira de tracao aos 60
dias de indugao foram os mais baixos (ainda 2,6 vezes maior que na madeira normal)
de todo o periodo de indugado, justamente quando a diferenca de expressao da
EgCesA1 em relacao ao controle foi maximo (Figura 29 e Tabela 5). Tal redugédo na
expressao da SUSY foi acompanhada pelas demais CesAs relacionadas a parede
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secundaria, com excegdo a EgCesA1. Indicando mais uma vez que a EgCesA1 deve
ser essencial na produgdo da camada G (vizualizada neste periodo) sendo assim um

ponto chave na regulagédo desse processo.
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Figura 29 — Quantificagdo relativa dos niveis de expressdo de genes relacionados a biossintese de
celulose na madeira de tragdo e oposta por PCRsq. Valores expressos sao relativos ao
material controle. SUSY:, Sacarose sintase; UGPase: UDP-glicose pirofosforilase, CesA4:
Celulose sintase 4, CesA5: Celulose sintase 5, KOR: Endo 1,4-glicanase, CesA1: Celulose
sintase 1, CesA2: Celulose sintase 2, CesA3: Celulose sintase 3. Os asteriscos indicam
expressao diferencial em relagdo a madeira normal. ANOVA com P<0,05*, P<0,01 **

O citoesqueleto também estd associado na biossintese de celulose. Esta

principalmente correlacionado a deposigcdo ordenada das microfibrilas de celulose na
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parede celular, bem como responsavel pelo angulo de deposicédo dessas microfibrilas.
O éangulo com que as microfibrilas de celulose sao arranjadas nas camadas da parede
celular é que confere resisténcia e flexibilidade a mesma (PAREDEZ et al., 2006;
CHAFFEY et al, 2000). Assim, quanto menor é o angulo microfibrilar, maior € a rigidez,
e quanto maior € o angulo, maior ¢ a flexibilidade (BARNETT; BONHAM, 2004). Dessa
maneira, como uma das caracteristicas principais da camada G, as microfibrilas de
celulose nessa camada sao arranjadas quase que paralelamente ao eixo axial das
fibras, ou seja, conferindo exirema rigidez a essa camada e, consequentemente a
parede celular secundaria (WASHUSEN et al., 2005).

Os resultados de PCRsqg obtidos se assemelham aos obtidos pela analise
protedmica com reducao da expressao das tubulinas e actinas aos 15 dias de indugao
nos dois tipos de madeira, seguido de aumento aos 30 e 60 dias somente na madeira
de tragcdo (Figura 30). Os genes escolhidos relacionados ao citoesqueleto para a
analise por PCRsq foram: B-tubulina-1 (B-Tub1), B-tubulina-2 (B-Tub2) e actina-1 (Act-1)
(Figura 30).

Aos 30 dias de indugdo da madeira de tragado, a B-Tub1 apresentou a maior
expressdo, aproximadamente 17 vezes maior que a expressao na madeira normal
(Tabela 5 e Figura 30). Enquanto que na madeira oposta essa expressao foi 14 vezes
menor que na madeira normal. Esse resultado é apoiado pelos resultados das CesAs
envolvidas no desenvolvimento da parede secundaria que apresentam o maximo da
expressao nesse mesmo periodo de indugio.

Interessante notar também que apesar da expressao da EgCesA1 e da EgCesA3
serem altas na madeira oposta durante esse periodo (8 e 2 vezes maior que a madeira
normal respectivamente), os genes relacionados ao citoesqueleto analisados (B-Tub1,
B-Tub2 e Act-1) nesse mesmo material sdo baixos (Figura 30 e Tabela 5). Esse
resultado indica que apesar de haver um aumento na sintese de celulose nesse periodo
em relagdo ao controle (Figura 29), a organizagdo das microfibrilas é feita
possivelmente de forma diferente.

Aos 60 dias verificou-se aumento da expressdo da B-Tubt e da B-Tub2 em

relacdo ao material controle (Figura 30). Nesse periodo detectou-se a camada G
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formada, mostrando que as tubulinas devem estar associadas a organizagdo das
microfibrilas de celulose dessa camada.

Diversos trabalhos relatam a importancia da B-Tub1 na determinagéo do angulo
microfibrilar de celulose na parede celular secundaria (WASHUSEN et al.,, 2005;
Spokevicius et al., 2007). Dentre esses trabalhos, Qiu et al. (2008) verificaram a
importancia desse gene na determinagdo do angulo microfibrilar na madeira de tracao
de Eucalyptus. Nesse trabalho, esse gene foi mais expresso na madeira de tragdo e
menos expresso na madeira oposta.

Portanto, a expressédo dos genes relacionados ao citoesqueleto aqui analisados
€ modulada pelo estimulo da formagao da madeira de reagéo e apresenta-se associado

a formagéo da camada G.
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Figura 30 — Quantificagdo relativa dos niveis de expressdo de genes relacionados citoesqueleto na
madeira de tragdo e oposta por PCRsq. Valores expressos sé@o relativos ao material
controle. BTUB1, B-tubulina-1; BTub2, B-tubulina-2, Act1, actina-1. Os asteriscos indicam
expressao diferencial em relagdo a madeira normal. ANOVA com P<0,05*, P<0,01 **
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5.7.3 PCRsq de outros genes envolvidos na modificacdo da parede celluar e
caracteristicos da presenca da camada G

Outro gene diferencialmente expresso avaliado na madeira de tragdo e oposta foi
uma fasciclin-like protein AGP (EgrFLA1) homodlogo a seqtiéncia AtFLA12 de
Arabidopsis pertencente ao subgrupo A (JOHNSON et al., 2003). As FLAs pertencentes
a esse grupo foram ja relatadas como intensamente expressas durante a sintese da
parede celular secundaria apesar de a real funcionalidade dessas proteinas nao ter sido
completamente desvendada (LAFARGUETTE et al, 2004; PILATE et al, 2004;
ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006). Os membros do grupo AtFLA12 sao induzidos
durante a formagao da madeira de tracdo (ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006). Da
mesma forma, no presente trabalho a expressao de EgrFLA1 sofreu crescente aumento
a partir dos 30 dias de indugdo da madeira de tragdo. De maneira contraria, na madeira
oposta houve severa redugio da expressdo comparada a madeira normal (Figura 31).
No trabalho de Qiu et al. (2008) a alia expressao observada das FLAs (EgrFLA1 e
EgrFLA2) na madeira de tragdo foi acompanhada pela alta expressado da B-tubulina-1.
O mesmo ocorreu nesse trabalho, pois observou-se um aumento da expressao da B-
tubulina-1 ap6s os 30 dias de indug¢ao da madeira de tragéo. Esses resultados sugerem
que a EgrFLA1 pode estar envolvida na orientagdo das microfibrilas de celulose na
parede celular secundaria. Recentemente, duas AGPs (FLA1 e FLA2) foram
encontradas na analise protedmica da camada G isolada da parede celular secundaria
da madeira de tracdo de Populus (KAKU et al., 2009). Da mesma forma, aos 60 dias de
inducdo, quando foi visualizada a presenga da camada G nas fibras do xilema, a
expressao de FLA1 foi maxima (20 vezes maior que na madeira normal) (Figura 31).

Avaliou-se a expressdao de uma xiloglucana endo-transglicosilase (XTH3)
anteriormente identificada como mais expressa na madeira juvenil de eucalipto
(CARVALHO et al., 2008). Na madeira de tragao verificou-se um gradual aumento da
expressao da XTH3, enquanto que na madeira oposta verificou-se uma reagéo
contraria com diminuigao da expressao em relagdo a madeira normal (Figura 31). Esses
resultados estéo de acordo com os obtidos por Andersson-Gunneras et al. (2006) que
observaram aumento da expressdo das XTHs na madeira de tragao de Populus. Mais
recentemente, Kaku et al. (2009) identificaram XTHs através da analise protedmica da
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camada G da madeira de tragédo de Populus. As XTHs sé@o essenciais na incorporagao
de xiloglicanas na camada G (NISHIKUBO et al., 2007). Sao elas as responsaveis pelo
reparo de redes de xiloglicanas que fazem a ades&o entre as camadas G e S,. As
microfibrilas de celulose da parede celular se contraem uniformemente durante a
maturacdo, dessa forma a camada G ira se contrair de forma diferente das outras
camadas, visto que possui angulo microfibrilar diferente das demais camadas
(PRODHAN et al., 1995). Assim, ha a necessidade da atividade de enzimas (XTH) que
fazem o reparo dessas conexdes garantindo a integridade da parede celular
(NISHIKUBO et al., 2007; MELLEROWICZ et al., 2008).

Logo, apesar das proteinas AGPs e XTHs estarem associadas a presencga da
camada G (NISHIKUBO et al., 2007; MELLEROWICZ et al., 2008; Kaku et al, 2009;
DEJARDIN et al., 2004), os niveis de expressdo de seus transcritos foram altos ja aos
30 dias de indugdo da madeira de tragdo, no entanto nesse periodo nao verificou-se a
presenca da camada G. Porém, quando a camada G foi detectada (aos 60 dias) o nivel
de expressao desses transcritos foram muito superiores aos encontrados aos 30 dias
de inducdo. Esse é mais um indicativo que essas proteinas estdo associadas ao

estabelecimento da camada G na parede celular secundaria.
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Figura 31 — Quantificagéo relativa dos niveis de expressdo de genes XETH3 (Xiloglicana Endo-
transglicosilase/hidrolase 3) e AGP (Arabinoglactana FLA1) na madeira de tragdo e
oposta por PCRsq. Valores expressos sao relativos ao material controle. BTUB1, B-
tubulina-1; BTub2, B-tubulina-2, Act1, actina-1. Os asteriscos indicam expressao diferencial
em relagdo a madeira normal. ANOVA com P<0,05*, P<0,01 **

5.7.4 PCRsq de genes envolvidos na degradacao de pectinas

A pectinesterase (PE) e a poligalacturonase (POLY) sdo responsaveis pela
degradacdo das pectinas e remodelamento da parede celular nos estagios de
deposigéo da parede celular secundaria e expansao celular (SIEDLECKA et al., 2008).
A expressao desses genes portanto, esta relacionada a transi¢cdo entre a formagao da
parede celular priméria para a formacgao da parede celular secundaria (MELLEROWICZ;
SUNDBERG, 2008).

O crescente aumento da expressao observado durante a indugao da madeira de
tragcdo e a redugédo observada na madeira oposta (Figura 32) sugerem que menores
mudangas na parede celular primaria e/ou secundaria ocorrem na madeira oposta,

enquanto que na madeira de tragdo ocorre um intenso remodelamento da parede



117

celular. Como observado por Andersson-Gunneras et al. (2006) e Qiu et al. (2008)

esses genes também apresentaram aumento de expressdo na madeira de tragao

quando comparadas ao controle.

O aumento da expressao desses genes (POLY e PE) esta associada ao intenso

crescimento secundario durante a formagéo da madeira de tragdo (CARVALHO et al.,

2008). Durante a sintese da parede celular secundaria, genes relacionados a

degradagéo de pectinas encontram-se altamente expressos juntamente aos genes

envolvidos na sintese de celulose (GOU et al., 2007). A presenga da camada G aos 60

dias é portanto,

secundaria.
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Figura 32 — Quantificagéo relativa dos niveis de expressdo de genes envolvidos na degradagédo de
pectinas na madeira de tragao e oposta por PCRsqg. Valores expressos séo relativos ao
material controle. POLY, Poligalacturonase; PE, Pectinesterase. Os asteriscos indicam
expressao diferencial em relagdo a madeira normal. ANOVA com P<0,05*, P<0,01 **
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5.7.5 PCRsq de genes envolvidos na biossintese de lignina

O maior contraste da composicdo quimica da parede celular entre a madeira de
tracdo e oposta esta no aumento do teor de celulose na madeira de tragdo e aumento
da lignina Klason (unidades G) na madeira oposta. A diferenga entre esses dois tipos
de madeira € um exemplo perfeito do redirecionamento do fluxo de carbono entre a
biossintese de celulose e lignina.

Nos primerios dias de indugao (15 dias), a maior parte dos genes envolvidos na
lignificacdo testados foram reprimidos, o que indica que o fluxo de carbono deve estar a
favor da biossintese de celulose para a parede secundéaria ja que os genes CesAs
envolvidos nesse processo encontram-se mais expressos (Figura 29). Esse aparente
direcionamento para a sintese de celulose ainda é verificado na madeira de tragao aos
30 dias de indugao, visto que a expressao dos genes envolvidos na sintese de celulose
(Figura 29) (KOR, CesAs, SUSY, UGPase) encontram-se com niveis de expressdes
muito acima as verificadas nos genes envolvidos na lignificagao (Figura 33).

Em geral os genes envolvidos na lignificagao apresentaram maior expressao na
madeira oposta durante o periodo de indugao (Figura 33), como era de se esperar, pois
essa madeira apresenta maior teor de lignina (Timell, 1986). Esse comportamento € um
indicativo que na madeira oposta a preferéncia é dada a sintese de lignina ao invés de
celulose.

Dessa maneira avaliou-se a expressao da fenilalanina amoénia liase (PAL)
envolvida nas etapas iniciais do processo de lignificagdo. Essa enzima apresentou
crescente expressao na madeira oposta ao longo do tempo de indugao, chegando a
apresentar expressao 23 vezes maior que a madeira normal aos 60 dias (Figura 33). Ja
na madeira de tracdo, os niveis da PAL se reduziram drasticamente aos 15 dias e
depois assumiram 0s niveis observados na madeira normal (Figura 33).

Os transcritos de genes associados as vias especificas de sintese de
monolignéis, como COMT e CCoAOMT apresentaram expressao maxima aos 60 dias
de inducao, quando as diferencas entre a madeira de tragdo e oposta sdo maiores e
visiveis na microscopia (camada G). Essas enzimas sdo consideradas pontos chaves
de regulagdo da lignificagao, j& que sao essenciais na determinagéo do teor de ligina e

mais precisamente na razdo S/G das unidades de lignina. Ha uma correlacao entre o
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teor de lignina e a sua composigdo: alta concentracdo de unidades G esta
correlacionada a alto teor de lignina e, alta concentragdo de unidades S esta ligada a
baixo teor de lignina (PILATE et al., 2004). Assim, enquanto a COMT esta
essencialmente ligada a sintese de unidades S, a CCoAOMT produz tanto unidades S
como G (PAUX et al., 2005).

Os resultados da quantificacdo de transcritos e o0s obtidos pela analise
proteémica foram semelhantes e juntamente mostram que essas duas enzimas podem
estar relacionadas ao teor de lignina na madeira de tragao e oposta. Aos 60 dias de
induga@o, na madeira de tragao verifica-se redugao na expressao de CCoAOMT (1,5
vezes) enquanto que os niveis de COMT sao iguais aos encontrados na madeira
normal, ou seja tem-se aqui a provavel diminuicdo principalmente de unidades G de
lignina. Apoiando os resultados obtidos, Joseleau et al. (2004) observaram a presencga
de unidades G e S na lignina encontrada na camada G da madeira de tragao de
Populus indicando que a pequena quantidade de lignina presente nessa camada possui
uma relacdo S/G maior que na madeira normal.

Ja na madeira oposta, ocorre aumento da expresééo tanto da COMT como da
CCoAOMT, sendo que o aumento da expressao CCoAOMT em relacao ao controle foi
superior a COMT (Figura 33). Esse resultado possivelmente deve estar relacionado a
um maior teor de lignina na madeira oposta, com maior sintese tanto de unidades G
como S. A importancia da CCoAOMT na determinacao do teor de lignina foi demostrada
através da superexpressao dessa enzima em Populus e tabaco onde verificaram o
aumento consideravel do teor de lignina e redugdo na razdo S/G das unidades de
lignina (ZHONG et al., 1998; ZHONG et al., 2000).

Outra enzima da via dos monoligndis associadas aos passos posteriores as
OMTs, a cinamil CoA redutase (CCR), atua na sintese de unidades S, G e H de lignina
(CARVALHO et al, 2008; RAES et al, 2003). Os transcritos dessa enzima
apresentaram niveis de expressao superiores ao controle durante todo o periodo de
inducao na madeira oposta. Ja na madeira de tragdo, a expressao desse gene foi
reduzida em relacao ao controle, indicando provavelmente também menor teor de

lignina nessa madeira (Figura 33). A expressao de um gene que codifica a CCR,
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também apresentou diminuicdo da expressao na madeira de tragdo de Populus
(ANDERSSON-GUNNERAS et al., 2006).

Nas etapas finais da biossintese de lignina, onde ocorre a polimerizagdo dos
monoligndis, as lacases e/ou peroxidases sdo as enzimas responsaveis por esse
processo (BAUCHER et al. 2003). A expressao 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 proteinas apresentaram também alta expressao
na madeira de tragédo aos 60 dias. Corroborando com esses dados obtidos, Andresson-
Gunneras et al. (2006) verificaram que as peroxidases sofreram aumento de expressao
e somente uma lacase (lac3) reduziu a expressado na madeira de tragdo. No entanto
essa mesma lacase (lac3) nao alterou o teor de lignina quando reprimida em Populus
(RANOCHA et al, 2002). Kaku et al. (2009) na andlise do proteoma da camada G de
Populus identificaram diversas peroxidases nessa camada explicando os altos niveis de
peroxidase na madeira de tragao.

O gene Myb2 de Eucalyptus codifica um fator de transcricdo que promove a
ativagdo de genes envolvidos na lignificacao. Esse fator de transcricdo se liga aos
elementos AC ativando a transcricdo dos genes envolvidos na biossintese da lignina.
Sao preferencialmente expressos no xilema em desenvolvimento (GOICOECHEA et al.,
2005; BOMAL et al., 2008). No presente trabalho, a expressdo do Myb2 na madeira de
tracdo foi menor ou igual a observada na madeira normal, enquanto que na madeira
oposta ocorreu um aumento gradual atingindo ao final dos 60 dias expressao 23 vezes
maior que a observada na madeira normal (Figura 33).

A participagao desse fator de transcricdo parece ser decisiva na lignificagao ja
que a sua expressao € superior a de genes importantes como COMT e CCoAOMT
(Figura 33). Aos 60 dias, por exemplo, a expressao de Myb é 26 vezes maior que o
controle, enquanto que as expressdes de COMT e CCoAOMT sao apenas 3 e 5 vezes
superiores a madeira normal (Tabela 5).

Esses resultados indicam que o Myb2 deve estar ativando a expressao dos
genes envolvidos na biossintese da lignina na madeira oposta, visto que sua expressao
é superior na madeira oposta (rica em lignina). No trabalho de Goicoechea et al. (2005)

a superexpressao do gene em questdo em plantas de Tabaco levou ao aumento da
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expressao de genes relacionados a sintese de lignina, a alteragdes na estrutura da
lignina e ao espessamento da parede celular secundaria.

Em uma visdo geral dos dados obtidos nesse trabalho, e levando-se em
consideracao os trabalhos produzidos nessa area, a resposta ao estimulo gravitacional
em termos de sintese de lignina, se inicia com a redugéo da atividade dessa via com
subsequiente indugdo na madeira oposta e redugédo na madeira de tragcéo, alcangando

niveis finais que provavelmente determinam o teor de lignina em cada tecido.
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Figura 33 — Quantificagao relativa dos niveis de expressdo de genes envolvidos na biossintese de lignina
na madeira de tragcdo e oposta por PCRsq. Valores expressos sao relativos ao material
controle. COMT, Cafeil O-metil transferase; CCoAOMT, Cafeil-CoA O-metiltransferase; PAL,
Fenilalanina aménia liase LAC, CCR, Cinamil-CoA Redutase, Myb2, Fator de transcrigao
MYB2; PEROX, Peroxidase. Os asteriscos indicam expressao diferencial em relagdo a
madeira normal. ANOVA com P<0,05*, P<0,01 **
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da madeira de reagao (tragao e oposta) como modelo experimental
para o estudo da formacédo da madeira mostrou-se bastante atraente, pois foi capaz de
revelar a importancia de genes envolvidos na biossintese dos componentes da parede
celular, e mais precisamente, na formagdo da camada G. Além disso, esse modelo
experimental nos revela a plasticidade de toda a maquinaria de biossintese da parede
celular para acomodar uma situacdo anormal (inclinagdo das éarvores) através da
regulagéo do fluxo de carbono entre o metabolismo de celulose e lignina.

No presente trabalho, identificaram-se proteinas diferencialmente expressas
durante a formagao da madeira de reagao (tracao e oposta) em Eucalyptus grandis.
Além disso, a quantificacdo dos transcritos de genes especificos através de PCRsq
serviu para complementar esse estudo. Essas proteinas e genes estdo relacionados a
biossintese de lignina, celulose e hemicelulose e, principalmente a deposicdo de uma
camada extra na parede celular secundaria rica em celulose (camada G). Além dos
resultados de modificagdo da parede celular, a abordagem protedmica foi mais
abrangente ressaltando vias metabdlicas de reciclagem de nitrogénio, isoflavonoéides e
de produgado de energia como a fermentagao alccélica atuando na regido cambial dos
materiais utilizados.

A deposicao dessa camada rica em celulose é conseqiiéncia de uma complexa
alteracdao no fluxo do carbono para a formagdo dos varios componentes da parede
celular. Essa alteragédo ocorre ao longo do processo de indugdo da madeira de tracao
fazendo com que as mudangas iniciais sejam essenciais para a construgao de uma
parede celular final (com camada G depositada) rigida que resista ao estado de tragdo
das células sem que ocorra qualquer dano. Nesse sentido, a variagdo da expressao de
proteinas e transcritos ao longo do periodo de indugao foi verificada.

A quantificagao da expressao de diversos genes através da analise protedmica e
por PCRsq apresentaram semelhangas no sentido de que os resultados apresentados
por ambas as técnicas seguiram a mesma tendéncia, ou seja, quando para um gene a
proteina correspondente foi presente em altos niveis na analise protebmica, a
quantificagao dos transcritos do mesmo gene através do PCRsqg mostrou-se elevada

também. Isso sugere uma preferéncia pela regulagdo transcricional e/ou poés-
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transcricional dos genes envolvidos na biossintese dos componentes da parede celular.
Além disso, a presenga de diversas proteinas em multiplos spots € um grande indicativo
da presenca de isoformas e da ocorréncia de modificagdes pds-traducionais.

Observou-se que ja nas etapas iniciais ocorrem mudancas na expressdo de
genes e proteinas responsaveis pelo fluxo do carbono para a celulose na madeira de
tragdo como é o caso da SUSY, frutoquinase, CesAs e KOR. A biossintese de celulose
foi representada pela expressdo surpreendente de uma celulose sintase (CesAt),
conhecidamante envolvida na sintese de celulose para a parede celular secundaria,
sugerindo-se ser essencial no processo de deposicao da camada G na parede celular
secundéaria. Além disso, foram identificadas diversas proteinas relacionadas ao
citoesqueleto mostrando a importdncia delas no remodelamento da parede celular. A
elevada expressao dessas proteinas foi relacionada a deposicdo de microfibrilas de
celulose na parede celular.

Na madeira oposta, a sintese de lignina destacou-se, visto que também
proteinas em multiplos spots foram identificadas representando o ciclo de metilacoes
(SAMS, adenosilhomocisteinase), e proteinas chave na determinagao do teor de lignina
como COMT e CCoAOMT. Um fator de transcrigdo, associado a ativagdo dos genes de
ligninficagdo apresentou alta expressao indicando a intensa atividade do metabolismo
de lignina.

Genes codificadores da pectinesterase e poligalacturonase foram altamente
expressos na madeira de tragado indicando a intensa alta taxa de crescimento dessa
madeira. Além disso, arabinogalactanas e xiloglicanas endo-transglicosilases também
foram avaliadas através de PCRsqg e mostraram grande importancia no estabelecimento
da camada G.

Os resultados obtidos sugerem que aos 30 dias de indugdo, as diferencas
quimicas e anatémicas entre os dois tipos de madeira, tragcdo e oposta, comegam a ser
mais evidentes, pois & nesse periodo que 0s genes escolhidos tornam-se inversamente
expressos nos dois tipos de madeira, sendo que a madeira normal comporta-se como
uma intermediaria entre essas. Aos 60 dias, as diferengas sdo ainda maiores, sendo até
mesmo possivel visualizar a camada G na madeira de tragdo. A dinamica das

alteragbes ao longo do tempo da expressao de genes importantes para o metabolismo
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de carboidratos e de lignina sugere uma mudanga gradual nas caracteristicas da
madeira, mais especificamente na parede celular, que influenciam na constituicao de
uma parede celular secundaria final caracterizada pela presenga da camada G na
madeira de tragao.

Para a comprovagao e complementagao dos resultados obtidos até o momento,
o préximo objetivo deste trabalho sera a andlise quimica, analise do comprimento de
fibras e a andlise do angulo de deposicao das microfibrilas de celulose nos materiais
coletados. Dessa forma, sera possivel estabelecer associagbes entre a expresséo
génica/proteinas, formagdo da parede celular, anatomia e composi¢cdo quimica da
madeira.

A andlise conjunta de todos esses dados nos fornece um ponto de partida para a
selecdo de genes candidatos para a modificagao dos componentes da parede celular.
No entanto, este trabalho nao deixa de ser apenas uma analise global de expressao e
qualquer conclusao especifica sobre a expressdo de algum gene deve ser analisado
com mais profundidade. Assim, esse trabalho serve de estimulo para novas analises

funcionais de genes envolvidos no processo da formag¢ao da madeira.
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ANEXO A — Tampao de extracéao

Tris HCIpH 7,5 0,5M
Sacarose 0,7M
KCI 0,1M
EDTA 50mM
PMSF 2mM
B-mercaptoetanol 2%

ANEXO B - Tampéao de solubilizacao

Uréia ™
Triton-X 100 0,4%
DTT 50 mM
TCEP 2 mM
CHAPS 4%

ANEXO C - Tampéo de Desnaturacao

Tris-HCI pH 6,8 0,5M
Glycerol 10%
SDS 10%
B-mercaptoetanol 5%
Bromofenol blue 1%

ANEXO D - Tampodes Laemmli

Tris 25 mM
Glicina 192mM
SDS 0,1% (apenas para superior)

(Preparado em agua Milli-Q)



ANEXO E — Solugao de equilibrio

Tris-HCI pH 6,8 50 mM
Uréia 6 mM
Glicerol 30%
SDS 2%

ANEXO F - Solucao fixadora

Etanol 40%
Acido acético 10%
Em agua Milli-Q

ANEXO G - Solucao de coloracao
a) Solugao Estoque Dye

Comassie G250 0,1%
Acido fosférico 2%
Sulfato de Amoénio 10%
Em &gua Milli-Q

b) Solugao Dye para coloragéo
Solugao Estoque Dye 80%
Metanol 20%

ANEXO H - Solucao de descoloragao

ACN 50%
Bicarbonaio de Amoénio - 25 Mm

ANEXO I - Solucao bloqueadora
ACN 50%
Acido Férmico 5%

Agua Milli-Q 45%
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ANEXO J - Solucao de eluicao |

Metanol 60%
Acido Férmico 1%
Agua Milli-Q 39%

ANEXO L - Solucéao de eluicao Il

- ACN 50%
Acido Férmico 1%
Agua Milli-Q 49%

ANEXO M - Tampao de extracao de RNA (com modificacoes)
CTAB 2%
PVP-polivinilpirrolidona 2%

Tris-HCI, pH 8 100 mM
EDTA 25 mM
NaCl 2mM

B-mercaptoetanol 2%
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