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ABSTRACT

Lignin content and quality, related to the G/S ratio, are the main barriers to the wood
pulp production. The role of monolignol biosynthesis genes encoding these traits has been
described, like 4CI, CAD, CCoOAOMT, COMT, F5H, PAL and CAId5H genes. Proteomics
studies can be used to the study of wood genesis and have been described in the literature. In
the present work, proteomic analysis were be done aimed the identification of proteins related
to the wood quality in Eucaliptus. For this purpose, proteomic analysis of C. citriodora, E.
grandis E. globulus xylem and leaves were being done using 2DE gel electrophoresis and
MALDI-TOF/TOF techniques. Images of 2DE gels were analyzed using the Bionumerics
software and revealed correlation between technical replicates with correlation coefficient
values of 0.88, 0.99, 0.98 and 0.98 to C. citriodora leaves replicates, C. citriodora xylem
replicates, E. grandis xylem replicates and E. globulus xylem replicates, respectively. Three-
dimensional images was aso been generated showing spots’ volumes and intensities to each
bidimensional gel. The protein maps of E. grandis and E. globulus was quite different and
after images superposition a correlation coefficient of 0.32 was obtained. Spectrometric
analyses lead to the identification of a 20 proteins of C. citriodora, 18 of Eucalyptus globulus
and 22 of Eucalyptus grandis most of these were classified as structural proteins, defense and
resistance proteins, metabolism proteins (nitrogen and carbon metabolism), phenylpropanoid
pathway enzymes, putative and undefined proteins. To phenylpropanoid pathway enzymes
were identified one CAD and 4CL from C. citriodora xylem, one CAD, two CCoOAOMT and
one 4CL from E. grandis and E. globulus xylem. The spots volumes corresponding to
CCoAOMT and 4CL from E. grandis were different from that obtained to E. globulus,
showing a probable differential protein expression patern. Thus, comparative proteome
approach provides an important tool to the identification of critical proteins related to wood
chemical traits and differential protein pattern expression.
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RESUMO

A quantidade e a qualidade da lignina, relacionada ao padréo dos moligndis G/S, sao
as maiores barreiras a producdo de polpa de celulose. O papel dos genes envolvidos na
biossintese de monoligndis, como 4cl, cad, ccoaomt, comt, cald5h e pal tém sido descritos na
literatura. Estudos proteomicps podem ser utilizados para o estudo da génese da madeira e
também tem sido descritos na literatura. Neste trabalho, foram realizadas analises protedmicas
de xilema e folha de Corymbia citriodora e xilema de duas espécies de eucalipto, utilizando-
se eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria de massa (MALDI-TOF/TOF), visando
aidentificacdo de proteinas relacionadas a qualidade da madeira. Os mapas protéicos gerados
foram analisados utilizando o programa Bionumerics (Applied-maths), sendo 3 réplicas para
cada uma das espécies e tecidos estudados. Apds as andlises das imagens, foram obtidos os
coeficientes de correlagdo dos volumes relativos dos “spots” entre as réplicas de cadatecido e
espécie com os seguintes valores: 0,88; 0,99; 0,98 e 0,98 parafolha e xilema de C. citriodora,
xilema de E. grandis e E. globulus respectivamente. Os mapas protéicos de E. grandis e E.
globulus, quando sobrpostos, apresentaram um indice de correlagdo de 0,32. demosntrando
diferencas no padrdo de expressdo de proteinas entre estas duas espécies. As andlises
espectrométricas levaram a identificagdo de 20 proteinas de xilema e folha de C. citriodora,
27 de xilema de E. globulus e 18 de xilema de E. grandis. Estas proteinas foram agrupadas,
de acordo com sua fungdo, nas seguintes classes: proteinas estruturais, proteinas de defesa e
resisténcia, proteinas do metabolismo (nitrogénio e carbono), enzimas da via de sintese de
fenilpropandides, e as proteinas ndo identificadas. Foram identificadas uma Cianmil & cool
desidrogenase, 2 isoformas de Cafeocil CoA O-metiltransferase e uma 4 Coumarato CoA
ligase em xilema de E. grandis e E. globulus. Estas proteinas apresentaram um padréo
diferencia de expressdo, quando analisados os volumes relativos entre 0s seus “spots”
correspondentes nas duas espécies de eucaipto. Através da protedbmica comparativa, foi
possivel analisar os padrfes de expressdo diferencia destas enzimas entre duas espécies de
eucalipto com importancia econdmica na producdo de papel e celulose, mas com
caracteristicas contrastantes em termos de lignina. Bem como identificar proteinas
relacionadas a composi¢éo quimica e qualidade da madeira, bem como definir seus padrbes

de expresséo.
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1. INTRODUCAO

1.1 - O plantio de eucalipto no Brasil

O género Eucalyptus € origin&io da Austrdlia e pertence a familia Myrtaceae,
subgénero Symphyomyrphus, possuindo mais de 700 espécies, 24 subespécies e uma grande
diversidade de hibridos naturais (POKE et al., 2005). Espécies deste género foram trazidas
para o Brasil por imigrantes em meados do século X1X para utilizagdo como matéria-prima na
fabricagdo de dormentes de linhas de trem. As espécies introduzidas no Brasil apresentaram
um rpido crescimento, adquirindo mais biomassa em menos tempo em relacdo as espécies
nativas, o que contribuiu entre outros fatores para sua aceitagdo no mercado de madeira
nacional e a diversificagdo de seu uso para outros fins, como por exemplo, na producéo de
carvao vegetal. Outras adaptacGes como a elevada producdo de sementes, facilidade de
propagacdo vegetativa, crescimento em uma grande variedade de solos e temperaturas,
inclusive em solos considerados pobres também foram fatores importantes para a val orizagéo
da madeira de eucalipto no mercado brasileiro (PEREIRA et al.,2000).

A madeira de eucalipto possui uma ampla utilizagdo nas indUstrias nacionais e
internacionais nos mais diversificados setores, como por exemplo, na producéo de capsulas de
remédios, tecidos sintéticos, carvao para as siderurgicas, producéo de moveis, acabamentos
refinados da construcéo civil, pisos, postes e mastros para barcos, e como matéria-prima para
producéo de papel e celulose. Da arvore, também se obtém o Oleo essencia utilizado em
produtos de limpeza, géneros alimenticios, perfumes, remédios e mel produzido a partir do
polen de suas flores (SILVA et al., 2005).

Antes da introducdo da cultura de eucaipto no Brasil, as espécies nativas eram
utilizadas como matéria-prima para a agricultura e pecuéria, o que causou uma devastacéo de
cerca de 46% das matas brasileiras (MINISTERIO DA CIENCIA E TECNOLOGIA, 2006).
A grande necessidade de diminuir a pressdo sobre as matas nativas aliada ao esforgco de
promover o crescimento do setor florestal no pais, levou o governo brasileiro a lancar, em
1965, uma politica de incentivos fiscais para promover o cultivo de florestas de producédo pelo
pais (Meireles, 2006). Diante disto e do potencial comercial da madeira de eucalipto, seu
cultivo no Brasil aumentou, sendo que hoje possui uma grande &rea plantada, com cerca de 3
milhGes de hectares. O Brasil tornou-se em 2003, o0 sétimo maior produtor mundial de

celulose (cerca de 7,4 milhdes de toneladas/ano) e o décimo segundo maior produtor de papel
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e detém o maior fndice médio de produtividade (40m? de celulose por hectare/ano) (Meireles,
2006).

Sendo assim, o plantio sustentdvel de eucalipto bem como suas caracteristicas
adaptativas levou a sua utilizagcdo como uma fonte aternativa de madeira, contribuindo desta
forma, para o decréscimo da devastacdo de florestas nativas, preservando diversas outras
espécies em regides tropicais.

Dentre as espécies de eucalipto cultivadas no Brasil, se destaca a espécie Eucalyptus
grandis que se adapta muito bem a regifes com clima tropical, sendo a espécie com maior
&rea de cultivo no Brasil e a mais estudada na obtenc@o de hibridos para a clonagem de
arvores selecionadas. Além disto, também € a espécie mais utilizada nas indUstrias para a
producdo de celulose e papel por sua grande adaptabilidade e seu rendimento volumeétrico
superior a de outras espécies cultivadas no Brasil (SILVA et al.,2005). Sua madeira é
considerada leve e féacil de trabalhar, além de possuir o dobro de celulose em relagdo a
quantidade de lignina (61,52% para 31%) (TRUGILHO et al., 2003). Porém, a quantidade de
lignina com unidades guaiacil € relativamente alta quando comparada com a espécie
Eucalyptus globulus (Figura1l) (TRUGILHO et al., 2003).

A espécie Eucalyptus globulus também é cultivada no Brasil, possuindo uma madeira
rigida com o caule longo e fino e com as propriedades mais adegquadas para producéo de papel
e celulose. Como por exemplo, a facilidade de cozimento e branqueamento da polpa, pois o
polimero de lignina nesta espécie € composto principamente por unidades siringil (Figura 1)
(NETO et al., 2005).
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Figura 1. Percentual de unidades siringil, guaiacil e hidroxifenil na madeira de E. grandis e E. globulus. Em
branco, percentua de siringil, em cinza, guaiacil e em preto, hidroxifenil. Adaptado de Neto et al.,
2005.
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Outra grande vantagem da utilizacdo da madeira de E. globulus para a producéo de
papel reside na menor quantidade de madeira necesséria para obtencéo da celulose, 25% a
menos de madeira, 3m®, para a producdo de 1 tonelada de celulose em comparacéo com a
madeira de E. grandis. Para E. grandis s80 necessérios cerca de 3,90m° de madeira para a
producdo de uma tonelada de celulose (NETO et al., 2005). Além disto, as fibras de celulose
obtidas da madeira de E. globulus geralmente sdo mais densas e flexiveis que as de E.
grandis, favorecendo a remocéo de lignina durante o processo de branqueamento da polpa de
papel. Desta forma, o custo de producdo do papel a partir da madeira de E. globulus € menor
devido a economia de energia e produtos quimicos utilizados neste processo. (NETO et al.,
2005).

A espécie Corymbia citriodora antes Eucalyptus citriodora, também foi introduzida
no Brasil, no entanto € pouco utilizada na producdo de papel e celulose por possuir madeira
densa, pesada e resisténcia mecanica elevada, além de possuir grande quantidade de lignina
guaiacil em sua parede celular (NETO et al., 2005). Sua madeira é usada na fabricacéo de
mobiliario de utilidade geral, cabos de ferramentas, utensilios, assoalhos, embarcacbes e
também na construcéo civil. Suas folhas sdo utilizadas para a producdo de 6leos essenciais e
produtos para sauna. O ritmo de crescimento e o rendimento volumétrico sdo, geramente,
inferiores, quando comparados aos de E. grandis, E. globulus e E. urophylla (REVISTA
MADEIRA, 2003).

Assim como E. grandis e E. globulus, outras espécies de eucalipto como Eucalyptus
saligna, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus robusta, Eucalyptus tereticornis e Eucalyptus
camaldulensis sdo cultivadas no Brasil para vérios fins, inclusive para producéo de papel e
celulose (FOELKEL et al., 1975). A madeira de E. urophylla é utilizada desde a construcéo
civil até na producéo de papel e celulose (FERREIRA, 1979). Possui enorme potencia de
crescimento em tempo curto e grande resisténcia ao atague de fungos (FOELKEL et al.,
1975). Como E. grandis e E. urophylla sdo mais adaptadas as condi¢des ambientais do Brasil,
clones dlite de hibridos destas duas espécies sdo gerados e utilizados pela industria de papel e
celulose, devido a qualidade da madeira, rgpido crescimento e grandes volumes de madeira
produzidos (SILVA et al.,2005).

1.2 - Composicéo da parede celular vegetal

A parede celular dependendo de sua constituicdo pode ser classificada em parede

primaria ou secundaria. A parede celular primaria contém basicamente celulose e
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hemicelul oses, enquanto a parede celular secundéaria presente nas células do tecido vascular, €
constituida por lignina, proteinas e compostos pécticos presentes na lamela média (espaco
formado entre duas células vegetais adjacentes), além de celulose e hemiceluloses (Figura 2)
(SOMERVILLE et al., 2004). As hemiceluloses sdo polissacarideos constituidos por
mondmeros de pentosanas, hexosanas e &cidos urdnicos. As hemiceluloses encontram-se
intercaladas as microfibrilas de celulose dando elasticidade e impedindo o contato entre os
dois polissacarideos (SOMERVILLE et al., 2004).

A celulose, o principal componente da parede celular vegetal, € um polissacarideo
congtituido por mondémeros de glicose unidos através de ligagbes glicosidicas do tipo -1,4
formando filamentos lineares (Figura 3). Os filamentos associados formam as micelas que,
por sua vez, se unem formando as microfibrilas, estas se organizam em feixes maiores, as
macrofibrilas, constituindo o arcabouco da parede celular primaria (WILLIAMSON et al.,
2002).
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Figura 2. Estrutura representativa das paredes celulares primaria e secundéria de uma célula vegetal mostrando

0s principais componentes estruturais. Adaptada de Somerville et al., (2004).
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Figura 3. Estrutura da molécula da celulose formada a partir de ligagGes entre mondmeros de glicose.
Modificado de Alberts et al., 2002.

1.2.1 - Lignina: estrutura e biossintese

A capacidade de sintetizar lignina foi uma grande adaptacéo evolutiva para as plantas
possibilitando a conquista do ambiente terrestre (BOERJAN et al., 2003). Este composto
oferece suporte e sustentacéo as plantas, auxilia no transporte de solutos no sistema vascular,
impede a perda excessiva de agua pela transpiracdo, bem como auxilia na protecdo da planta
contra o ataque de patégenos. A lignina é composta por & coois denominados monolignéis ou
fenilpropandides sintetizados na via metabolica dos fenilpropanodides. A biossintese destes
mondmeros € iniciada pela desaminagdo do aminoacido fenilalanina resultando na formacéo
dos &coois ou fenilpropandides, p-coumaroil, coniferil e sinapil (DIXON et al., 2001;
ANTEROLA & LEWIS, 2002), que diferem apenas na metoxilagéo nos carbonos C3 e C5 do

6. § 4.

Alcool Coniferil Aleool p-coumaril Alcoal Sinapil

anel aromético (Figura4).

Figura 4. Congtituintes da lignina. Fonte: Boerjan et al., 2003.

Para a formac&o do polimero de lignina estes alcoois sdo ligados através de reactes de
desidrogenacéo estabelecendo ligagbes covalentes carbono-carbono (Figura 5), este processo
€ denominado lignificacdo (BOERJAN et al., 2003) e € iniciado pelo transporte dos
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monoligndis do citoplasma para a parede celular (SANTANA et al., 2006). Quando
incorporados ao polimero de lignina os &coois p-coumaroil, coniferil e sinapil sdo
denominados unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente (Figura
6).

A complexidade estrutural das ligninas, relacéo siringil/guaiacil, depende das ligagdes
formadas entre as unidades constitucionais, monoligndis, durante o processo de polimerizagdo
(MICIC et al., 2002). A composi¢ao do polimero de lignina (constituicéo por mondmeros H, S
e/ou G) e a quantidade de lignina depositada na parede celular secundéria sdo influenciadas
pelo ambiente, pelo estagio de desenvolvimento da planta, sua espécie, assim como o tipo

celular.
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Figura 5. Estrutura da lignina proposta por Adler (1977).

Em angiospermas a lignina & formada principalmente por unidades G e S, com tragos
de unidades H, enquanto em monocotileddneas, a quantidade de unidades H é maior
(BOERJAN et al., 2003). As madeiras podem ser classificadas em dois tipos, madeira mole e
madeira dura, e esta classificagdo baseia-se na composicéo da lignina, reflexo do percentual
de siringil e guaiacil. A lignina de madeiras consideradas moles € composta por 90% de
unidades siringil e a lignina das madeiras duras € composta de quantidades aproximadamente
iguais de siringil e guaiacil. A lignina tem um papel crucia na protegdo natural da madeira,
pois grandes quantidades de lignina e a presenca de lignina guaiacil promovem uma maior
protecdo natural (DANIEL, 2003), evitando a entrada de patdgenos no sistema vascular da
planta.

A sintese dos monoligndis é realizada a partir da conversdo do acido chiquimico nos
aminoécidos arométicos fenilalanina e tirosina que sdo os precursores dos acoois p-
coumaroil, coniferil e sinapil, sendo que, a tirosina é o precursor primério de lignina em
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gramineas (IlYAMA et al., 1993), enquanto a fenilalanina € o precursor primario da lignina
em angiospermas. Os dois aminoacidos para formar os ésteres de acidos fenil propandides que
posteriormente serdo convertidos aos mondémeros de lignina, sofrem sucessivas oxidacoes e
metilagdes (MICIC et al.,2002) (Figura 6).

O primeiro passo para a produgdo de lignina siringil é a conversdo de feruloil CoA a
coniferaldeido, reacdo catalisada pela enzima CCR (Cinamoil CoA redutase). Para a
biossintese de &cool coniferil, o coniferaldeido é reduzido pela CAD (Cinamil &cool
desidrogenase) (Figura 6). A biossintese de alcool sinapil envolve a hidroxilacdo do carbono
C5 do anel aromético do coniferaldeido pela enzima F5H, seguida pela metilacdo do grupo
hidroxil pela COMT e a subsequente reducéo pela CAD, levando a producdo de acool sinapil
(Figura 6) (LI et al., 2003; BOERJAN et al., 2003), que por sua vez, € utilizado na formacéo
de lignina siringil. Algumas das enzimas da via dos fenilpropandides tém sido descritas como
criticas no controle da composicéo de lignina nas paredes celulares vegetais, principa mente
no percentual relativo de p-Hidroxifenil, guaiacil e siringil (ANTEROLA E LEWIS, 2002).

1.3 - A Producéo de papel ealignina

Para se obter a celulose a ser utilizada na producdo de papel, a matéria-prima (troncos
ou talos herbaceos) deve ser limpa e descascada e depois submetida a trituracéo mecanica em
maguinas de laminas multiplas. Em seguida, visando a obtencdo de fibras de celulose com
alto grau de pureza, o material triturado € submetido ao processo de tratamento quimico para
a eliminagdo da lignina e dos demais compostos ligados as fibras de celulose. No Brasil, o
processo de producdo de polpa quimica mais difundido é o processo kraft, que envolve o
cozimento da madeira com uma solucdo contendo hidroxido e sulfeto de sodio, em
temperaturas em torno de 160°C para retirar as fibras de lignina e dos demais compostos
associados as fibras de celulose (BRASILEIRO et al, 2001). Posteriormente, o produto €
lavado, depurado e submetido ao processo de branqueamento. Os métodos de branqueamento
mais utilizados séo o CCF (Elemental Chlorine Free) e TCF (Totally Chlorine Free), que
utilizam reagentes a base de cloro (cloro, diéxido de cloro, hipoclorito de sodio)
(BRASILEIRO et al., 2001).

Estes produtos quimicos sdo necessarios para se obter a polpa de celul ose praticamente
pura e conseqiientemente um papel de boa qualidade. No entanto, o uso destes quimicos, aém
de gerar um problema de acimulo e descarte de rejeitos toxicos ao meio ambiente, possuem

um ato custo. Desta maneira, a reducdo do uso destes para a retirada de lignina e
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brangueamento da polpa de celulose € crucial para minimizar estes problemas pelas industrias
de papel e celulose (BRASILEIRO et al., 2001).
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Figura 6. Via biossintética proposta para a formacdo dos monolignéis guaiacil, siringil e hidroxifenil. As
interrogacdes representam 0s passos enziméticos ainda ndo elucidados. Modificado de Morreel et
al., 2004.

O conhecimento da relagdo siringil/guaiacil (S/G) na estrutura da lignina tem
implicacOes diretas em processos industriais de producéo de papel e celulose, pois a relacéo

entre estes acoois pode favorecer o processo de deslignificacdo da madeira (polpacéo), assim
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como o brangueamento. A lignina constituida por unidades siringil, por ndo possuirem o
carbono reativo C5 disponivel para reacdo na etapa de polimerizacdo, apresenta estrutura
guimica menos resistente e, conseqlientemente, mais favoravel a dedignificacdo. Ja alignina
guaiacil, por possuir o carbono reativo C5 disponivel, gera maior nimero de ligacOes
covaentes na estrutura da lignina, tornando-a mais resistente e menos favoravel a
dedlignificagéo.

Para as industrias produtoras de papel, a madeira considerada com qualidade para tal
fim, deve possuir grande quantidade de celulose e menor quantidade de lignina guaiacil. A
espécie utilizada deve ter grande produtividade florestal na relacdo tonelada de
celulose/hectare e reducdo no consumo especifico da madeira, ou sgja, na relacdo m® de

As fibras curtas de celulose das espécies de Eucalyptus emergem como uma
alternativa as fibras longas, caracteristicas de Pinus spp, que sdo utilizados para a producéo de
papel jornal, por exemplo. A parede celular composta por celulose de fibras curtas possui
maior numero de fibras, um alto grau de opacidade, e sGo mais faceis de serem desagregadas
da lignina e dos compostos pécticos. Desta forma, facilitam o processo de branqueamento,
garantindo a formagdo homogénea do papel (PEREIRA et al., 2000).

1.4 - Enzimas da via delignificagcdo e a qualidade da madeira

4- coumarato CoA ligase (4CL)
A enzima 4CL (EC: 6.2.1.12), catalisa a formagdo de tioesteres CoA dos &cidos
hidroxicindmicos p-coumarico, caféico, ferdlico e hidroxifertlico, em uma reacdo em dois
passos que envolve a hidrélise de uma molécula de ATP (Figura 7). Estes tioésteres séo

substratos para uma série de reacdes na via de sintese de fenilpropandides (ALLINA et al.,

1998).
Q. .0 U .G-CoA
OH CH

p-coumarato p-coumaroil CoA

Figura 7. Reagéo catalisada pela enzima 4-coumarato CoA ligase. Modificado de Dean, 2005.
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Isoformas da enzima 4CL ja foram descritas na literatura para diferentes espécies de
plantas e véarios estudos tém demonstrado que estas isoformas possuem funcdes fisioldgicas
distintas. Trés isoformas de 4CL denominadas At4CL1, At4CL2 e At4CL 3 ja foram descritas
em Arabidopsis thaliana. Estudos de cinética enzimatica e filogenia molecular demonstraram
gue as enzimas At4CL1 (A. thaliana 4CL 1) e (A. thaliana 4CL 2) At4CL2, parecem estar
envolvidas na sintese de lignina, enquanto At4CL 3 esta envolvida na formacdo de flavondides
(Ehlting et a., 1999). Assim como para A. thaliana isoformas de 4CL também ja foram
descritas para Populus tremul oides que possui duas formas, denominadas Pt 4CL1 e Pt 4CL2.
Harding et al., (2002) demonstraram a expressao diferencial destas enzimas em xilema e folha
desta espécie e realizaram experimentos de caracterizacdo cinética na presenca dos substratos
acido 4-p-coumarico (PA), écido caféico (CA) e acido ferdlico (FA). A isoforma Pt 4CL1
altamente expressa no metaxilema e em células em lignificacdo, na presenca dos trés
substratos (PA), (CA) e (FA), apresentou maior afinidade pelo acido caféico. Este substrato
age como um potente inibidor competitivo da 4CL1 em ensaios enziméticos contendo os trés
acidos como substrato, demonstrando que o produto formado neste caso depende da
concentracdo relativa dos trés acidos potenciais substratos para esta enzima. A Pt 4CL2 é
expressa na epiderme e em folhas em expansdo e apresenta maior afinidade pelo acido p-
coumérico. Com base em dados de expressdo e de especificidade, Harding e colaboradores,
(2002) sugeriram que a Pt4CL 1 e a Pt4CL 2 possuem fungdes fisiolOgicas distintas: a primeira
direciona fenilpropandides para a sintese de lignina e a segunda para a sintese de flavondides.
Desta forma, estas enzimas podem estar relacionadas com o fenétipo de teor de lignina
diferenciado para cada um destes tecidos.

Trabalhos pioneiros com enzimas da via de sintese de lignina demonstraram a
modificacdo da madeira de P. tremuloides com a reducéo da expressdo do gene pt4cll. A sub-
expressao deste gene em P. tremuloides leva a reducdo de lignina em torno de 45% ao mesmo
tempo em que proporciona um aumento de 15% nos niveis de celulose (HU et al., 1999). Li e
colaboradores (2003) demonstraram que arvores de P. tremuloides transformadas com
construcdes antisense de 4cl (gene que codificaa4CL 1) e sense de cald5H (gene que codifica
a enzima coniferaldeido 5-hidroxilase ou F5H), apresentam aumento da relacdo
siringil/guaiacil na composicdo da lignina. Estas construgbes foram utilizadas na
transformac&o de P. tremuloides gerando &rvores que expressavam um, ou 0s dois transgenes.
Arvores transgénicas com a construcdo antisense da 4CL apresentaram reducdo de
aproximadamente 40% no conteldo de lignina e incremento de 14% na quantidade de

celulose. Estes resultados sugerem mudangas de grande importancia no contetido da lignina,
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podendo promover a diminuicdo da utilizacdo de quimicos no processo de polpacdo de
arvores com estas caracteristicas melhoradas, ja que, unidades siringil sGo mais faceis de

serem desagregadas e removidas das fibras de celul ose.

Acido cafeico metiltransferase (COMT)

A enzima COMT (EC 2.1.1.6), aternativamente chamada 5-hidroxiconiferaldeido O-
metiltransferase  (Ald-OMT), catalisa preferencidmente a metilacdo de 5-
hidroxiconiferaldeido a sinapaldeido na biossintese de monoligndis, principamente do
monolignol siringil (LI et al., 2003) (Figura 8).

Experimentos visando a sub-expressdo (“downregulation”) de COMT em diversas
espécies tém sido realizados desde 1994. Em alfafa, NI et al., 1994 observaram que a sub-
expressdo do gene de COMT, leva a reducdo dos niveis de lignina siringil, no entanto ndo se
observa modificagdo nas concentragcbes de lignina guaiacil. Resultados similares foram
encontrados para damo (Populus spp), tabaco (Nicotiana tabacum) e milho (Zea mays)
(revisado por ANTEROLA & LEWIS, 2002; PIQUEMAL et al., 2002). Da mesma forma,
essa diminuicdo do teor de lignina siringil, pode ter alterado a capacidade de regeneracéo do
tecido vascular da planta, enfraguecendo-a e tornando-a mais suscetivel ao atague de
patdgenos (NI et al., 1994; Huang et al., 1999).

Ferulato-5-hidroxilase (F5H)

Também chamada coniferaldeido 5-hidroxilase (Cald5H) (E.C. 1.14.13.), catalisa a
hidroxilag&o do &cido ferdlico (FA), coniferaldeido e acool coniferil levando a biossintese da
lignina siringil a partir do acido ferdlico (KIM, et al, 2006) (Figura 8). Esta enzima ja foi
descrita para A. thaliana, e o gene identificado foi denominado cyp84 (Chapple et al., 1992).
Estudos do efeito da super-expressdo deste gene foram examinados na determinacéo dos
componentes siringil e guaiacil em A. thaliana. As plantas transgénicas apresentaram

decréscimo de lignina guaiacil e aumento de lignina siringil (Meyer et al., 1998).
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Figura 8. Reacles catalisadas pelas enzimas F5H (Cald5H) e COMT (Ald-OMT), envolvendo a hidroxilagdo do
aldeido coniferil e metilagdo de 5 hidroxiferulato (Modificado de Li et al, 2003).

Sendo assim, as enzimas descritas até este item possuem importante papel no controle
da guantidade de lignina e arelacéo siringil/guaiacil na parede celular de células do xilema de
P. tremuloides e A. thaliana (FRANKE et al., 2000).

Cafeoil CoA - metiltransferase (CCoOAOMT)

A enzima CCoAOMT (E.C. 2.1.1.104) pertence a uma classe de enzimas gque Sa0
denominadas O-metiltransferases (OMT’s) e estd envolvida na biossintese de lignina
catalisando a metilagdo de cafeoil CoA aferuloil CoA e de 5- hidroxiferuloil CoA a sinapoail
CoA (Figura9).

Pavarthi e colaboradores, em 2001 realizaram estudos cinéticos in vitro demonstrando
a maior afinidade da CCoOAOMT pelo substrato 5- hidroxiferuloil CoA (Figura 9). No
entanto, ndo foram ainda descritos na literatura fatores que possam levar a maior afinidade por
este substrato.
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Figura 9. Reacdes catalisadas pela CCoOAOMT, tendo como substratos os tioésteres cafeoil e 5-hidroxiferuloil
CoA, A seta pontilhada enfatiza a possivel seletividade de substrato. SAM (S-adenosil L-
metionina) é o doador do grupo metil em ambos os casos (Modificado de Ferrer et al., 2005).

Esta enzima jafoi isolada e caracterizada para diferentes plantas, incluindo Medicago
sativa (alfafa), alamo, Pinus taeda (Pinheiro) e tabaco (revisado por ANTEROLA & LEWIS,
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2002). Plantas transgénicas de tabaco transformadas com uma construcdo anti-senso de
CCOoAOMT, apresentam reducdo nos niveis dos monolignois guaiacil e siringil e grande
alteracdo em seu desenvolvimento (Zhong et al., 1998; Pincon et al., 2001). Ja em
experimentos similares conduzidos para alfafa, CCOAOMT sub-expressa s reduziu os niveis
do monolignol guaiacil (Guo et al., 2000). Em estudos do nivel de expressdo dos genes que
codificam tal enzimaem E. grandis, E. globulus e E. urophylla, Santos, 2006 sugere que altos
teores de lignina siringil estdo relacionados com o aumento do nivel de expressdo de
CCoAOMT. A super-expressdo do gene codificante desta enzima leva a0 aumento na

producéo de compostos feruloil que so convertidos em vérias etapas a unidades siringil.

Além da funcdo de biossintese de monoligndis para aformacéo de lignina, esta enzima
esta diretamente relacionada com a funcéo de defesa das plantas. Aumentando a formacéo de
polimeros fendlicos como o siringil e guaiacil, que se associam a parede celular das plantas

superiores e possibilitam o reforco das paredes celulares contra 0 ataque de patégenos.

Cinamoil CoA redutase (CCR)

A enzima CCR (E.C: 1.2.1.44) € NADPH dependente e catalisa a conversdo de p-
coumaroil CoA, feruloil CoA e sinapoil CoA em seus aldeidos correspondentes (PICHON et
al, 1998) (Figura 10), no primeiro passo especifico na sintese dos monémeros de lignina.

A CCR também pode ser encontrada em mais de uma forma nos tecidos vegetais. Em
A. thaliana e em milho foram descritas duas formas denominadas AtCCR1 eAtCCR2,
ZmCCR1 e ZmCCR2, respectivamente (Pichon et al., 1998; JONES et al.,2001). No entanto,
foi demonstrado que apenas uma das isoformas encontrada para cada uma das espécies esta
envolvida na via de lignificacdo. Através de estudos baseados em homologia de seqiéncias
foram identificadas 8 possiveis CCR em bancos de dados de sequiéncia de diversas espécies,
com similaridade de mais de 40% com AtCCR1.

Entretanto, em eucalipto, damo, tabaco e pinheiro, foi encontrado somente 1 gene
relativo & CCR (ANTEROLA & LEWIS, 2002). Deste fato, pode-se considerar que se
isoformas distintas existem especificamente relacionadas a composicéo da lignina G/S, G, S
ou H em diferentes tipos celulares, ou estas sdo codificadas por genes com baixa homologia,
OU 0S genes sd0 expressos transientemente sendo, portanto, de dificil deteccdo (ANTEROLA
& LEWIS, 2002).
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Figura 10. CCR catalisa a conversdo de vérios ésteres cinamoil CoA a seus respectivos coniferaldeidos paraa

formagdo dos mondmeros de lignina (extraido e modificado de Li et al., 2005).

A sub-expressdo do gene da CCR através da estratégia de RNA interferente (RNAI)
em A. thaliana levou a reducéo de 50% da quantidade de lignina total, acompanhada pela
mudanca na composicdo e estrutura da mesma, com a incorporacdo de acido ferdlico na
parede celular (GOUJON et al., 2003). Em tabaco e mutantes de Arabidopsis irx4 foi
observada somente a reducdo nos niveis de lignina em 50%, porém, houve um aumento
significante da suscetibilidade a stress mecénico (revisado por ANTEROLA & LEWIS, 2002
e BOERJAN et al., 2003).

A CCR também atua com outras enzimas da via de lignificacdo para a formagdo de
monoligndis. Estudos in vitro, demonstraram que para P. tremuloides a CCR Xxilema-
especifica, possui maior afinidade e especificidade pelo substrato feruloil CoA. A atividade da
enzima foi testada na presenca dos substratos, p-coumaroil CoA, feruloil CoA, Cafeoil CoA,
Sinapil CoA e 5-hidroxifenil CoA, tendo como resultado, maior afinidade pelo substrato
feruloil CoA, aém de atuar como um inibidor competitivo dos demais ésteres. Através de
experimentos de cinética enzimética combinando a agdo das enzimas CCOAOMT que catalisa
aconversdo do substrato cafeoil CoA em Cafealdeido e feruloil CoA, ea CCR, foi detectada a
producdo de coniferaldeido, sugerindo entdo que, CCR e CCoOAOMT podem atuar em
sinergismo (L1 et al., 2005). Estudos de Baghdady e colaboradores (2006) reforcam a agdo em
sinergismo de enzimas da via de sintese de lignina, demonstrando que os genes CAD2 e CCR
de Eucalyptus gunnii, quando expressos em A. thaliana séo expressos de maneira coordenada

em xilema primario e secundério, por estarem ativos em células em processo de lignificacao.
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Cinamil alcool desidrogenase (CAD)

A CAD (E.C. 1.1.1.195) catalisa a reducéo dos aldeidos hidroxicindmicos p-coumaril
coniferil e sinapil nos respectivos acoois hidroxicinamicos, ou monoligndis, 0s precursores
monomeéricos da lignina (HAWKINS et al., 1997). Esta enzima ja foi purificada de xilemas
de diferentes espécies de plantas (HALPIN et al., 1992; OMALLEY et al., 1992), inclusive
de xilema de Eucalyptus. Para Eucayptus foram encontradas 2 isoformas, denominadas
CAD1P e CAD2P (HAWKINS & BOUDET, 1994), sendo o mRNA correspondente
altamente expresso (GRIMA-PETTENATI et al., 1993).

Em angiospermas, a CAD pode ser encontrada em diferentes isoformas, caracterizadas
pelas diferencas na afinidade e especificidade pelos substratos, aldeidos hidroxicinamicos, a
maioria apresentando maior afinidade pelo adeido sinapil (Wyrambik & Grisebach, 1975).
Acredita-se que estas isoformas, como as 4CL, possam atuar tanto na sintese de lignina,
quanto na formacdo de compostos de defesa. A afafa possui duas isoformas de CAD
(MsaCAD1 e MsaCAD?2), ambas atuam na biossintese de lignina (Brill et a., 1999), e
possuem 50 e 77% de similaridade de sequéncia com uma CAD de eucalipto (pEUCAD?2)
presente em Xilema em desenvolvimento. Comparando as sequéncias das CAD descritas para
dlamo (PtSAD e PtCAD) com a de eucdipto (pEUCAD?2), foram observadas identidades de
54 e 80%, respectivamente (GRIMA-PETTENATI et al., 1993). Para A. thaliana foram
identificadas 16 proteinas ssimilares a CAD (revisado por ANTEROLA E LEWIS, 2002),
destas, a grande maioria ainda ndo foi caracterizada quanto as propriedades cinéticas. Estudos
envolvendo a sub-expressdo da CAD em diferentes espécies de plantas, mostraram efeitos
deletérios na lignificagdo em termos de suprimento dos monémeros siringil e guaiacil e
acumulo dos substratos cinamal deidos (Cafeladeido, coniferaldeido, 5-hidroxiconiferaldeido e
sinapaldeido) (BAUCHER et al., 1998.).

Estes estudos demonstram a importancia de enzimas da via de sintese de lignina e que
a super-expressao ou sub-expressdo destas pode interferir na qualidade da madeira, gerando
plantas com um teor aumentado de lignina siringil (com fécil remocdo no processo de
brangueamento). Estes resultados geraram uma diminuic¢&o da lignina guaicil, ou com nivels
diminuidos de lignina, bem como propiciaram um aumento dos niveis de celulose, como
descrito por LI e colaboradores em 2003.

Enquanto a via de sintese de lignina vem sendo amplamente estudada, a descricéo da
via de sintese de celulose ainda esta em fase inicial. A estratégia para alcancar maior
conhecimento sobre genes rel acionados a esta e outras vias metabdlicas em érvorestem sido o

uso de espécies modelos como Arabidopsis sp. Sabe-se hoje, que neste género, podem ser
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encontrados cerca de 10 genes gque codificam a celulose sintase, primeira enzima na etapa da
sintese de celulose, 0 csa, e a0 menos 6 familias de genes “Cellulase sintase-like” (cdl), que
sd0 relacionados aos csa, tanto na formagdo de parede celular primaria, quanto da secundaria
(KALLURI & JOSHI, 2004). Porém arelacdo entre o aumento de celulose e a diminuigdo dos
niveis de lignina ainda ndo foram elucidados, pois apesar da caracterizacdo de genes davia de
producéo de celulose, ainda ndo se conhece todas as proteinas envolvidas, assim como 0s
fatores reguladores de sua expressdo (STERKY et al., 2004).

1.5 - Biotecnologia e a producéo de papel

Varias aternativas tém sido propostas visando a modificacdo quimica da madeira para
obtencdo de madeira adequada ao uso para producdo de papel e celulose, sem aterar a
resisténcia da planta ap atague de patégenos e pragas. A principal ferramenta € o
melhoramento florestal, que é de uso muito comum em grande parte das espécies cultivadas
no Brasil. Particularmente, na cultura de eucalipto, 0 melhoramento ganhou tamanha
proporcdo que atualmente, florestas clonais a partir deste melhoramento, constituem grande
parte nas indUstrias que utilizam a madeira para diversos fins, principamente na polpa
celuldsica, carvéo e serraria.

O melhoramento de plantas consiste basicamente em modificar seu patrimonio
genético, com a finalidade de obter variedades, ou hibridos, capazes de apresentar 0 maior
rendimento possivel, com produtos de alta qualidade e capazes de se a adaptar as condicoes
de um determinado ambiente, além de exibirem resisténcia as principais pragas e doencas.
Desse modo, a variabilidade genética existente na populacdo de melhoramento é a matéria
prima sobre a qual s&o realizados processos de selecéo e recombinacdo (TONELLO, 2006).

O método classico de melhoramento de plantas baseia-se no cruzamento entre duas
variedades, de maneira a promover uma recombinacdo de caracteres (hibridagdo), com a
finalidade de aumentar a variabilidade génica. Nas geracOes seguintes, faz-se uma selecéo dos
individuos portadores de caracteres desgjaveis. As plantas da progénie com caracteristicas

desgjaveis sdo eleitas ao longo de varias geracfes, que por suavez, sdo entdo clonadas.

O completo entendimento das propriedades quimicas da madeira, incluindo a via de
biossintese de lignina e celulose em niveis bioquimico e molecular, relacionado ao
conhecimento de propriedades fisicas da madeira, como a espessura da parede celular, na

determinacdo de quantidade de lignina e o angulo das fibras de celulose, podem contribuir
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para a geracdo e sucesso de producdo de progénies com potencial uso nos mais diversificados
setores, principal mente na producéo de papel e celulose.

1.6 - Protedmica vegetal

A andlise de proteomas ou protedmica de tecidos vegetais aliado a gendbmica funcional
€ uma importante ferramenta em estudos de padréo de expressdo de proteinas em diferentes
condicdes, assim como, sua caracterizacdo e localizacdo (EPHRITIKHINE et al, 2004). A
protedmica estrutural dase pela caracterizagdo do proteoma total de um determinado
organismo, tecido, organela ou estrutura celular com a identificagdo do maior nimero
possivel de proteinas, enquanto a protedmica comparativa visa a identificacdo apenas de
proteinas diferencialmente expressas.

Estudos pioneiros de analise de proteoma estrutural e comparativo estdo sendo feitos
visando o entendimento do processo de formagcdo da madeira em éarvores de relevancia
econdmica, paralelamente aos esforcos de programas de sequenciamento gendémico em
colaboracfes inter-institucionais. Um exemplo sdo os trabal hos desenvolvidos com Pinus spp,
para a qual foram encontradas cerca de 1039 proteinas de xilema, das quais 67,9% foram
identificadas e 16,7% apresentaram homologia com outras proteinas nos bancos de dados
disponiveis (GION et al., 2005).

Na protedmica comparativa pode-se também avaliar a resposta de plantas ao ataque de
pragas e patégenos, neste caso 0 conjunto de proteinas expresso em plantas sadias é diferente
do conjunto de proteinas expresso em plantas na presenca das pestes e patdégenos (PECK et
al., 2001). Poucos estudos de protedmica estédo sendo desenvolvidos para plantas superiores, a
exemplo dos experimentos desenvolvidos em andlise de proteoma de xilemas de arvores,
como os redlizados para Pinus pinaster Ait (PLOMION et al, 2000) e Eucalyptus
(CELEDON et al., 2007). Através da andlise de proteoma em gel bidimensional em plantas
que apresentam possiveis mudancas na composicdo da parede celular por compressdo do
xilema. A compressdo do xilema ocorre quando uma arvore é deslocada da sua posicéo
vertical, sob o0 efeito de fatores externos, levando a formacdo de um lenho com estrutura
anatdbmica e composi¢do quimica bastante distintas. Essa madeira de reagdo, referida como
madeira de compressdo, € formada no lado inferior dos troncos inclinados das coniferas,
visando a suportar 0 peso da arvore -tronco e copa -bem como a possibilitar a reorientacéo
gradual do seu crescimento. Plomion e colaboradores (2000) analisaram 137 spots sendo que,

19% destes revelaram-se estar relacionados ao crescimento da planta, destacando também,
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duas enzimas relacionadas a via de lignificagdo (CCoOAOMT e COMT) superexpressas,
levando a parcial caracterizacdo protedmica de uma espécie submetida a stress mecanico. Em
estudos utilizando madeira de E. grandis CELEDON et al., (2007), obtiveram um total de 240
proteinas da regido cambial de E. grandis em trés estégios de crescimento (6 meses, 3 e 6
anos de idade). Para as plantas com 6 meses de idade foram identificadas 3 enzimas
envolvidas navia de lignificagdo COMT, CAD e PAL, incluindo grande padréo de expressao
de proteinas envolvidas no metabolismo de carboidratos, e aminoacidos, enquanto em plantas
com 3 anos de idade, foram encontradas duas CCoAOMT, indicando ndo sb a presenca de
isoformas da enzima no tecido, quanto o padrdo diferencial de proteinas em uma mesma
espécie em diferentes estégios de crescimento (CELEDON et al., 2007).

A separacdo de proteinas por eletroforese bidimensional possibilita a construcéo de
mapas estruturais utilizados no estudo de proteinas expressas em diferentes tecidos e
organismos, em diferentes condicbes e estdgios, fornecendo informagdes acerca do
crescimento e desenvolvimento da planta, permitindo a caracterizagdo quimicada mesma. Em
uma segunda etapa, estas proteinas devem ser identificadas, e esta identificagéo é realizada

através de andlises de espectrometria de massa e de bioinformatica (NATERA et al., 2000).

1.7 - Espectrometria de massa

A espectrometria de massa € uma técnica analitica utilizada desde o inicio do século
XX para obter a massa molecular e informagfes quanto as caracteristicas estruturais de uma
determinada amostra, fornecendo informaces sobre a composicdo elementar, a estrutura e
analises quantitativas e qualitativas das amostras (VEGA-BUSTILHOS, 2003). Na
espectrometria de massa, uma forma de energia € transferida para a amostra para causar sua
ionizacdo (formacdo de ions livres na fase gasosa). A figura 11 esquematiza o funcionamento
de um espectrometro de massa comum, onde uma proteina fragmentada € ionizada e lancada
por uma fonte de ions, o0 analisador de massas ird detectar a massa pela carga e um
processador irA gerar 0s mapas peptidicos ou PMF (Peptide Mass Fingerprint), ou,
dependendo do aparelho, pode-se gerar a sequiéncias destes peptideos analisados.
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Figura 11. Esquema mostrando o funcionamento de um espectrdmetro de massa para analise de proteinas.

Na identificagdo das proteinas, alguns programas (mencionados adiante), interpretam
os dados da fragmentac&o dos espectros e convertem esta informagdo em massas de peptideos
e/ou sequiéncias de aminoacidos, dependendo dos recursos do equipamento (SHEVCHENKO
et al., 2001). Os projetos de sequenciamento de genomas ou de geragéo de bancos de ESTs
(Expressed Sequences Tags) depositados em bancos de dados publicos ou privados geram,
cada vez mais, dados para a identificagdo dos resultados obtidos pela espectrometria de
massa. Esta andlise € redlizada através de programas que geram digestfes tedricas das
sequéncias depositadas nos bancos de dados simulando a acdo de uma protease especifica,
geralmente tripsina, gerando um mapa, denominado mapa peptidico. Os mapas gerados para a
fragmentac&o de cada proteina de cada genoma sdo comparados aos mapas peptidicos obtidos
por espectrometria. Os resultados desta comparagdo sd0 apresentados através da area de
cobertura da sequéncia da proteina depositada no banco pela massa caculada dos
aminoacidos presentes no peptideo, e do “score” que determinardo a similaridade da
“possivel” proteina.

Um dos programas mais Uutilizados para tais andisess € o MASCOT

sgja, sequenciamento de fragmentos de peptideos, pois comparam agora a partir de um
fragmento da sequiéncia protéica.

Todavia, € importante ressaltar que a protedmica tém sido eficiente na deteccdo de
proteinas envolvidas na expressdo génica, e esta pode ser Util na deteccdo de proteinas

envolvidas diretamente na sintese de lignina e celulose, bem como no controle destes
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processos. Porém, um banco de dados especifico para sequéncias codificantes das proteinas
de interesse da espécie analisada, é requerido para resultados mais acurados.

1.8 — Genolyptus e proteoma

Os estudos de proteomas totais ou comparativos tém sido descritos como importantes
ferramentas na identificacdo de proteinas cruciais na biologia e mecanismos de adaptacéo de
diferentes espécies de plantas. Além disto, esta abordagem pode ser utilizada na validacéo de
dados de seqgiienciamento gerados pelos projetos genoma. O projeto de genoma do eucalipto,
0 Genolyptus, foi iniciado em 2001, visando o0 seqiienciamento de genes expressos no xilema
e folha de diferentes espécies de eucalipto.

Na fase inicial deste projeto, foi obtido um grande nimero de “ESTS” (Expressed
sequence tags), ou sequiéncias parciais de genes expressos, caracterizando-o como importante
na geracdo de dados. Neste momento o0 projeto esta na fase pés-genémica de validacéo de
funcdo destes genes e também de estudos mais aprofundados de expressdo diferencial de
genes em espécies de eucalipto com diferentes teores de lignina e celulose, ou sgja, com
caracteristicas diferenciadas no que diz respeito a qualidade da madeira.

Neste trabalho, propde-se um projeto complementar ao projeto central de genoma do
eucalipto, Genolyptus, buscando utilizar e comparar os conhecimentos gerados neste projeto
no entendimento da biologia da sintese de madeira em E. grandis e E. globulus e C.
citriodora, com dados de andlises protebmicas de xilema. Tendo como objetivo principa o
estudo da génese da madeira em eucalipto. A andlise de proteomas de espécies de Eucalyptus
com fendtipos contrastantes no que se refere a qualidade da madeira podera levar a
identificacdo de proteinas diferencialmente expressas e conseqlentemente uma maior
compreensdo da via de lignificagc@o e sintese de celulose. Os dados gerados a partir de andlises
protedmicas poderdo fornecer grande informacéo acerca do processo de sintese de madeira
em Eucalyptus spp, permitindo o0 uso de técnicas ja estabel ecidas para a identificacdo de genes
envolvidos no controle genético da qualidade da madeira. Esta informacdo prontamente
disponibilizada as empresas produtoras de polpa de papel e celulose a partir da madeira de
eucalipto poderd ser utilizada em futuros esforcos na modificacdo das propriedades da
madeira para uso industrial ou outras caracteristicas, diminuindo, ou até mesmo eliminando o
uso de produtos quimicos na producdo de papel, que sdo prejudiciais a0 meio ambiente e

diminuindo o custo da producdo para empresas e finamente, para o consumidor.
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2 -HIPOTESE

As diferencas fenotipicas entre E. grandis e E. globulus no que se refere a qualidade
da madeira podem ser atribuidas em parte a uma diferenca no padréo de expressdo de
proteinas no xilema. Esta diferenca pode contribuir para as caracteristicas especificas de cada
uma das espécies como, por exemplo, o teor/composi¢ao da lignina e conteldo/caracteristicas
das fibras de celulose. Estas diferencas podem estar relacionadas com o nivel de expresséo

dos genes de proteinas reguladoras e de enzimas das vias de sintese de lignina e celul ose.
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3-OBJETIVOS

3.1- Objetivo geral:
O objetivo geral deste trabalho analizar proteoma comparativo de xilema de E. grandis e
E. globulus, na tentativa de identificar e correlacionar o conjunto de proteinas criticas para a
génese da madeira nestas arvores, ou proteinas diferenciais expressas no tecido, bem como
correlacionar seus padrbes de expressdo. Este entendimento facilitard a identificagdo de
proteinas associadas ao fendtipo de alto e baixo teor de lignina, assim como maior producéo

de celulose.

3.2 - Objetivos especificos
- Determinar o perfil de expressdo de proteinas no xilema de E. grandis e E. globulus por
2DE-PAGE
- Comparar o padréo de expressdo de pontos protéicos (“spots”) em comum entre xilema
E. grandise E. globulus.
- Identificacdo dos “spots” correspondentes as proteinas mais expressas e diferenciais

entre os diferentes tecidos e espécies de eucalipto.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Coleta das amostras

Amostras de xilema secundario e de folhas de Corymbia citriodora foram coletadas de
uma &rvore no campus da Universidade Catolica de Brasilia - Asa norte, Campus Il. Estas
amostras foram utilizadas para estabel ecimento e padronizacéo das metodologias de extragéo,
eletroforese bidimensional e espectrometria de massa, descritas abaixo (Figura 12). Uma vez
estabel ecidas as condi¢des experimentais para a andlise do proteoma destes tecidos, amostras
de xilema secundario de Eucalyptus grandis e Eucalyptus globulus foram coletadas de arvores
com 2 anos de idade. A amostragem foi realizada em arvores na plantacdo de eucalipto do
Pargque Florestal da Empresa Aracruz celulose, localizada na unidade do Guaiba - Rio Grande
do Sul, em novembro de 2006. As &rvores amostradas foram denominadas Eg para E. grandis,
Egl para E.globulus e Ec para C. citriodora.

Nas arvores amostradas, foram realizados cortes de 30 x 15 cm no tronco,
possibilitando a retirada da casca (Figura 13). Em seguida foi feita a raspagem do xilema
exposto, totalizando 3 amostras de xilema. As folhas de C. citriodora foram retiradas dos
talos para estabel ecimento do protocolo padréo. Os tecidos foram imediatamente congelados
em nitrogénio liquido e triturados em um liquidificador industrial. As amostras Eg, Egl e Ec
(Ccx para xilema e Ccf parafolha de C. citriodora), nomenclatura correspondente as arvores

amostradas, pulverizadas foram mantidas a -80°C até a realizacéo da extracéo de proteinas.

W
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Figura 13. Coleta de xilema secundério de E. grandis e E. globulus na unidade do Guaiba da empresa Aracruz

celulose.



4.2 - Extracdo de proteinas

Dois métodos de extracdo foram testados para ambos os tecidos, 0 método
TCA/Acetona descrito por Pionneau e colaboradores (1999) e o método de extracdo fendlica
descrito por Wang e colaboradores (2003), com algumas modificacdes.

4.3 - Extracéo acida (TCA/Acetona)

Para a extracdo utilizando o método TCA/Acetona foram utilizados 5,0 g de xilema e
folhas pulverizados como descrito no item coleta de amostras. O material foi distribuido em
20 tubos de 2 mL (0.25g para cada tubo), ressuspendido com 1.5 mL da solucdo TCA/acetona
(10:90) e incubado por 1 hora a -20°C para a precipitacdo das proteinas. Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 11.700 g a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado lavado 2 vezes com solucéo de 2-B-mercaptoetanol a 0,07% (p/v) em acetona e
centrifugados nas mesmas condigdes descritas acima. O precipitado foi seco no concentrador
avacuo (Microtube, modelo 5301) por 30 min. Em seguida, o precipitado de um dos tubos foi
utilizado na quantificacdo de proteinas extraidas de acordo com o método descrito por
Bradford (1976).

Para a andlise em gel bidimensional, 200 ug de proteinas dos precipitados das
extracOes foram ressuspendidas em 350ul do tamp&o de re-hidratacdo (“IEF buffer”),
composto por 8M de uréia, 2M de tiouréia, 2% (v/v) de CHAPS 0.5% (m/v) de anfalitos,
visando a solubilizacdo das proteinas. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
11.700 g a 4°C por 2 min. Ao sobrenadante coletado foi adicionado azul de bromofenal
(0.002% m/v), e esta mistura aplicada em tiras de gradiente de pH “strips” de 13 cm com
faixa de pH ndo linear (4-7). As tiras embebidas com as amostras foram incubadas por 12

horas a temperatura ambiente e posteriormente utilizadas para a andlise em gel bidimensional.

4.4 - Extracéo fendlica

Para o método de extracéo fendlica também foram utilizados 5 g de xilema e folhas
pulverizados. As amostras foram distribuidas em tubos de 2 mL (0.25 g em cada tubo),
ressuspendidas em 1,5 mL de acetona gelada, homogeneizadas por 30 s utilizando “vortex” e
centrifugadas a 11.700 g a 4°C por 5 minutos. Este procedimento foi repetido e os

preci pitados resultantes lavados com solugdo TCA/acetona a 10% (m/v) de 3 a4 vezes paraa
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remocdo de compostos secundarios. Para a remocéo do TCA, os precipitados foram lavados
com acetona 80% (v/v) gelada, 2 vezes. A cada lavagem, as amostras foram homogeneizadas
utilizando o “vortex” e centrifugadas como descrito acima. Apés a lavagem, o precipitado de
cada tubo foi ressupendido com 0,5 mL de tampé&o Tris-HCl pH 8.0 100 mM contendo 30%
de sacarose (m/v), 2% (m/v) de SDS, 5% (v/v) de 2-B-mercaptoetanol e 1% (m/v) de
polivinilpolipirrolidona (PVPP), homogeneizado por 30 s e sonicado por 20 min. Em seguida,
0.8 mL de fenol (pH 8.0) foi adicionado a mistura, homogeneizado no “vortex’’ e
centrifugado nas condi¢des descritas acima.

A fase fendlica de cada uma das extracBes foi coletada e transferida para outro tubo.
As fases fendlicas coletadas foram adicionados 1 mL de solugdo de acetato de aménio a 0,3
M em metanol. Estas misturas foram incubadas a -80°C para a precipitacdo de proteinas, apos
2 horas as misturas foram centrifugadas a 11.700 g por 10 min a 4°C, o sobrenadante obtido
foi descartado e o precipitado lavado duas vezes com acetona a 80% (v/v). A concentracdo de
proteinas nos precipitados foi determinada de acordo com o método descrito por Bradford
(1976). Os precipitados obtidos ao final do procedimento foram utilizados como fonte de
proteinas, para tanto 200ug de proteinas foram ressuspendidos com 350ul do tampéo de re-
hidratac8o, nas mesmas condic¢des descritas para 0 método de extracdo acida. O procedimento
de extragdo fendlicafoi realizado em triplicata técnica, ou seja, cadatriplicata do gel provinda
de uma extragdo diferente da mesma amostra, totalizando 12 extracOes para as arvores
amostradas. As extragOes foram denominadas EgQ 1, Eg 2 e Eg 3 para E. grandis; Egl 1, Egl 2,
Egl 3 para E. globulus e Ccx 1, Cex 2, Cex 3; Ccf 1, Ccf 2, Ccf 3 para xilema e folha

respectivamente de C. citriodora.

4.5 - Eletroforese bidimensional (2-DE)

Os perfis de proteinas das amostras de xilema extraidas (Egl, Eg2, Eg3; Egll, Egl2,
Egl3 e Ccx1, Ccx2, Cex3) e folhas de C. citriodora (Ccfl, Ccf2, Ccf3) foram analisados por
eletroforese bidimensional. Para as amostras de xilema e folhas de C. citriodora, tiras de
gradiente de pH (“strips”) de 13 cm com gradiente ndo linear de pH variando de 3 a 11
(Amersham biosciences cod 17-6003-75) foram embebidas por 14 horas em 350uL de tampé&o
de re-hidratacéo contendo 200pg de proteinas extraidas para cada um dos tecidos.

Para as amostras de xilema de E. grandis e E. globulus, tiras de gradiente de pH
(“strips”) de 13 cm com gradiente n&o linear de pH variando de 4 a 7 (Amersham biosciences
cod 17-6001-13) foram embebidas por 14 horas em 350uL de tampdo de re-hidratacéo
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contendo 200ug de proteinas extraidas do xilema de cada umas das espécies. A corrida da
primeira dimensdo foi realizada nas seguintes condic¢des: 500 V por 30 min, 1000 V por 30
min, 3500 V por 01h30min e 3500 V por 05h30min, com limite superior de corrente elétrica
de 3mA e potencial de 5W, a 15°C totalizando 8 horas de corrida, seguindo instrucdes do
fabricante (Amershan biosciences). Apés a focalizacdo isoelétrica, as “strips” foram estocadas
a-80°C até aredlizacdo da segunda dimensao.

Para a segunda dimens&o, as os géis de 12 dimensdo foram incubadas em tampéo de
equilibrio TrissHCI 50mM pH 8.8 contendo 6M de uréia, 30% (v/v) de glicerol, 2% (p/v) de
SDS, 0,002% (p/v) de azul de bromofenol e 2,5% (p/v) de iodoacetamida ou 1% (p/v) de
Ditiotreitol (DTT). Apds 15 minutos de incubacdo para cada solucdo, as “strips” foram
colocadas na parte superior da cuba de eletroforese em contato com o gel de poliacriamida a
12% (18 x 16 x 0,1 cm). O sistema foi vedado com solucéo selante contendo 0,25 M de Tris-
base, 1,92M de glicina, 1% (p/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0,5% (p/v) de agarose e
0,002% (p/v) de azul de bromofenol. A corrida eletroforética sob refrigeracdo a 20°C, foi
realizada a voltagem constante de 250 volts por 4 horas. Os géis foram corados com nitrato de
prata como descrito por Blum et al., (1987).

No total foram realizados 12 géis bidimensionais correspondentes as 12 extracOes

(triplicatas técnicas).

4.6 - Analise dasimagens

A digitalizacgo das imagens dos géis foi feita utilizando um “scanner” (“hp scanjet”
8290) com alta resolucdo. As imagens digitalizadas foram salvas em modo Tiff e anaisadas
no software Bionumericsv. 4.5 (Applied-maths).

Tanto os géis de xilema e de folha de C. citriodora (pH 3- 11), quanto os géis de
xilema de E. grandis e E. globulus (pH 4-7) foram realizados em triplicata, cada um
utilizando uma réplica técnica da extragao.

A busca nos géis bidimensionais por pontos que representam as proteinas e sao
denominados de “spots” foi feita de modo automatico com os seguintes parametros: 25 pixels
para “estimated spot size”, 3 pixels para “minimum spot size” e 75% para “spot contrast
enhancement”. Ap0s a deteccdo automatica, foram realizadas deteccbes manuais de “spots”
quando estes ndo foram reconhecidos pelo programa ou delegdes quando o programa
reconhecia erroneamente manchas ou bolhas como “spots’. Em seguida, os géis foram

sobrepostos para verificar a reprodutibilidade das extractes, onde e 0s “spots” sao encaixados
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de modo que fiquem ainhados a0 seu respectivo no segundo gel. Linhas de regresséo
baseadas no volume relativo dos “spots”, foram geradas com p<0.020 para avaliar a acurécia
da sobreposicéo, indicando também aqueles “spots” mais discrepantes, chamados “outliers”.
Esta sobreposicéo de imagens se da pela determinacdo dos pontos de referéncia, que sdo 0s
“gpots” em comum, mais intensos de cada amostra. Foram feitos célculos de residuo
considerando p<0.0001 para a determinacdo dos “outliers” nas amostragens intra-especificas.
O mesmo foi feito interespecificamente, entre E. grandis e E. globulus, para a determinacédo
das proteinas diferenciais e em comum. Para a determinacdo das massas moleculares e pontos
isoelétricos foram utilizados marcadores de massa molecular (Sigma-Aldrich MW: 12,000-
70,000) e ponto Isoelétrico (Amershan biosciences pl: 3-11 néo linear).

Os “spots” com volumes acima de 100.000, em comum e diferenciais em géis de E.
grandis e E. globulus, e os mais intensos em géis de folha e xilema de C. citriodora, foram
recortados dos géis e armazenados em tubos de 1.5mL para serem descorados, digeridos com

tripsina e utilizados nas andlises espectrométricas.

4.7 - Detecgao dos “spots” e identificacOes feitas por espectrometria de massa

A selecdo dos “spots” a serem analisados por espectrometria de massa foi feita em
funcdo dos valores de intensidade dos “spots”, pl e massa molecular. Sendo selecionados os
“gpots” com maior ou menor valores de intensidade e que apresentaram valores de pl e massa

molecular correspondentes aos de enzimas da via de lignificagdo (Tabela 1).

Tabela 1. Valores de pl e massa molecular de enzimas da via de lignificagdo em diferentes espécies de plantas.

48



Proteina Organismo MM (kDa) Pl

CCoAOMT Eucalyptus gunnii 29.91 5.01

CCoAOMT Arabidopsis thaliana 13.92 5.53

CCoAOMT Pinus taeda 29.14 5.44
CAD Eucalyptus globulus 38.8 5.66
CAD Arabidopsis thaliana 39.09 5.33
CAD Pinus taeda 25.73 6.5
4CL Eucalyptus calmadulensis 59.36 5.35
4CL Arabidopsis thaliana 53.11 4.96

4.8 - Preparacao dos “spots” para as analises de espectrometria de massa

Para as andlises de espectrometria de massa as proteinas de interesse foram
descorados, digeridos com tripsina e os peptideos resultantes purificados. Inicialmente, os
“gpots” selecionados foram descorados de acordo com Baghdady, et al. (2006). Para tanto os
“gpots” de interesse recortados dos géis foram transferidos para tubos de 1.5 mL e lavados
trés vezes com 1mL de agua destilada, deionizada estéril. Em seguida, foram adicionados a
cada tubo, 200ul de tiossulfato de sddio 100 mM e 200ul de ferrocianeto de potassio 30 mM,
esta mistura foi incubada a temperatura ambiente. Apds 20 min. os “spots” foram novamente
lavados trés vezes com agua destilada/deionizada estéril e finalmente lavados trés vezes com
200 ul de NH4HCO325mM em 50% (v/v) de acetonitrila.

As proteinas dos “spots” selecionados foram digeridas com tripsina (Trypsin Gold -
Promega sequencing grade, V528A, lote 216994), de acordo com Shevchenko et al., (2001).
Para a digestéo, os spots de interesse descorados foram lavados trés vezes com etanol 50%
(v/v), aos tubos contendo o “spots” foram adicionados 300ul de acetonitrila e estes foram
secos no concentrador a vacuo por 10 min. Posteriormente, foram adicionados 50ul de DTT
100mM em solugéo de bicarbonato de aménio (NH4HCO3) 100mM e incubados a 56°C. Apos
1 hora de incubagdo a solugdo foi removida e substituida por 50ul de iodoacetamina 55mM
em 100mM de NH4HCO;3 por 45 min em temperatura ambiente. Apds a remocdo do
sobrenadante, os spots foram lavados 2 vezes com 100ul de NH4HCO3 100mM, desidratados
pela adicdo de 100ul de acetonitrila e secos em um concentrador a vacuo. Em seguida, os
spots foram re-hidratados com 50 pl da solucéo de tripsina (600 ng de tripsina em 50 mM de
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NH4HCO; e 5 mM de CaCl2). Em seguida, o sobrenadante foi substituido pela mesma
solugdo sem tripsina (50 mM de NH4sHCO; e 5 mM de CaCl,) eincubados durante 14 horas a
37°C.

Apobs 14 horas os tubos contendo as proteinas dos “spots” digeridas com tripsina
foram incubados em um sonicador por 10min. Em seguida, foram adicionados aos tubos 40ul
de &gua destilada/deionizada estéril e novamente incubados no sonicador. Ap6s 10 min. de
incubacdo adicionou-se 40ul de Acetonitrila/H,O/TFA (66:33:0.1; v/v/v) a cada tubo, que
foram novamente incubados no sonicador. Passados 15 min, o sobrenadante foi coletado e
transferido para outro tubo limpo, e 0 mesmo procedimento de lavagem, foi repetido mais
uma vez. Por fim, os sobrenadantes resultantes das lavagens, foram reunidos no mesmo tubo
para cada amostra e concentrados a vacuo por aproximadamente 1 hora.

4.9 - Espectrometria de massa

Os peptideos extraidos de xilema e folha de C. citriodora e xilemas de E. grandis e E.
globulus foram analisados utilizando a técnica de espectrometria de massa de acordo com
Henzel et al., (1993). As amostras foram preparadas para analise em um espectrdometro do
tipo MALDI-TOF/TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonizated Time of Flight-Time of
Flight) em um Ultraflex Il MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA).

As amostras concentradas foram ressuspendidas em 5ul de TFA 1%, e 2ul de cada amostra
foram separadas e adicionados 6ul de uma matriz composta por &cido sinapinico (em uma
solucéo dissolvida de acetonitrila/ TFA 0.1%; v/v). Em seguida, a solucéo foi homogeneizada
em um vortex e 0,5yl foi aplicado no ultraflex 11. As amostras foram secas em temperatura
ambiente e 0 espectrometro foi operado em modo linear para obtencdo das massas dos
fragmentos gerados pela tripsina e em modo refletido para re-fragmentacdo de ions para
sequenciamento “de novo”. Os ions das amostras foram submetidos a irradiacdo
automatizada, onde o laser foi operado com poténcia modulada (baixa para alta), com 200
tiros aleatdrios utilizando um método de procura hexagonal. Os espectros resultantes foram
analisados manualmente usando ambos os programas Pepseq e FlexAnalisis v. 2.4 (Bruker

Daltonics programs).
4.9.1 - Andlises das sequiéncias e mapas peptidicos
Os “spots” de interesse foram submetidos a espectrometria de massa e identificados

por “Peptide mass fingerprinting” (PMF) ou por sequenciamento “de novo” (MS/MS). As
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massas dos peptideos, correspondentes aos “spots” de interesse, encontradas por PMF foram
comparadas no banco de dados ndo redundante do NCBI utilizando o software MASCOT

oxidagdo da metionina como modificagdes. Os resultados foram avaliados de acordo com os
maiores “scores”’ e &rea de cobertura, verificando-se também a correspondéncia entre massa
molecular e ponto isoel étrico dos “spots” e das proteinas encontradas no banco de dados, para

maior acuracia naidentificacdo das proteinas de interesse.

O sequenciamento “de novo” foi manual mente executado utilizando-se os softwares
Flex analysis e Pepseq, através da comparagdo das massas dos aminoacidos e as distancias
entre 0s picos, gerando as sequéncias que por sua vez, foram anotadas. Em seguida, foi feita
uma procura no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
utilizando-se a ferramenta Blastp, para se comparar a sequiéncia do fragmento encontrado com
as proteinas do banco. Critérios como a porcentagem em “score”, massas moleculares e
espécies a qual pertenciam as proteinas foram levados em conta para evitar interpretactes
equivocadas. As sequéncias dos peptideos das proteinas envolvidas na via de lignificacdo
identificadas no xilema de C. citriodora foram comparadas ao banco de dados do NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov/protein) e as sequiéncias daquel as que se assemelhavam ao fragmento
do peptideo foram anotadas. As sequiéncias obtidas também foram comparadas ao banco de
dados de ESTs do GENOLYPTUS, através do programa SSAHA (Seguence Search and

Alignment by Hashing Algorithm) (Ning, et al.,2001).
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Figura 12. Fluxograma das estratégias de execucdo das andlises de proteinas do xilema e folha de C.

citriodora aplicadas em xilema de E. grandis e E. globulus.
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5- RESULTADOS
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5- RESULTADOS

5.1 - Coleta do material e estabelecimento do método de extracao de proteinas

Os géis bidimensionais para as amostras extraidas utilizando-se 0 método é&cido
apresentaram uma baixa definicdo dos “spots’, além de alta concentracdo de compostos
interferentes visualizados pela presenca de faixas escuras e manchas apés a coloracdo com
nitrato de prata (resultado ndo mostrado). Para as amostras extraidas com fenol os géis
apresentaram uma boa definicdo com “spots” evidentes e bem definidos, bem como maior
nimero destes e maior reprodutibilidade entre as réplicas técnicas. Além disto, a quantidade
de proteinas detectadas para as amostras extraidas com o método de extracdo fendlica foi

aproximadamente 3 vezes maior do que o detectado na extracao &cida (TCA/Acetona).

5.2 — Analisesintra-especificas

Para os bidimensionais das amostras Ccf e Ccx foram encontrados 392 e 551 “spots”,
respectivamente, sendo que o maior nimero de “spots” foi detectado nasfaixasdepH 4 a7 e
massa molecular de 10 a 70 kDa, para ambos os tecidos (Fig 14a e 14b). Para as réplicas de
Ccx foi obtido um valor médio dos coeficientes de correlagdo de 0,99 indicando a
reprodutibilidade das extractes (Figura 15a). Ja para Ccf o valor médio dos coeficientes de
correlacdo obtido foi 0,88 e a diferenca no padréo de “spots” dos géis bidimensionais é
facilmente visualizada nas linhas de regressdo, principalmente entre Ccf 2 e Ccf 3 (Figura
15b).
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Figura 14. Andlise em 2DE das extragdes de C. citriodora mostrando suas respectivas imagens em 3DE feitas
no software Bionumerics. (A) Ccf 1 e (B) Ccx1. Os nimeros indicam as proteinas identificadas por
espectrometria de massa referentes a tabela 2. As imagens em vista tridimensional mostram a

intensidade dos “spots” mais evidentes e em escala de mm.
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Figura 15. Sobreposicéo das réplicas técnicas dos géis 2DE de amostras de xilema e folha de C. citriodora e

suas respectivas linhas de regressdo. (A) Ccx1l e Ccx 2 e (B) Ccf 1 e Ccf 3. Em azul, o gel de

referéncia para as amostras de n° 1. Em laranja, o gel a ser comparado. Os sinais de + em verde

demonstram os “spots” utilizados como “landmarks” nas andlises feitas no software Bionumerics. O

R nas linhas de regressdo indica o indice de correlacdo entre as 3 réplicas técnicas, e 0s nUmeros

correspondentes ao eixo Y de cada gréfico indica o volume dos “spots”.
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Nos géis 2-DE de xilema de E. grandis (Eg) e E. globulus (Egl) foram encontrados
394 e 313 “gpots” para cada uma das repeticoes, respectivamente (Fig 16a e 16b). O valor
meédio dos coeficientes de correlacdo foi de 0,98 para ambas as amostras (Figura 17a e 17b).
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Figura 16. Géis bidimensionais para as amostras Egl (A) e Egl 1(B), mostrando suas respectivas imagens em

3D feitas no software Bionumerics. Os nimeros indicam as proteinas identificadas mostradas na

tabela 2. As imagens em visualizagdo tridimensional mostram a intensidade dos “spots” mais

evidentes e em escala de mm.
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Figura 17. Sobreposi¢éo das réplicas técnicas de xilema de E. grandis e E. globulus e suas respectivas linhas de
regressdo. (A) Eg 1 x Eg 2 e (B) Egl 1 x Egl 3. Em azul, o gel de referéncia para as amostras de n° 1.
Em laranja, o gel a ser comparado. Os sinais de + em verde demonstram os “spots” utilizados como
“landmarks” nas andlises feitas no software Bionumerics. O R? nas linhas de regressdo indicam o
indice de correlagdo entre as 3 réplicas técnicas, e 0s nimeros correspondentes ao eixo Y de cada

gréfico indica o volume dos “spots”.
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5.3 - Analisesinter-especificas

Os “spots” detectados para as amostras Eg 1 e Egl 1 foram alinhados e automaticamente
numerados nos géis bidimensionais das duas amostras (Figura 18a). Foram detectados 34
“gpots” em comum entre Eg 1 e Egl 1 e estes foram comparados quanto ao seu volume. A
partir desta comparacdo foram gerados histogramas (Figura 18b), que possibilitam a
visualizacdo do padrdo de expressdo diferencial da proteina em comum. As diferencas mais
significativas foram observadas para os “spots” de numero 9, 14, 21, 29, 31, 35, 45, 74, 145,
146 e 148, que obtiveram variagdes de 0,6 a 2,5 vezes quando seus volumes foram
comparados (Figura 18b). O coeficiente de correlagdo obtido para a regressdo entre os

valores de volume destas duas amostras foi de 0.32 (Figura 18c).
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Figura 18. Sobreposi¢éo entre as imagens dos géis 2DE de E. grandis x E. globulus das réplicas Eg 1 e Egl 1 (a) Numeragdo dos “spots” em comum na figura de
sobreposi¢do; (b) comparacdo dos niveis de expressdo, com base no volume dos “spots” em comum entre Eg 1 e Egl 1. Os “spots” identificados por
espectrometria de massa, em comum has duas amostras, estdo indicados de acordo com sua identificacdo natabela 2 (c) linha de regressdo e coeficiente
de correlagdo entre as réplicas das extracdes a partir do volume dos ““spots”.



5.4 - C. citriodora

Dos 20 “spots” de C. citriodora, 7 foram segiienciados, como descrito na metodologia,
obtendo-se seqiéncias de aproximadamente 15 aminoacidos, os demais (13) foram
identificados por PMF (Tabela 2). Parafolhas de C. citriodora, foram identificadas proteinas
envolvidas no metabolismo energético (RuBiSCo), estruturais (miosina), proteinas
relacionadas a defesa a estresse abidtico (“heat shock protein™) e producéo de compostos
secundérios, como os flavondides (Isoflavona redutase). Uma isoforma de isoflavona redutase
relativa a Vitis vinifera (uva), foi encontrada no xilema da mesma planta, com a diferenca de
apenas 1 aminoécido no fragmento identificado. Esta isoforma apresentou valores de ponto
isoelétrico e massa molecular distintos dos obtidos para a de folha (Tabela 2). As demais
proteinas observadas no xilema de C. citriodora tratam-se de proteinas envolvidas na
producéo de lignina, uma 4CL similar a 4CL 1 de Populus tomentosa (alamo), e uma CAD,
similar & encontradaem Aralia cordata (Carob&o) (Tabela 2).

5.5 - Proteinasem comum entre E. grandis e E. globulus

Os “spots” de interesse destas duas espécies (E. globulus e E. grandis), como descrito
anteriormente, foram selecionados de acordo com a massa molecular e o pl de proteinas ja
descritas nos bancos de dados a fim de se identificar enzimas relacionadas a via de
lignificagdo. Os “spots” em comum, listados na Tabela 2, séo: (GL 7 e G 1) identificado como
uma metal opeptidase pertencente a classe das proteases; (GL 70 e G 84) anquirinae (GL 50 e
G 67) actina, que se agrupam na classe de proteinas estruturais. As proteinas agrupadas na
classe de metabolismo sdo: (GL33 e G43), glicerofosfodiesterase e (GL 63 eG 81), aconitato
hidratase, proteinas de resposta a estresse, denominadas heat shock protein binding (GL 69 e
G 82), e as proteinas hipotéticas, (GL 31 e G 44). Na classe das proteinas envolvidas navia de
lignificagdo, tem-se 2 isoformas de CCOAOMT (GL 68 e G 83; GL 62 e G79), uma de 4CL
(GL 64 e G 80), uma de CAD (GL 61 e G 75) e uma de S-adenosil metionina sintetase (GL
65 e G 78), que sintetiza o doador de grupo metil para a CCoOAOMT. Todas estas proteinas,
guando comparadas a nivel de expressdo baseados no volume relativo dos “spots”
correspondentes, demonstraram padrdes diferenciais de expressdo (Figura 19).
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Figura 19. Proteinas em comum entre E. grandis e E. globulus e seu padrdo de expressdo diferencial mostrado
pelo volume relativo dos “spots”.

5.6 - Proteinasdiferenciaisentre E. grandis e E. globulus

Das 25 proteinas identificadas em E. globulus, 13 sdo diferentes daguelas encontradas
em E. grandis (Tabela 2), sendo agrupadas nas seguintes classes: Proteinas envolvidas no
metabolismo de nitrogénio (glutamina sintetase), transporte de DNA (transposase), transporte
de elétrons, (subunidade Il da citocromo oxidase), metabolismo de lipidios (lipoxigenase),
proteinas de membrana (anquirina), proteinas ligantes a zinco (DCL1), biossintese de terpenos
(Germacrene A), e proteinas relacionadas a resisténcia e defesa das plantas (proteina de
resisténcia, |soflavona redutase e fenilcoumarana benzilico éter redutase). Foram identificadas
também enzimas da via de lignificagdo, uma CAD, duas CCOAOMT, similares as enzimas
correspondentes em Brassica napus (couve) e E. globulus, respectivamente. Bem como, 1 S
adenosilmetionina sintetase, semelhantes a Tripanossoma brucei e as proteinas hipotéticas e
ndo identificadas (Tabela 2).



Para E. grandis, das 18 proteinas identificadas, 4 sdo diferentes das encontradas em E.
globulus (Tabela 2) e pertencem as classes de: metabolismo de carboidratos (acil CoA
desidrogenase, piruvato quinase,) do “splicing” do DNA (maturase), resisténcia e defesa
(CuzZn-superéxido dismutase).

5.7 - Andlises no Banco de daos de ESTs do Genolyptus

As andlises das sequéncias no banco de dados do Genolyptus, identificou uma
CCoAOMT, 4 isoflavonas redutase, actina e miosina, bem como as proteinas cloroplasticas
encontradas em folhas de C. citriodora, e aquelas relacionadas ao metabolismo, totalizando
60% de identidade com as sequéncias lancadas. Foram utilizados todos os consensos de ESTs

do projeto, perfazendo 21432 seqiiéncias apos a aglomeracédo das ESTSs.



Tabela 2. Proteinas de Eucal yptus spp identificadas por analise em espectrometria de massa

C. citriodora
Acesso da
Spot . . ] C pl e o i
Tecido Método  proteina  “Score” Proteina similar Sequéncia Espécies
n° o Massa
similar
27 Folha MSMS Q3KN69 100 isoflavone reductase-like protein 4 6.06/24.30 FLPSEFGNDVDR Vitisvinifera
Phosphoribul okinase,chloropl ast ) ) )
6 Folha MS/MS P25697 78 6.67/25.42 IVWILHPMFDQR Arabidopsisthaliana
precursor
Oxygen-evolving enhancer protein 2- o
13 Folha MS/MS Q04127 91 8.12/14.2 EVEYPGQVLR Nicotiana tabacum
3,chloroplast precursor
218 Xilema MS/MS Q3KN68 100 isoflavone reductase-like protein 5 7.99/31.41 FFPSEFGNDVDR Vitisvinifera
6 Xilema MS/MS Q39160 e Myosin 5.27126.74 EWIIKKVDTSTR Arabidopsisthaliana
10 Xilema MS/MS P42495 90 Cinnamyl-alcohol dehydrogenase 1 6.43/37.21 GGVHHMGVKLR Aralia cordata
18 Xilema MSMS Q4JL28 100 4-coumarate:CoA ligase 1 6.14/42.53 GYHMTEAGPVR Populus tomentosa
139 Folha MS Q5N8F3 75 Hypothetical protein P0510F09.2 5.10/13.04 * Orysa sativa
26 Folha MS Q6L3H8 70 Hypothetical protein 6.02/19.58 * Solanum demissum
Chorismate mutase, chloroplast, )
10 Folha MS Q20QN58 70 ) 6.97/30.68 * Orysa sativa
putative, expressed
43 Folha MS Q7XPQ3 90 OSINBa0053K 19.20 protein 3.00/17.07 * Orysa sativa
14 Folha MS Q2XX16 82 Phospholipid transfer protein 1 8.81/66.00 * Zea mays
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29

15

197

162

30

22

GL65

GL59

GL30

GL31

GL70

GL13

Folha
Folha

Folha

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

MS

MS

MS

MS

MS

MS

MS

MS

MSMS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MSMS

AAF27639
Q69P75

Q32552

QOLSM3

ABA93898

C86285

QOAY24

QOLUE6

AF187820_1
NP_194368.1
XP_845606

VITISV_0326
85

ABS72112.1

ABB00227.1

80

77

89

70

80

75

76

79

100

100

100

100

87

87

Heat shock protein 70
Epstein-Barr virus EBNA-1-like protein
Ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase

Hypothetical protein
At5g65520/K21L13 2

Retrotransposon protein, putative, Ty3-
gypsy subclass

Probable oxidoreductase FOL 1.8
Ribosomal protein ps4 (Fragment)

UDP-glucose:protein transglucosylase;

reversibly glycosylated polypeptide

E. globulus

S-adenosylmethionine synthetase
DC1 domain-containing protein

S-adenosylmethionine synthetase

Putative uncharacterized protein

Ankyrin repegat-rich protein

disease resistance protein

8.74/109.31

3.50/53.60

11.00/42.24

10.51/32.42

8.89/66

8.09/5.13

11.00/29.78

7.67/41.2

7.02/46.53
4.05/23.64

3.78/34.01

5.86/16.82

4.75/46.00

7.00/14.2

AGMFGHFGR
CTWIYRNHPR

RCFGHFGR

HHIFHH

SPSAY GQWEVVQC

EIVPSWFNR

Arabidopsisthaliana
Orysa sativa

Musa acuminata

Arabidopsisthaliana

Orysa sativa

Arabidopsisthaliana

Timmia austriaca

Arabidopsisthaliana

Pinus contorta
Arabidopsisthaliana

Trypanosoma brucei TREU927

vitisvinifera

Solanum tuber osunvA.
thaliana

Arabidopsis thaliana



GL61

GL36

GL34

GL14

GL38

GL63

GL46

GL64

GL73

GL62

GL49

GL33

GL7

GL63

GL69

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MSMS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MSMS

MS/MS

MSMS

MS/MS

AAD18000.1

AF489964 1

CAA06707.1

CAA53730.1

CAA06707.1

A3KSZ2-1

ACO077693_11

YP_728876.1

BAC10935.1

ABE41833.1

ABL95956.1

BAD94535.1

NP_192809. 1

NP_174560.1

EAZ17623.1

100

100

100

100

100

88

100

100

100

90

100

90

100

85

100

Cinnamyl alcohol dehydrogenase
germacrene A synthase LTC1

Phenylcoumaran benzylic ether

reductase
Lipoxigenase loxN2

phenylcoumaran benzylic ether

reductase

Aconitate hydratase 2

putative transposase

4 Coumarato CoA Ligase

cytochrome oxidase subunit |1

caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase

Glutamine synthetase

Glycerophosphodiesterase-like

SPT16 (GLOBAL TRANSCRIPTION

FACTOR C); metalloexopeptidase
heat shock protein binding

hypothetical protein OsJ 031832

5.32/42.93

5.83/21.83

6.33/19.95

5.73/57.93

6.44/21.40

5.89/52.00

4.04/14.16

5.56/40.32

5.66/66.00

4.56/46.00

5.68/40.00

5.54/21.00

4.5/12.00

4.56/52.00

4.3/52.00

RLVLETPSASGK

PEY IRPPK

KHPTFAIVR

SSDPVQMPY

KHPTFALVR

KVFIGGCMGDQITGR

KEVFSER

RQVVVMWESK

REIVIPYQR

RY SDFVLELNK

EHIAAY GEITNK

RGYMAAIDDGAIIDSK

RHCSNVAR

KFVYADQPSER

KQNTMHNDVSATVVHK

Eucalyptus globulus

Lactuca sativa

Populus trichocarpa

Pisum sativum

Populus trichocarpa

Pseudomonas aeruginosa
C3719

Oryza sativa (japonica

cultivar-group)
Ralstonia eutropha H16
Semanotus japonicus

Brassica rapa subsp.

pekinensis

Populus tremula x Populus
alba

A. thaliana

Arabidopsisthaliana

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa



G67

GL10

GL68

GL28

G42

G80

G78

G33

G81

G83

G7

G2

G40

G44

Gl

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MSMS

MS/MS

MSMS

MS/MS

MS/MS

MSMS

MS/MS

MS/MS

MSMS

AAP73448.1
ABB00220.1
AATT74881.1

CA066540.1

AAC3251.1

YP_728876.1

NP_353394.1

Q98L31-1

A3KSZ2-1

AAT74881.1

ABB00220.1

CAC33845.1

AF143441 1
CAN59892.1

NP_192809.1

100

95

100

88

100

100

100

85

88

100

100

88

100

85

100

Actin
disease resistance protein
CCoAOMT

unnamed protein product
E. grandis

Phenylcoumaran benzylic ether

reductase

4 Coumarato CoA Ligase

S-adenosylmethionine synthetase

Acyl-CoA dehydrogenase

Aconitate hydratase 2

CCoAOMT

disease resistance protein
CuZn-superoxide dismutase

maturase

hypothetical protein

SPT16 (GLOBAL TRANSCRIPTION

4.98/44.00

5.03/31.98

4.33/ 52.00

5.23/24.47

5.3/25.00

4.56/52.00

5.00/52.00

5.69/40.81

5.9/25.00

4.6/52.00

5.03/31.98

4.46/10.00

5.58/31.98

5.9/17.00

4.2/8.00

KNYELPDGQVITIQER
KNVPSWNR
RGDVVEILAK

SSHLHQHTIQIGGLYVR

RFFPSEFGNDVDR

RTVRQVVVMWESK

RSY GHFGR

KHFPGDIVR

KVFIGGCMGDQITGR

RGDVVEILAK

KNVPSWFNR

KLNITGPPSIVGR

KDPRIHR
KEYFIQK

RHCSNVAR

Gossypium hirsutum
Arabidopsisthaliana
Eucalyptus globulus

Vitisvinifera

Pinus taeda

Ralstonia eutropha H16

Agraobacterium tumefaciens str.

C58

Rhizobium loti

(Mesorhizobium loti)

Pseudomonas aeruginosa
C3719

Eucalyptus globulus
Arabidopsisthaliana

Populus alba x Populus

tremula var. glandulosa
Abies holophylla
Vitisvinifera

Arabidopsisthaliana



G63

G67

G82

G179

G84

G43

G75

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

Xilema

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MS/MS

MSMS

NP_187055.1

NP_174560.1

ABE41833.1

ABS72112.1

BAD94535.1

AAD18000.1

80

100

85

90

87

90

95

FACTOR C); metall oexopeptidase
pyruvate kinase, putative
Actin

heat shock protein binding

caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase

Ankyrin repeat-rich protein

Glycerophosphodiesterase-like

Cinnamyl alcohol dehydrogenase

5.64/45.63

5.5/51.00

4.53/49.95

4.56/46.00

4.4/52.00

5.32/32.5

4.8/49.53

KTAMEVNTCVPYWR
KNYELPDGQVITIQER

KFVYADQPSER

RYSDFVLELNK

SAYGQWEVVQC

RGYMAAIDDGAIIDSK

RLVIETPSASGK

Arabidopsisthaliana
Gossypium hirsutum
Arabidopsisthaliana

Brassica rapa subsp.

pekinensis

Solanum tuber osunvA.
thaliana

A. thaliana

Eucalyptus globulus



5.8 — Anadlises das seqliéncias com o banco de dados do projeto Genolyptus

Algumas sequiéncias sem similaridade na base de dados, foram consideradas nas analises
feitas, considerando-se apenas aquelas encontradas no banco de dados do NCBI, pois estas
segiiéncias sem pareamento podem ocorrer por diversas razoes:

1- As seguéncias podem ndo estarem representadas nas ESTS, e no caso do
GENOLYPTUS, amaioria sdo sequiéncias apenas de N-terminal;

2- N&o necessariamente as ESTs conseguem amostrar todos os mRNAS,
principal mente se estes forem pouco abundantes,

3- O tamanho diminuto das sequiéncias de alguns peptideos pode dificultar nas
identificacOes.
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6 — DISCUSSAO

6.1 — Extracdo protéica detecidos vegetais

Um dos grandes problemas na extracdo de proteinas vegetais € a interferéncia de
compostos secundarios e pigmentacdo da amostra, uma vez que estes podem se ligar as
proteinas dificultando a sua remocéo no processo de extracdo e a analise em gel 2DE. As
técnicas mais utilizadas sdo: extracdo acida com TCA/acetona e a extracdo fendlica, mas ha
variagles quanto a metodologia mais adequada para cada um dos tecidos vegetais (ROSE et
al., 2004). Para as amostras de xilema e folha de C. citriodora utilizadas neste trabalho, o
método mais adequado foi 0 da extragdo fendlica. As amostras protéicas extraidas utilizando-
se esta metodologia foram submetidas a eletroforese bidimensional e os géis apresentaram
“gpots” protéicos bem definidos e menor interferéncia de compostos secundarios (Figuras 14
e 16), asssim como obtido por Celedon et al (2007) para amostras de regido cambial de E.
grandis. A extragéo fendlica remove compostos secundarios, carboidratos e écidos nucléicos
de uma mistura protéica, estes podem interferir na eletroforese bidimensional aparecendo
apos a coloragdo com nitrato de prata como manchas (HURKMAN E TANAKA, 1986;
WANG et al., 2003; FAUROBERT et al., 2007). Sendo assim, este método foi escolhido para
aextracdo de amostras de xilema de E. grandis e E. globulus.

6.2 — Eletroforese bidimensional e identificacdo de “spots”

Os géis bidimensionais de amostras de xilema e folha de C. citriodora e xilema de E.
grandis e E. globulus, como descrito na metodologia, foram realizados em triplicata. As
réplicas de xilema de E. grandis e E. globulus apresentaram reprodutibilidade, uma vez que o
coeficiente de correlacdo médio da regressdo linear entre o volume dos “spots” foi de 0,98
(Figura 17). A correlacdo entre as repeticbes garantem que as diferencas nas andlises inter-
especificas ndo sgjam atribuidas a limitagdes da técnica e sim a variagdes no mapa protéico
entre os tecidos analisados. Para xilema de C. citriodora os dados foram semelhantes aos
obtidos para as duas outras espécies testadas (Figura 15a), ja 0s mapas protéicos de folha
foram os menos repetitivos com coeficiente de correlagdo médio entre os volumes dos ““spots”
de 0,88 (Figura 15b). Outros estudos de proteoma de folhas séo encontrados na literatura, mas

ndo fazem referéncia a reprodutibilidade. A baixa reprodutibilidade poder ser atribuida em
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parte a presenca de compostos secundarios e pigmentos, assim como a intensa atividade
metabolica do tecido.

A correlacdo entre as réplicas técnicas e a normalizacdo das imagens dos géis
bidimensionais, depende de vérios fatores experimentais como: a perda de amostra durante a
re-hidratagdo da “strip”, que pode ser causada pela variagdo do tempo de incubagdo, pela
eficiéncia de transferéncia da primeira para a segunda dimensdo no 2DE; pela coloracéo dos
géis, concentracdo de proteinas nas amostras, assim como pela a curva padréo de coloracéo
feita durante a andlise daimagem pelo “software” (Berth et al.,2007).

Foram encontrados 551, 394 e 313 “spots” protéicos nos géis bidimensionais de
xilemas de C. citriodora, E. grandis e E. globulus, respectivamente. O nimero de “spots”
detectados para xilemas de diferentes espécies varia, no entanto a maior parte dos trabalhos
descreve a deteccdo de 220 a 1200 “spots” por extracdo (PLOMION et al., 2002; DU et al.,
2006; CELEDON et al., 2007). Em estudos da regido cambia de E. grandis, Celedon e
colaboradores (2007) detectaram 438 “spots” para &rvores de 6 meses de idade e 523 e 418
“gpots” para plantas de 3 e 6 anos de idade, respectivamente. Para folha o nimero de “spots”
obtidos para C. citriodora (392) esta proximo dos valores descritos naliteratura.

Com relacdo a identificagdo do proteoma de folha de C. citriodora dos 392 “spots”
detectados, 11 foram identificados, 3 por seguénciamento “de novo”, e 8 por PMF,
apresentando “scores” acima de 70% (Tabela 2) . A maioria das proteinas identificadas € de
origem cloroplastica e participam do metabolismo de energia da planta. Para o xilema desta
mesma espécie, 4 proteinas foram identificadas por seqtiénciamento “ de novo” e 5 por PMF,
onde foram identificadas proteinas de diversas classes, discutidas adiante. Em folhas de
mutantes de V. vinifera dos 190-436 “spots” protéicos detectados, 9 foram identificados por
PMF, e 5 deles, por segiénciamento “de novo”, destes, cerca de 60% sdo de origem
cloropléastica, como por exemplo a Rubisco e a glutamina sintetase (Sauvage et al., 2007).

Para as amostras de xilema de E. grandis e E. globulus foram identificadas 42
proteinas, nas seguintes classes. enzimas da via de lignificacdo, metal opeptidases, proteinas
de defesa e resisténcia, proteinas de resposta a estresse, proteinas do metabolismo de
nitrogénio, do metabolismo de carboidratos, proteinas de cloroplasto, proteinas estruturais, de
transporte e proteinas hipotéticas (tabela 2). Resultados semelhantes foram descritos em
outros estudos gque visam o entendimento da génese da madeira. DU e colaboradores, em
2006, estudaram a regeneracdo do sistema vascular secundario de damo, obtendo 244 perfis
espectrométricos para os “spots” de interesse. Destes, 199 foram classificados e 27 estavam

envolvidos naformagdo da parede celular secundaria.
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Em estudos de xilema de E. grandis, Celedon e colaboradores (2007) analisaram o
padréo de proteinas em trés estagios de desenvolvimento, revelando proteinas em comum e
diferenciais entre estes estagios. Dos “spots” detectados, 240 foram identificados de LC-
MS/MS (Cromatrografia liquida acoplada a espectreometria de massas). Sendo identificadas
proteinas do metabolismo, processos celulares, metabolismo energético, componentes
estruturais, proteinas de transportes, proteinas hipotéticas e de funcéo néo definida.6.3 —

6.3 - Andlise dasimagens

Um “software” baseado em analises de imagens € um passo crucial nas interpretacdes
biologicas em experimentos de 2DE. Usualmente, sdo feitas andlises como a deteccéo
automatica dos “spots” de umaimagem, a normalizacdo dos géis ou sobreposicdo, que € feita
apartir de um gel padréo determinado pelo operador, ou um gel de uma determinada condicéo
ou espécie, e seu controle ou outra espécie. O passo seguinte a ser analisado € a criagdo dos
padrdes de expressdo e sua descricdo em detalhes, com confirmacfes estatisticas também
feitas pelo software. Devido aos altos niveis de erros indeterminados associados as analises
em 2DE, € necessaria a determinacdo de coeficientes de variancia ou indices de correlacéo
entre as réplicas de amostras vegetais, principa mente entre tecidos como folha, por conterem
grande quantidade de pigmentos, que tornam as analises em 2DE, mais passivels a resultados
ndo confiaveis (ASIRVATHAM et al.,2002) . Nestas andlises, foram calculados indices de
correlacdo, onde menor valor foi das réplicas de folhade C. citriodora (Figura 15b), que pode
ser justificado pela presenca de pigmentagdo, bem como grande quantidade de compostos
interferentes. Para os xilemas analisados, os indices de correlacdo foram atos, indicando
acurécia na extracdo, ja que, foram testadas réplicas técnicas.

Os indices de correlacdo, bem como as sobreposicdes intra e inter-especificas, foram
analisados de acordo com o volume e a intensidade dos “spots”. O volume refere-se a area
que aquele “spot” ocupa em relacdo ao gel inteiro. A intensidade refere-se ao nivel de escala
de cinza no gel, de acordo com as curvas de calibracdo geradas pelo “software”, ou sga,
guanto mais escuro 0 “‘spot”, mais intenso ele €. Nas andlises inter-especificas, pode-se
observar um indice baixo de correlagdo (Figura 18c), mesmo depois de ser mostrado na
sobreposicao das imagens, certo grau de similaridade entre o perfil protéico de E. grandis e E.
globulus. Este indice de correlacéo de 0,32, pode ser explicado pelo grau de diferenca entre o
volume dos “spots” em comum (Figura 18b), que tém um padréo de discrepancia que variou

de 0,6 a 2,5 vezes e também de acordo com os “spots” diferenciais (Figura 18a).
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6.4 — Proteinas identificadas e compar acéo entre os niveis de expr essdo

M etal opeptidases, proteinas de defesa e proteinas de resposta a estresse

Metal opeptidases hidrolisam ligagOes peptidicas de substratos protéicos e dependem
daligacdo de um metal, geralmente zinco, em seu sitio catalitico para catélise da reacéo. Estas
proteinas também possuem importante papel no enovelamento protéico e remodelamento
tecidual, podendo estar presentes em regides de alta atividade celular, como naregido cambial
do xilema, ou em regifes que sofreram lesdes por agdo mecanica ou causada por patdgenos e
pragas (DELL’AICA et al., 2007). Esta proteina foi identificada a partir do xilema de E.
globulus e E. grandis correspondendo aos “spots” GL 7/G 1, respectivamente (Tabela 2 e
figura 18). Em estudos feitos com tomate, os niveis de expressdo do gene de uma
metal opeptidase aumentam quando a planta € inoculada com patégenos ou sujeitas a estresse
hidrico ou mecéanico (LIU et al., 2001). Os “spots” GL 7/G 1 ndo apresentaram diferenca nos
valores de volume, sugerindo que ndo existe diferenca no nivel de expressdo desta
metal opeptidase entre E. grandis e E. globulus (Figura 18b). Sugere-se que tal enzima possa
estar associada a resposta de lesdo tecidual no momento da coleta das amostras.

Outras proteinas associadas a defesa em plantas também foram identificadas a partir
do xilema destas duas espécies, como isoflavona redutase / fenilcumarana benzilico-eter
redutase, proteina de defesa, e proteina de defesa a patdégenos, assim identificadas na base de
dados “NCBI” (Tabela 2). Destas, 2 isoformas de isoflavona redutase foram identificadas em
C. citriodora, sendo uma em xilema e outra em folha. Uma proteina da familia das IFRs
(“Isoflavones reductases”), a fenilcumarana benzilico-éter-redutase, foi encontrada em xilema
de E. grandis e E. globulus, no entanto, ndo foram observadas diferencas nos volumes dos
“gpots” correspondentes a estas espécies (G42/GL 34), quando visualizado na sobreposicéo da
Figura 18. Porém, em folha de C. citriodora, 0 “spot” correspondente apresentou valor de
volume menor (dado ndo mostrado). Este resultado esta de acordo com dados da literatura
gue sugerem maior expressao de genes de enzimas envolvidas na sintese de isoflavondides
em tecidos lenhosos, como o xilema. Celedon e colaboradores (2007), encontraram em E.
grandis, 5 isoformas de isoflavona redutases com niveis de expressdo aumentados em arvores
de 6 meses, no entanto, a taxa de transcritos diminui para &rvores com trés anos de idade.

A biossintese de compostos de defesa, de desenvolvimento e para sobrevivéncia das
plantas superiores também esta relacionada ao metabolismo secundario, tais como sintese de

lignanos e isoflavondides. As isoflavonas redutases fazem parte destas vias metabdlicas e,
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portanto, possuem importante papel na longevidade e defesa de plantas a patdgenos e pragas
(GANG et al., 1999).

Proteinas em resposta a stress abiotico foram agrupadas na classe das HSPs (Heat
shock proteins) e Chaperonas (WANG et al., 2004). As HSPs séo um grupo de proteinas que
0 nivel de expressdo € aumentado quando as células sdo expostas a elevadas temperaturas
(SWINDELL et al., 2007), atuando no reestabel ecimento da homeostase do organismo. Uma
HSP 70 foi encontrada em folha de C. citriodora, com massa molecular caracteristica de 70
kDa (Tabela 2). Ja em xilema de E. grandis e E. globulus, as HSPs encontradas possuem
massa molecular menor (52 kDa). Celedon e colaboradores (2007) encontraram 2 HSPs com
mudancas no nivel de expressdo, mostrando reducéo do transcrito correspondente em arvores
com 6 anos de idade. Com relagdo ao volume dos “spots” o maior valor foi obtido para a

amostra Eg em detrimento das amostras de Egl (“spot”GL63) (Figura 18).

Proteinas relacionadas ao metabolismo

Estas proteinas sdo as mais abundantes em amostras de tecido vegetal, com padréo de
expresséo variavel (PLOMION et al., 2002).

Como esperado em andlises protedmicas de folha de C. citriodora, as proteinas
envolvidas no metabolismo energético, sGo em sua grande maioria, as de cloroplasto, como a
Rubisco, abundante (“spot” 15) nas plantas de um modo geral. Como esta € uma enzima de
ata massa molecular, em andlises protedmicas encontram-se normalmente, apenas
fragmentos. Sua funcgdo é captar o didxido de carbono atmosférico, formando o fosfoglicerato,
0 primeiro passo do ciclo de Calvin realizado pelas plantas (PASCUAL, et al., 2007). Castro
e colaboradores, (2005), observaram em analises protedmicas, 0 aumento da expressao desta
enzima e de outras proteinas relacionadas a fotossintese, quando submeteram V. vinifera a
estresse causado por um herbicida, sugerindo uma alterago nos efeitos normais da sintese de
energia pela planta, causadas pelo herbicida (CASTRO et al., 2005). Em condi¢bes normais,
seriam encontrados fragmentos menores desta enzima em géis bidimensionais (CASTRO et
al., 2005), corroborando com os dados encontrados para folha de C. citriodora (Tabela 2).
Outras proteinas provindas do cloroplasto foram encontradas em folha de C. citriodora, como
uma fosforibuloquinase e uma proteina envolvida na oxigenacdo, e uma corismato mutase,
sendo que, a proteina envolvida na oxigenacdo apresentou alto nivel de expressdo na folha

desta espécie (Figura 144).

75



Proteinas relacionadas ao metabolismo energético das plantas foram encontradas nas
trés espécies estudadas, como uma glicerofosfodiesterase, encontrada tanto em xilema de E.
grandis, quanto em xilema de E. globulus, com as mesmas massas moleculares e pls (Tabela
2). O volume dos “spots” variou entre estas espécies sendo que o maior valor foi obtido para
E. globulus (“spots” GL 33 e G 43) (Figura 18b). Em estudos rel acionados a estresse abidtico,
foi demonstrado um aumento nos niveis de expressdo desta enzima em tabaco (CHOI e
SANO, 2007).

Das enzimas pertencentes ao ciclo do acido citrico, ou ciclo de Krebs, o0s “spots” GL
63 e G 81, foram identificados como uma aconitato hidratase, que catalisam a reagcdo de
transformacdo de citrato aisocitrato. Esta enzima também participa da fixacdo do carbono em
plantas.

No metabolismo do nitrogénio, uma glutamina sintetase foi encontrada em xilema de
E. globulus com baixo padréo de expresséo (Figura 16 b “spot” GL 49). Esta enzima catalisa
a condensacdo do glutamato e ambnia para formar a glutamina. Pode estar associada também
no processamento de mMRNA e proteinas, bem como na estabilidade do citoesqueleto. Em
estudos protedmicos de estresse a sal em arroz, foi uma das proteinas mais abundantes a
serem identificadas, quando, em condigdes normais, sua expressdo é diminuida (YAN et al.,
2005), contribuindo com os niveis de expressao encontrados em E. globulus.

As lipoxigenases (“spot” GL 14), catalisam a oxigenagdo de &cidos graxos
poliinsaturados, originando moléculas com diversas atividades fisiologicas. Podem estar
envolvidas na produgdo e armazenamento de energia, bem como na resposta de defesa contra
pragas e patogenos (VIEIRA et al., 2001).

Proteinas estruturais

Ma e Yen (1988) mostraram a presenca de actina e miosina nos tubos polinicos de
plantas superiores, indicando que estas proteinas tém funcdo no fluxo citoplasmatico nos
tubos polinicos. Estes estudos sugerem que a actina e miosina em plantas superiores sdo
responsaveis pelos movimentos vegetais. Em ervilha (Pisum sativum), as massas moleculares
da actina e miosina correspondem a 43 e 440 kDa, podendo ter cadeias com massas
moleculares que variam de 15 a 30 kDa. Em xilema de C. citriodora, o “spot” de n 6 foi
identificado como a miosina (Figura 14 b e Tabela 2). Com base nos vaores de massa
molecular, 24,3 KDa, sugere-se que se trata a uma das cadeias da miosina. Para xilema de E.

grandis, a actina possui massa molecular de 51 kDa “spot” G67 (Fig 16a; Tabela 2).
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Proteinas transportadoras

Os “spots” GL 70 e G84 foram identificados como a proteina anquirina, sendo que o
“gpot” detectado para xilema de E. grandis apresentou maior valor de volume, indicando a
expressao diferencial desta proteina entre E. grandis e E. globulus (Tabela 2). Anquirinas séo
proteinas grandes e normalmente acidicas, que transportam outras proteinas integrais da
membrana ao citoesgueleto da célula. A presenca desta proteina pode indicar possivels
interacOes proteina-proteina em tecidos vegetais em regeneragdo ou crescimento (PECK, et
al., 2001). As transposases s80 enzimas que se ligam a uma fita simples de um pedaco do
DNA e pode incorpora-lo ao DNA gendmico.

Foi encontrada também a subunidade Il da citocromo oxidase, A citocromo oxidase
contém cerca de 13 subunidades acopladas e esta diretamente envolvida na cadeia de
transporte de elétrons na respiracdo celular. Esta foi encontrada em E. globulus, (“spot”GL
73) (Tabela 2). Outras classes de proteinas também foram encontradas (Tabela 2), incluindo
as ndo caracterizadas e as proteinas hipotéticas, o nivel de expresséo destas, foi baixo, quando

comparados aos estudos envolvendo xilema de outras espécies (PLOMION et al., 2002).

Outras Proteinas

Ouitras classes de proteinas também foram encontradas (Tabela 2), incluindo as ndo
caracterizadas e as proteinas hipotéticas, o nivel de expressdo destas, foi baixo, quando

comparados aos estudos envolvendo xilema de outras espécies (PLOMION et al., 2002).

Proteinas envolvidas naviade lignificacdo

A via de sintese dos fenilpropandides € uma das mais importantes vias metabdlicas,
devido ao papel de sintese de compostos fendlicos e de uma série de produtos secundérios em
plantas, que Ihes conferem rigidez, protecdo mecénica e estrutural. Dentre estes compostos,
um dos mais importantes relacionados na influéncia da qualidade da madeira na producéo de
papel e celulose, € alignina. Pois este composto, devido a algumas caracteristicas quimicas e
em excesso, prejudica a remocao das fibras de celulose e no processo de branqueamento da
polpa. Diante disto, varios estudos, incluindo melhoramento vegetal através da selecdo de
linhagens, ou mais diretamente a manipulagdo das caracteristicas quimicas da madeira, tém
sido feitos.
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Como ja descrito anteriormente, algumas enzimas atuam em passos determinantes na
via de lignificacdo, como a determinacdo da relacdo de unidades S/G na composicdo da
lignina. Neste estudo, foram encontradas 3 enzimas desta via, sendo que, a CCOAOMT, com
2 isoformas, foi encontrada em E. grandis e E. globulus (Tabela 2). Esta enzima, (“spots”
GL62/G79), apresentou um padrdo diferencia de expressdo entre estas duas espécies, sendo
maior em E. grandis (Figura 18b), ja na outraisoforma, (“spots” GL68/G83), ndo se observou
uma diferenca de expressdo entre estas duas especies. Analises no genoma de alamo mostram
apenas duas cépias do gene (Tuskan, et al., 2006), porém, em estudos protedmicos de E.
grandis, Celedon et al., 2007, encontraram trés “spots” referentes a esta enzima, com massas
moleculares de 38.00 kDa e pls variando de 5.2 a 5.5, enquanto em Eg e Egl, as massas
variam de 40 a 52 e os pls variam de 4.33 a 4.6. Estas massas e pls também diferem das
mostradas na Tabela 1, feitas com base em busca no banco de dados do NCBI, indicando
possivels isoformas. Na busca do banco de ESTs do Genolyptus, somente uma destas
sequéncias foi reconhecida. GL62/79 alinhou com uma CCoOAOMT — 6. estes resultados
podem indicar outras possiveis isoformas presentes no xilema destas duas amostras.

Diretamente relacionada a atividade desta enzima, foram identificadas também, duas
isoformas de S-adenosiimetionina sintetase (“spots” GL78/G65 e GL30), todos com altos
niveis de expressdo, o que ja era esperado, pois, em ESTs de damo, estes foram encontrados
altamente expressos (WHETTEN, et al.,2001). Resultados similares também foram
encontrados no proteoma de Pinus pinaster, onde estas SAMs foram representadas por 14
“gpots” (PLOMION, et al.,, 2002). S-adenosilmetionina sintetase pode ter um papel
importante no processo de formagdo da madeira em E. grandis e E. globulus, pois esta
proteina sintetiza a S-adenosil-D-metionina (AdoMet), que é o doador de muitas reaces de
transmetilacdo, também encontradas na biossintese de lignina (TIBURCIO et al.,1990). Em
alguns estudos, a atividade de SAMs tém sido correlacionadas com a atividade de COMT
/CCoAOMT, indicando grande importancia destas enzimas na via de lignificagéo.

Outra enzima importante na via de lignificagdo trata-se da 4CL, que foi encontrada nos
trés xilemas amostrados, porém, com massas moleculares e pls diferentes (Tabela 2). Em
comparacao as massas e pls das espécies encontradas no banco de dados (Tabela 1), nota-se
que as 4-CLs possuem ampla variacdo nas médias de suas massas, 0 que pode ser explicado
pela quantidade de isoformas encontradas em espécies de Arabidospis, Populus, e Pinus
(ANTEROLA e LEWIS, 2002). O padrédo de expressdo desta enzima em amostras de C.
citriodora foi relativamente baixo, quando comparados as amostras de xilema de E. grandis e
E. globulus (Figura 18, Tabela 2). Este trabalho € o primeiro registro de deteccdo de 4CL de
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plantas utilizando a abordagem protedmica, outros estudos protedmicos seja de eucalipto
como de outras plantas ndo detectaram esta enzima.

Uma CAD foi encontrada em xilema de C. citriodora e outra em xilema de E.
globulus, com massas moleculares e pls similares aguelas descritas na Tabela 1. Os niveis de
expressdo, mostrados pelo volume dos “spots” correspondentes, sdo altos. Em estudos aos
niveis de expressdo de 9 genes relacionados a CAD em A. thaliana, KIM, et al., (2007),
mostraram que a expressdo desta enzima também pode ser detectada em tecidos néo
lignificados, sugerindo também para esta enzima, um a funcdo de protecdo da planta, bem
como envolvimento em outros processos ndo relacionados & lignificagdo. Em eucalipto, séo
descritas duas isoformas de CAD, com atos niveis de expressdo do mRNA, o que
corresponde aos altos niveis também encontrados nestas anadlises. A nivel protedmico, esta
enzima ainda néo tinha sido descrita em xilemas.

O nivel de expressdo das proteinas aqui identificadas pode contribuir para o
melhoramento vegetal, identificando pontos-chave de atuacdo das mesmas, quando
relacionadas ao alto ou baixo teor de lignina. Em xilema de C. citriodora, ndo foram
encontradas isoformas destas enzimas, esta fato, pode estar relacionado ao fato da grande
quantidade de lignina guaiacil, pois a formacdo destes mondmeros possui menor nimero de
passos enzimaticos. Em E. globulus e E. grandis, foram encontradas isoformas de
CCoAOMT, com altos niveis de expressdo, e em estudos preliminares dos padrbes de
expressao nestas duas espécies, SANTOS, 2006 sugere que, as quantidades de lignina siringil
estdo relacionadas com o aumento do nivel de expresséo desta enzima em eucalipto. A super-
expressdo do gene codificante desta enzima leva ao aumento da producdo de compostos
feruloil, que por sua vez, sdo convertidos em unidades siringil, 0 que estd, portanto
correlacionado a facilidade de branqueamento da polpa de E. globulus, bem como para, E.
grandis, mostradas pelo nivel de expresséo desta enzima neste estudo, Porém, em E. globulus,
a expressdo aumentada desta enzima, neste estudo, sugere que, se altos niveis desta enzima
estdo sendo expressos, o teor de lignina siringil pode ser um pouco maior, do que em relacdo
aE. grandis, com expressao pouco menor desta enzima.

A andlise de proteomas de espécies de Eucalyptus spp com fendtipos contrastantes no
que se refere & qualidade da madeira pode levar & identificagdo de proteinas diferencia mente
expressas e conseqlientemente uma maior compreensdo da via de lignificacdo e sintese de
celulose. Os dados aqui gerados a partir destas analises, com a identificacdo de enzimas
importantes na via de lignificacdo, bem como suas possiveis isoformas, podem fornecer

grande informagdo acerca do processo de sintese de madeira em Eucalyptus spp, bem como,
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relaciona-las a caracteristicas de composicdo quimica da madeira, permitindo o
desenvolvimento de uma nova tecnologia para a identificacdo de genes envolvidos no
controle genético da qualidade da madeira. Esta informacéo prontamente disponibilizada as
empresas produtoras de polpa de papel e celulose a partir da madeira de eucalipto podera ser
utilizada em futuros esforgos na modificagdo das propriedades da madeira para uso industrial
ou outras caracteristicas, diminuindo, ou até mesmo eliminando o uso de produtos quimicos
na producdo de papel, que sdo prejudiciais a0 meio ambiente e diminuindo o custo da

producéo para empresas e finalmente, para 0 consumidor.
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7 — CONCLUSOES
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7 — CONCLUSOES

e O método de extragéo fendlica foi 0 mais adequado para a extragéo de proteinas do
xilema e folhas de Eucaliptus spp;

e [Foram obtidos mapas consenso das trés espécies estudadas, com adta grau de
similaridade;

e Hauma alta variacdo no padréo do nivel de expressdo protéica entre as espécies em
nimero e qualidade;

e Foram identificadas 63 proteinas nos mapas consenso das 3 espécies estudadas, que se
agrupam em diversas classes com diferentes funcbes, inclusive, proteinas com
diferentes isoformas,

e Foram identificadas 3 enzimas da via de sintese de fenilpropanoides, sendo 2
isoformas de CCoAOMT, 1 4CL em E. Grandis e E. Globulus, 1 4CL em C.
citriodora, 1 CAD em E. globuluse 1 CAD em C. citriodora.
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8- PERSPECTIVAS
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8- PERSPECTIVAS

Comparar os dados obtidos as analises de microarranjos, destas mesmas amostras feitas
pelo GENOLYPTUS, relacionando o padréo de expressdo de proteinas expressas, com
seus respectivos mRNAS;

Fazer as andlises protedmicas dos hibridos do projeto Genolyptus, bem como comparar o

padréo de proteinas expressas com suas respectivas espécies puras,
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Anexo 1

Artigo: Production and biochemical characterization of insecticidal enzymes from
Aspergillus fumigatus towar d Callosobruchus maculates.

Autores: Jackeline Leite Pereira, Octavio L. Franco e Eliane F. Noronha.

Revista: Current Microbiology, Vol 52 (2006), pp. 430-434.
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Anexo 2

Artigo: Novel insightsinto use of fungal hydrolytic enzymes

Autores: Jackeline Leite Pereira, Eliane F. Noronha, Robert N. G. Miller e Octavio L. Franco

Revista: Lettersin Applied Microbiology, Vol 44 (2007), pp. 573-581
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Anexo 3

Artigo: Xanthomonas gardneri exoenzymatic activity toward plant tissue

Autores: Elizabete S. Candido, Jackeline Leite Pereira, Alice M. Quezado-Duval, Eliane F.
Noronha, Ricardo H. Kriiger e Betania F. Quirino.

Revista: World Journal of Microbiology and Biotechnology, Publicacéo on line.
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Anexo 4

Artigo: Production In vivo proteome analysis of Xanthomonas campestris pv. campestris
in theinteraction with the host plant Brassica oleracea

Autores: Aretusa E. Andrade, Luciano P. Silva, Jackeline L. Pereira, Eliane F. Noronha,
Fabio B. Reis Jr, Carlos Bloch Jr, Octéavio L. Franco, Marise F. dos Santos, Gilberto B.
Domont e Angela Mehta.

Revista: Submetido na FEMS Microbiology Letters em julho de 2007.
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Anexo 5

Artigo: Comparison of plant proteomic patternsin root-nematode interactions

Autores: Octavio L. Franco, Aretusa E. Andrade, Jackeline Leite Pereira, Paulo H. A. Costa,
ThalesL. Rocha, Erika V. S. A. Barros, Maria F. Grossi-de-S4, ReginaM. D. G Carneiro, Rui
G. Carneiro e Angela Mehta

Revista: Submetido narevista Journal of Phytopatology em julho de 2007.
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