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RESUMO
Analise protebmica da regido cambial de arvores adultas de Eucalyptus grandis

O género Eucalyptus é a fonte principal de madeira para a industria de papel e
celulose de paises tropicais e subtropicais e tem sido extensivamente estudado.
Apesar de sua importadncia econOmica, muito pouco é conhecido sobre o controle
genético da formagédo da madeira (xilogénese) no eucalipto. Diferentes propriedades da
madeira sdo observadas durante o desenvolvimento das arvores e a madeira é
classificada como madeira juvenil e adulta. A madeira juvenil comparada a adulta
apresenta células com paredes delgadas, alta concentracdo de lignina e baixa
densidade; caracteristicas indesejaveis para a industria florestal. A identificagdo de
proteinas e genes que regulam os processos genéticos de formagao da madeira juvenil
e adulta é, portanto, alvo potencial para estudos relacionados a modificacdes
especificas visando melhorar a qualidade da madeira. O objetivo deste trabalho foi
identificar as proteinas da regido cambial de arvores de Eucalyptus grandis envolvidas
no processo de formagao da madeira adulta. A proteina total foi extraida de arvores
com 22 anos e submetida a eletroforese bidimensional. Os spots foram isolados de
cada uma das repeticoes do gel e apos digestdo triptica, submetidos ao
sequenciamento por cromatografia liquida associada ao espectrémetro de massas Q-
TOF Ultima API (Waters, UK). Os espectros foram analisados pelo programa MASCOT
MS/MS lon Search, utilizando o banco de dados MSDB. Um total de 82 proteinas foram
identificadas e classificadas em seis categorias funcionais: metabolismo e energia
(36%), processos celulares (11%), transporte (2%), estrutura e organizagao da estrutura
(11%), vias de informacao (30%) e sem funcéo definida (10%). Muitas das proteinas
identificadas participam dos mecanismos de controle da biossintese da parede celular
e, consequentemente, da formagdo da madeira. Os dados gerados irdo facilitar uma
futura comparacado e selecdo de proteinas diferencialmente expressas em arvores
juvenis e adultas durante xilogénese.

Palavras-chave: Formacgao da madeira; Madeira adulta; Eucalyptus; Proteoma.
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ABSTRACT
Proteomic analysis of the cambial region from mature Eucalyptus grandis trees

The Eucalyptus genus is the main source of hardwood for the pulp and paper
industry in tropical and subtropical countries and is being extensively studied. Despite its
economical importance, very little is known about the genetic control of wood formation
(xylogenesis) in eucalypts. Different wood properties are observed during tree
development and the wood is classified as juvenile and mature. The juvenile wood is
characterized by cells with large lumen and thinner walls, lower density, higher lignin
content and poor quality for pulp production, when compared to mature wood. The
identification of proteins and genes that regulate the process in both mature and juvenile
wood formation is, therefore, a potential target for studies related to specific
modifications to alter wood quality. The aim of this work was to identify proteins which
participate in the process involved in mature wood formation by isolating proteins from
the cambial region of Eucalyptus grandis. The total protein was extracted from 22 year-
old trees and two-dimensional gel electrophoresis was carried out. Proteins were
excised from the gels and after tryptic digestion, MS analysis was conducted by on line
chromatography using a Cap-LC coupled to a Q-TOF Ultima APl mass spectrometer
(Waters, UK). The spectra were processed using MASCOT MS/MS lon Search
(www.matrixscience.com), and the sequences searched against MSDB database. A
total of 82 proteins were identified and classified into six main functional categories:
metabolism and energy (36%), cellular processes (11%), transport (2%), structure and
structural organization (11%), information pathways (30%), non defined function (10%).
Many of the identified proteins play a role in the mechanisms involved in the control of
cell wall biosynthesis, and consequently in wood formation. The generated data will
facilitate a further comparison and selection of proteins differentially expressed in mature
and juvenile trees during xylogenesis.

Keywords: Wood formation; Mature wood, Eucalyptus; Proteome.
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1 INTRODUCAO

O eucalipto € uma espécie que apresenta varias caracteristicas favoraveis para a
producdo de madeira como facilidade de propagacao vegetativa, crescimento rapido,
alta produtividade, boa forma de fuste e boa resposta a tratos culturais de manejo e
melhoramento genético (MORA e GARCIA, 2000; SILVA, 2005). Em resposta a alta
adaptabilidade a diferentes condi¢des de clima e solo, o plantio do eucalipto no Brasil
consolidou-se e o setor florestal brasileiro exerce papel de destaque no comércio
mundial.

Os programas de melhoramento genético da espécie, associados aos avangos
na tecnologia industrial, possibilitaram ao pais tornar-se o maior produtor de celulose de
fibra curta do mundo (BRACELPA, 2007). De acordo com pesquisas recentes, o
consumo médio mundial de madeira deve aumentar a uma taxa de 1,2% a 3,4% ao ano
nos proximos cinco anos (PERSPECTIVAS, 2003) e, para suprir essa demanda, o setor
de papel e celulose devera aumentar sua capacidade produtiva.

Mesmo com toda a contribuigdo do melhoramento genético do eucalipto para a
formagao de florestas altamente produtivas, ainda existem caracteristicas inerentes a
biologia das arvores que dificultam esse processo. Assim, a biotecnologia florestal
surgiu como uma alternativa para se alcangar progressos de forma rapida, manipular e
estudar caracteres até entdo desconhecidos ou que nao podiam ser manipulados
através do emprego das técnicas de melhoramento convencional.

A madeira € uma fonte renovavel de matéria prima utilizada de varias maneiras
pelo homem como nas edificagdes, geracao de energia, producao de papel e celulose,
dentre outras. Entretanto, apesar de sua importancia, o processo genético que controla
a formacéo da madeira ainda é pouco conhecido.

A madeira é formada a partir do desenvolvimento do xilema secundario, processo
denominado de xilogénese. Em cada fase do seu desenvolvimento, a expressao
ordenada de varias familias de genes é regulada por sinais ambientais e do
desenvolvimento da planta, que influenciam a composi¢do e a morfologia da parede
celular do xilema, o fator mais importante na determinagdo das propriedades da
madeira (MEGRAW, 1985).
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As variagbes nas composigdes quimicas, fisicas e anatdbmicas da madeira
ocorrem principalmente em funcao da idade, fatores genéticos e ambientais. A madeira
juvenil quando comparada com a adulta, apresenta células com paredes delgadas, alta
concentragéo de lignina e baixa densidade. Para a industria florestal, o processamento
da madeira juvenil pode acarretar caracteristicas indesejaveis no produto final (BRASIL
e FERREIRA, 1979); arvores que apresentam uma propor¢gao maior de madeira adulta
geram produtos com melhor qualidade.

A identificagdo de proteinas e genes que regulam os processos genéticos da
formagdo da madeira juvenil e adulta &, portanto, alvo potencial para modificacbes
especificas com o objetivo de se aumentar a qualidade da madeira. Com o objetivo de
fornecer informacgdes criticas e complementares da regulagdo, quantidade, atividade e
interacdo de cada proteina na célula, a protedbmica vem se tornando um campo ativo
para os estudos pés-gendmica (PLOMION et al., 2006).

Celedon et al. (2007) descreveu as principais proteinas expressas durante a
formacdo da madeira juvenil de E. grandis, utilizando técnicas de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas. Partindo da hipétese de que diferentes
proteinas iriam ser encontradas durante a formagao da madeira adulta, principalmente
devido as suas caracteristicas, este trabalho teve como objetivos identificar e
caracterizar as proteinas da regido cambial de arvores de Eucalyptus grandis com 22
anos de idade e compreender as principais rotas envolvidas na formagao da madeira
adulta, principalmente aquelas envolvidas com as proteinas de sintese de parede
celular.

Os resultados encontrados e as comparacgdes entre a formagao dos dois tipos de
madeira irdo, futuramente, fornecer informacdes sobre o processo de formacao e

qualidade da madeira de eucalipto.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O eucalipto

O eucalipto é originario da Australia onde cobre cerca de 90% de sua area
territorial, formando densas florestas, com algumas poucas espécies originarias das
ilhas de Java, Filipinas, Timor, Papua Nova Guiné e outras (PRYOR, 1976).
Atualmente encontra-se amplamente distribuido em paises de clima tropical e
subtropical entre as latitudes de 9°N e 45°S e altitudes que variam de 30 a 1000 metros,
adaptados a diversas condigdes de clima e solo (BROOKER, 2000).

A primeira espécie reconhecida oficialmente como pertencente ao género
Eucalyptus foi a E. obliqua em 1788, a qual, devido as suas caracteristicas foi incluida
na familia Myrtaceae (COZZO, 1955). Hoje, o género engloba cerca de 700 espécies,
sub-espécies, variedades e hibridos naturais, os quais sao encontrados desde a forma
arbustiva até arvores de grande porte (CRESSWELL et al., 1975).

As espécies de Eucalyptus sdo mondicas, protandricas e preferencialmente
albgamas (CARR et al.,, 1971). Sdo dipldides e, em sua maioria, possuem 22
cromossomos caracterizados por um tamanho extremamente pequeno (RUGGIERI,
1961), com um conteudo de DNA nuclear (2c) estimado entre 500 e 650 Mpb
(GRATTAPAGLIA e BRADSHAW, 1994).

Na América do Sul, o Chile foi o primeiro pais a introduzir o eucalipto em 1823,
seguido pela Argentina e Uruguai. Por volta de 1868, ainda com finalidades
ornamentais, o eucalipto foi introduzido no Rio Grande do Sul por Frederico de
Albuquerque e no Rio de Janeiro por Pereira da Cunha. O reconhecimento pela
introdugdo econémica da cultura foi creditado a Navarro de Andrade, que em 1904, a
pedido da Companhia Paulista de Estradas de Ferro, iniciou pesquisas comparativas
entre espécies de eucaliptos e espécies florestais nativas. Os primeiros resultados,
desta pesquisa pioneira, aconselharam a utilizagdo do eucalipto na produg¢ao de lenha,
dormentes, postes e moirdes.

Por apresentar tantas possibilidades de uso, os plantios foram incorporados

gradativamente ao cenario florestal brasileiro (ANDRADE, 1961). A partir da década de
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50, o eucalipto passou a ser produzido como matéria prima para o abastecimento de
fabricas de papel e celulose (TOMASELLI, 2004).

2.1.1 O setor florestal brasileiro e a importancia do eucalipto

O setor florestal brasileiro gera cerca de 3 milhdes de empregos diretos e
indiretos e apresentou, em 2005, um faturamento de US$ 27,8 bilhdes (3,5% do PIB
nacional), contribuindo com US$ 4,2 bilhdes em impostos. As exportacdes brasileiras
ligadas ao setor atingiram US$ 7,4 bilhdes, correspondendo a aproximadamente 7% do
total exportado pelo pais (SBS, 2006; LEITE, 2005).

Em 2006, a produgao brasileira de celulose alcangou 11,2 milhdes de toneladas
e a de papel 8,7 milhdes de toneladas, registrando um crescimento sobre 2005 de 8% e
1,5%, respectivamente. Segundo pesquisas de institutos internacionais, apesar de ja
ser o maior produtor de celulose de fibra curta, o resultado da produgao de celulose de
2006, levou o Brasil a passar da sétima para a sexta posicao como produtor mundial de
celulose total e o 11° maior fabricante de papel (BRACELPA, 2007).

O plantio do eucalipto no Brasil foi consolidado gragas ao seu excelente potencial
para produ¢cdo de madeira e por apresentar uma série de caracteristicas favoraveis,
entre elas: alta adaptabilidade a diferentes condi¢des de clima e solo; elevada produgao
de sementes e facilidade de propagagdo vegetativa; crescimento rapido, alta
produtividade e boa forma de fuste; boa resposta a tratos culturais de manejo e
melhoramento genético; adequacgao aos mais diferentes usos e aceitacdo de mercado
(MORA e GARCIA, 2000; SILVA, 2005).

O desenvolvimento de florestas produtivas e de rapido crescimento, associado a
tecnologia industrial, viabilizard a produgdo de papéis com padrdao de qualidade
internacional. De acordo com pesquisas recentes, o consumo médio mundial de
madeira deve aumentar a uma taxa de 1,2% a 3,4% ao ano nos proximos cinco anos
(PERSPECTIVAS, 2003) e, para suprir essa demanda, o setor de papel e celulose
apresentou ao governo um programa nacional de investimentos da ordem de US$ 14,4
bilhbes para o periodo de 2003 a 2012, destinados a expansao da capacidade
produtiva e ao aumento da competitividade das industrias brasileiras no cenario mundial
(BRACELPA, 2006).
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A expectativa para 2007 € de que a producdo brasileira atinja 11,8 milhdes de
toneladas de celulose e 9 milhdes de toneladas de papel, o que representara um
crescimento de cerca de 5,5% e 2,8%, respectivamente, em relacdo a producéao
registrada em 2006 (BRACELPA, 2007).

2.1.2 Melhoramento genético do eucalipto

A grande variedade de espécies de eucalipto introduzidas no Brasil no inicio do
século XX transformou o Horto Florestal de Rio Claro, Estado de Sdo Paulo, no mais
completo banco de germoplasma de eucalipto no Brasil (Andrade, 1961) e, rapidamente
essas areas se tornaram podlos de fornecimento de sementes para programas de
formagao de florestas por incentivo do governo federal brasileiro.

Os programas de melhoramento genético do eucalipto tiveram como objetivo
inicial a avaliagcdo da adaptabilidade das inUmeras espécies em regides especificas,
que foi realizado através de ensaios de progénies e verificagdo da resposta destas as
diferentes condigdes ambientais (KAGEYAMA, 1980).

Com espécies mais adaptadas, o melhoramento florestal passou a buscar o
aumento da produtividade volumétrica da madeira a cada ciclo de selecdo, sem com
isso, comprometer a base genética da populacdo (MENK, 1989). As grandes empresas
nacionais utilizaram-se da selegdo massal, seguida da obtencdo de clones das arvores
superiores e da selecao de familias de meios-irmaos, para a obtencdo de populagcdes
melhoradas (PEREIRA et al., 1994). Com o sucesso desses esforgos, hoje a
produtividade dos plantios comerciais de eucalipto no Brasil passou de 12 m®ha.ano
para uma média de 39 m*ha.ano (BRACELPA, 2007).

Uma das técnicas que contribuiram para a obtencdo de ganhos genéticos foi a
de hibridagdo. Embora a obtencao de hibridos ja ocorresse desde a década de 70, ela
era restrita ao uso da polinizagdo aberta entre espécies compativeis, que deveriam
florescer ao mesmo tempo. Dessa forma, um método de cruzamento controlado que
explorava a protandria do eucalipto foi desenvolvido nos anos 80 e levou a uma
expansao de hibridos produzidos artificialmente no Brasil (ASSIS, 1985; BRIGATTI et
al., 1983; MARTINS e IKEMORI, 1987). Um exemplo importante é o da hibridagao entre
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Eucalyptus urophylla X Eucalyptus grandis, que resultou em um hibrido interespecifico
resistente ao cancro e com elevada producao volumétrica (FERREIRA, 1983).

Na década de 80, a técnica de clonagem possibilitou a produ¢cdo de mudas de
materiais genéticos superiores, resultantes dos programas de melhoramento e de
plantios comerciais ja estabelecidos (REZENDE, 2006). Além do aumento na
produtividade, a clonagem possibilitou a produ¢cao de matéria-prima mais uniforme, o
que gerou grandes beneficios para as industrias.

Mesmo com toda a contribuigdo do melhoramento genético do eucalipto para a
formagao de florestas altamente produtivas, ainda existem caracteristicas inerentes a
biologia das arvores que dificultam esse processo. Entre elas estdo: longo ciclo de
vida, porte, maturacéo tardia, polinizagdo cruzada, alta complexidade da analise dos
descendentes apos cruzamentos e retrocruzamentos, dificuldade de obtencido de
ganhos significativos para caracteres complexos e necessidade de grandes areas para
plantios experimentais (VALVERDE, et al., 2007; CAMPBELL et al., 2003). Assim, a
biotecnologia florestal surgiu como uma alternativa para se alcangar progressos de
forma rapida, manipular e estudar caracteres até entdo desconhecidos ou que néao
podiam ser manipulados através do emprego das técnicas de melhoramento

convencional.

2.1.3 Biotecnologia florestal

A biotecnologia de arvores recebe uma menor atengdo quando comparada as
grandes culturas agricolas, mesmo sabendo-se que o impacto de sua utilizagdo seria
potencialmente maior na area florestal (MERKLE; NAIRN, 2005). A maioria dos
trabalhos sobre aplicacdo de técnicas de biotecnologia nas angiospermas esta
concentrada no género Populus, que de maneira equivalente ao Eucalyptus no Brasil,
assume importancia econémica fundamental na industria de base florestal de varios
paises europeus, caracterizados por serem altamente desenvolvidos e possuirem solida
estrutura de pesquisa (Meireles, 2006). Dessa forma, Populus foi o primeiro género
florestal a ser regenerado in vitro ja no final dos anos 60, o primeiro a ser

geneticamente transformado (FILLATTI et al., 1987) e o primeiro a ter uma espécie com
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o genoma totalmente sequenciado (BRUNNER et al., 2004; revisado por MEIRELES,
2006).

As contribuigbes da biotecnologia ao género Eucalyptus s&o igualmente
importantes, e trouxeram grande auxilio ao melhoramento convencional. Em 2002,
Gonzalez e colaboradores conseguiram obter plantas transgénicas de eucalipto através
de transformacao por Agrobacterium tumefaciens, possibilitando assim, a introdugao ou
modificagdo de genes de interesse.

No Brasil ja existem dois projetos de sequenciamento de ESTs (expressed
sequence tags) de eucalipto, 0o GENOLYPTUS e o FORESTS, ambos de iniciativa de
empresas do setor e 6rgdos nacionais e estaduais de fomento a pesquisa (MCT e
FAPESP), com a participagcdo de universidades, mas que ndo tem os dados

disponibilizados publicamente.

2.2 Madeira

Em espécies perenes, a adicdo sucessiva de xilema secundario, diferenciado a
partir do cambio vascular, origina um tecido unico chamado de madeira
(MIUNSBRUGGE et al., 2000).

A madeira é uma fonte renovavel de matéria prima utilizada de varias maneiras
pelo homem como nas edificagdes, geragdo de energia, producédo de papel e celulose
dentre outras (Celedon et al., 2007). Atualmente, além de sua importancia econémica, a
madeira € apontada como principal agente fixador de carbono, contribuindo para a

reducao dos excessos de CO, atmosférico e consequientemente o aquecimento global.

2.2.1 Cambio vascular

O cambio vascular € um meristema secundario, que se diferencia juntamente
com o tecido vascular primario, a partir do procambio, e é responsavel pelo crescimento
em didmetro das gimnospermas e muitas angiospermas dicotiledéneas (LARSON,
1994). Esse crescimento secundario € especialmente importante para o
desenvolvimento das arvores, assegurando suas vidas perenes a partir da renovagao

do xilema e floema funcionais (PAUX et al., 2004).
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O termo cambio ndo € um consenso entre os pesquisadores da area. Alguns se
referem ao cambio como a camada unisseriada de células iniciais e usam o termo
regido cambial para a faixa que compreende, além da camada de células iniciais, as
camadas subsequentes das suas células derivadas.

O céambio vascular (Figura 1) contém dois tipos de células meristematicas:
células iniciais fusiformes e células iniciais radiais. As células inicias fusiformes sao
alongadas, altamente vacuoladas, divididas longitudinalmente para se auto
regenerarem e cujas células derivadas se diferenciam em células condutoras do xilema
e floema secundario. Ja as células iniciais radiais sdo pequenas e suas células
derivadas incluem as fileiras radialmente orientadas de células do parénquima no
interior da madeira, também designados como raios parenquimaticos (TAlIZ & ZEIGER,
2004).

CASCA

b

(i 4 FLOEMA

j 7 CELULASINICIAISE
DERIVADAS CAMBIAIS

XILEMA

MEDULA

Figura 1 - Cambio Vascular formado pelas células iniciais e derivadas

2.2.2 Xilema

O xilema é um tecido responsavel pelo transporte de agua e solutos a longa
distancia, armazenamento de nutrientes e suporte mecanico (APPEZZATO-DA-GLORIA
et al., 2006). Ele pode ser classificado como primario, quando se origina do procambio,
e secundario, quando se origina do cambio vascular.

Os xilemas primario e secundario sdo constituidos por elementos condutores,
células parenquimaticas, fibras e alguns outros tipos celulares (APPEZZATO-DA-

GLORIA et al., 2006) (Figura 2). Segundo os autores, os elementos condutores podem
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ser traqueides ou elementos de vasos. As traqueides sdo células que nao possuem
perfuragdes, tipicas de gimnospermas e algumas angiospermas primitivas. Elas se
posicionam em fileiras longitudinais, justapondo-se as extremidades n&o perfuradas. Ja
os elementos de vaso sdo caracteristicos das angiospermas e das ordens mais
evoluidas de gimnospermas. Estes também ocorrem em fileiras longitudinais e se
comunicam através das placas de perfuragao, constituindo os vasos.

As células parenquimaticas podem estar presentes no parénquima axial ou radial
e sao responsaveis pelo armazenamento e translocagdo de agua e solutos a curta
distdncia. As fibras s&do células de sustentagdo, responsaveis pela rigidez ou
flexibilidade da madeira. Estas possuem forma alongada e extremidades afiladas, com
maior dimensdo no sentido do eixo longitudinal do tronco da arvore. As paredes das
fibras variam em espessura, mas geralmente sdo mais espessas que as paredes das

demais células do xilema secundario.
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Figura 2 - Tipos de células presentes no xilema primario e secundario (TAIZ & ZEIGER, 2004)



23

2.2.3 Xilogénese

O desenvolvimento do xilema secundario, formacao da madeira, € denominado
de xilogénese. O desenvolvimento do xilema secundario ocorre através de cinco
eventos sequenciais: divisdo celular, elongacdo, biossintese da parede celular,
lignificacdo e morte celular programada (CHAFFEY, 2002). Em cada fase, a expressao
ordenada das familias de genes é regulada por sinais ambientais e do desenvolvimento
da planta, que influenciam a composigao e a morfologia da parede celular das células
do xilema, sendo assim, o fator mais importante na determinacédo das propriedades da
madeira (MEGRAW, 1985).

Quando as células iniciais do cambio vascular se dividem, periclinalmente para
dentro, uma célula permanece no estado meristematico enquanto a outra, mais interna,
se torna a célula mae do xilema. A célula mae do xilema pode, por sua vez, sofrer ainda
um limitado numero de divisdes celulares ou, sem mais divisées, se diferenciar em
células do xilema secundario (LARSON, 1994).

Uma vez formada, a nova célula do xilema passara por um processo de
diferenciagdao, determinado pelos quatro eventos restantes: expansdo celular,
espessamento da parede celular (envolvendo a deposicdo de celulose e
hemiceluloses), lignificagcdo e morte celular programada (PLOMION et al., 2001).

Apos a divisdo, as células que ainda sdo compostas apenas de parede celular
primaria, se expandem, formando uma zona onde os elementos de vasos e as fibras ja
apresentam caracteristicas morfolégicas diferentes. Durante a expansao, cada tipo
celular difere em comprimento, polaridade e tipo de extensdo. As fibras e células do
parénquima se expandem primeiramente na direcdo radial, com suas paredes
expandindo-se uniaxialmente; enquanto os vasos, em adicdo a expansao radial, podem
sofrer um crescimento tangencial (CALDAS, 2007). O padrao basico do arranjo entre
os diferentes tipos celulares do xilema é bastante conservado, apesar de seus
diferentes padrdes de expansao (CATESSON, 1989).

O espessamento orientado da parede secundaria € regulado através da
deposigao controlada de microfibrilas de celulose (FLADUNG et al., 1991). Enquanto a
orientagcdo das microfibrilas na parede primaria é aleatéria ou longitudinal (FUNADA,

2000), na parede secundaria consiste de trés camadas S1, S2 e S3, e € marcada pela
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formagao de um denso arranjo helicoidal, quase transversal (ABE et al., 1997) (Figura
3).

A lignificagdo das células comega pelos vasos, onde deposita-se primeiramente
na lamela média, particularmente nos cantos das células, quando estas completam a
deposigao da camada S1 (TERASHIMA et al., 1993). A camada S2 é lignificada durante
sua formacao, juntamente com a deposicao de celulose e hemiceluloses, processo que
se intensifica com a formagédo da camada S3 (MLLEROWICZ et al., 2001). Quando a
lignificagdo é finalizada, os elementos de vasos e fibras sofrem morte celular
programada (PCD), a qual envolve morte do protoplasto. Esse processo leva as células
ao final da diferenciacao, tornando-as prontas para assumirem suas fungoes.

A madeira, portanto, € um produto do cambio vascular e é composta de um
conjunto de células do xilema secundario que s&o acumuladas ao longo do

desenvolvimento das espécies lenhosas (LARSON, 1994).

| PAREDE
SECUNDARIA

PAREDE
. PRIMARIA

LAMELA
MEDIA

Figura 3 - Padrdo de deposi¢ao das microfibrilas de celulose na parede primaria e nas camadas S1, S2 e
S3 da parede secundaria (TAIZ & ZEIGER, 2004)



25

2.2.4 Qualidade da madeira

De acordo com Shimoyama (1990), qualidade se refere a adequacgao da madeira
para um determinado uso ou a sua capacidade de preencher os requisitos a fabricagao
de um dado produto. Conhecendo-se a qualidade da matéria prima e o processo a ser
utilizado é possivel obter-se a otimizagdo entre ambos e obter um produto final de alta
qualidade.

A madeira é um material heterogéneo que possui diferentes tipos de células,
adaptadas a desempenharem funcdes especificas. As variagcdes nas composicoes
quimicas, fisicas e anatdbmicas da madeira sdo grandes entre espécies, ocorrendo
variagdes também dentro de uma mesma espécie, principalmente em fungao da idade,
fatores genéticos e ambientais. Ha também diferencas entre o cerne e alburno, madeira
de inicio e fim de estacdo de crescimento e, em escala microscépica, entre células
individuais (BROWNING, 1963).

A madeira varia de arvore para arvore, bem como dentro de troncos individuais.
Segundo Mallan (1995), a variacdo no sentido radial é a fonte de variagdo mais
importante, sendo que a sua extensao € determinada pela propor¢do de madeira juvenil

e suas caracteristicas fisico-quimicas e anatémicas ao longo do tronco.

2.2.5 Madeira juvenil e madeira adulta

As arvores apresentam diferentes taxas de crescimento, assim como diferentes
caracteristicas celulares, durante seu desenvolvimento. Em plantas que apresentam
crescimento secundario, essas caracteristicas podem ser melhor observadas e a
madeira produzida, classificada em juvenil e adulta.

As variagbes que ocorrem durante o periodo juvenil estdo relacionadas
principalmente as dimensdes celulares, a organizagdo da parede celular e as
caracteristicas fisico-quimicas da madeira. Entretanto, a variacdo de gradiente dentro
da zona juvenil diminui com o passar do tempo.

Para a industria florestal, o processamento da madeira juvenil, pode produzir
caracteristicas indesejaveis no produto final (BRASIL e FERREIRA, 1979); arvores que
apresentem uma proporcdo maior de madeira adulta geram produtos com maior

qualidade. As toras de eucalipto que sao encaminhadas para a producédo de papel e
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celulose, entretanto, sdo cortadas quando estdo com sete anos de idade, ou seja,
constituidas ainda, por grande parte de madeira juvenil.

A madeira juvenil localiza-se na regido central da arvore e apresenta a forma de
um cilindro, com didmetro quase uniforme, desde a base até o topo (EVANS et al.,
2000) (Figura 4). De maneira geral, apresenta uma elevagao dos valores de densidade,
comprimento da fibra, espessura da parede etc, da fase juvenil até atingirem a
maturidade, onde os valores permanecem mais ou menos constantes. Na fase juvenil a
taxa de incorporagao de biomassa é crescente e tende a se estabilizar, até que a arvore
atinja a idade adulta (TRUGILHO et al., 1996). Em relagdo a madeira adulta, a madeira
juvenil apresenta ainda uma maior quantidade de xilanas e ligninas, menor conteudo de
celulose e glucomananas, menor comprimento de fibras e vasos, menor diametro
celular, paredes celulares mais finas, menor densidade basica, maiores angulos
microfibrilares, maiores proporgbes de fibras e menores propor¢gdes de vasos
(TRUGUILHO et al., 1996).

Madeira Juvenil: \%/ Madeira Adulta:

Baixa densidade Alta densidade

Fibras curtas Fibras longas

Paredes celulares delgadas Paredes celulares espessas
Baixa % de lenho tardio Alta % de lenho tardio

Menor % de celulose > Maior % de celulose

Alta % de madeira de reacgao Baixa % de madeira de reagao
Menor resist&ncia mecénica Maior resisténcia mecénica
Maior &ngulo microfibrilar Menor dngulo microfibrilar
Maior porcentagem de lignina Menor porcentagem de lignina

Figura 4 — Localizacao e principais caracteristicas da madeira adulta e juvenil
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Oliveira e colaboradores (2005), avaliando teores de umidade e de densidade
basica na madeira de sete espécies de eucalipto com idades entre 22 e 26 anos
concluiram que, existe uma queda no gradiente de umidade no sentido medula-casca,
com excegdo do E. grandis que mostrou uma distribuicdo heterogénea. Quanto a
densidade basica, os autores concluiram que houve um aumento dessa propriedade na
diregdo medula-casca, com perfis de variagao distintos para cada espécie. No caso do
E. grandis, a madeira de densidade menos variavel foi verificada somente a partir de 25
cm de didmetro do tronco.

O periodo de juvenilidade do eucalipto € variavel entre as espécies, podendo ser
superior a 10 anos em algumas espécies plantadas na Australia (OLIVEIRA et al.,
2005). PLUMPTRE (1983), estudando Pinus caribaea, verificou que a formagdo da
madeira juvenil e a transicdo dessa para madeira adulta variam de acordo com a
constituicdo genética da arvore, com o clima e com as atividades silviculturais.

A producao de polpa a partir do lenho juvenil € menor quando comparada a do
lenho adulto, tanto com base em massa seca quanto com base em massa umida. O
papel fabricado de polpa de lenho juvenil tem maior resisténcia a tragédo, ao estouro, a
dobra, apresenta folha mais lisa e possui maior densidade aparente (ZOBEL e VAN
BUIJTENEN, 1989). A madeira adulta, mais homogénea quanto a sua densidade no
interior do tronco, comporta-se melhor nas operacdes de processamento e reflete maior
uniformidade nas demais propriedades tecnoldgicas. As arvores em idade de corte
contém altas propor¢gbes de madeira juvenil e, portanto, um menor valor econémico
(CALDAS, 2007).

2.3 ProteGmica

Esta técnica é baseada no conceito de que o proteoma corresponde ao conjunto
completo de proteinas produzidas por uma célula ou organismo, sob uma condi¢ao
particular (WILKINS et al., 1995). Com o objetivo de fornecer informacdes
complementares ao mecanismo de regulagdo, quantidade, atividade e interagdo de
cada proteina no interior da célula, esta técnica tornou-se uma ferramenta
extremamente util para os estudos de pds-gendmica e vem crescendo a cada ano
(PLOMION et al., 2006).
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As proteinas exercem papel fundamental nas fungdes bioldgicas. Portanto, seu
entendimento trara uma perspectiva global de como essas moléculas interagem e
cooperam para criar e manter um sistema biologico ativo. As proteinas sao os agentes
responsaveis pelos fendtipos definitivos das células. Consequentemente, torna-se
impossivel elucidar os diversos mecanismos que interagem em um determinado
organismo, apenas pelo estudo dos genes (GRAVES e HAYSTEAD, 2002).

A grande maioria dos estudos de protedbmica de plantas tém se concentrado no
perfil do proteoma de varios 6rgaos, tecidos, células e organelas das principais culturas
cultivadas. Entre os géneros florestais, Populus e Pinus tém sido extensivamente
pesquisados. Plomion e colaboradores (2006) catalogaram o proteoma de varios
tecidos e 6rgédos de Populus, relacionando este a diversas proteinas de resposta ao
estresse hidrico.

O estudo da xildgenese entre as espécies arbdreas tem se concentrado em
modelos de formacgdo de parede celular, principalmente através da comparacado de
tecidos sob diferentes idades e diferentes condi¢des fisiologicas. A comparagéo entre
madeira juvenil e adulta ja foi realizada em Populus (MIUNSBRUGGE et al., 2000;
PLOMION et al., 2006) e em Pinus (GION et al., 2005). Neste ultimo, ainda analisou-se
as proteinas expressas no xilema, sob indugdo de madeira de tensdo e durante
diferentes estagbes do ano. Juan et al. (2006) prop6s uma nova abordagem para o
estudo de formacao de madeira e analisou o proteoma do tecido vascular secundario a
partir de um sistema de regeneragao.

As pesquisas com eucalipto ainda sido recentes, Celedon et al. (2007)
descreveram as principais proteinas expressas durante a formagdo da madeira juvenil

de Eucalyptus grandis em trés diferentes idades.

2.3.1 Andlise protebmica da regido cambial de &rvores juvenis de E. grandis

Com o objetivo de descrever as principais proteinas expressas durante o
processo de formacdo da madeira juvenil em E. grandis, além de identificar proteinas
diferencialmente expressas, Celedon et al. (2007) analisaram o proteoma da regido
cambial de eucalipto em trés idades diferentes até a idade de corte. A proteina total foi

extraida de plantulas com seis meses e arvores juvenis com trés e seis anos.
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Utilizando-se a metodologia de eletroforese bidimensional e cromatografia liquida
acoplada a espectrémetro de massas, 240 proteinas foram identificadas.

Muitas das proteinas identificadas estdo relacionadas com os processos de
formacdo da madeira. Proteinas envolvidas na formacdo do citoesqueleto
representaram 20% das identificagdes. Nesse caso, as a e B tubulinas e varias actinas,
assim como a proteina actina-associada profilin, foram identificadas. Uma proteina
CDCA48, relacionada a regulagdo do ciclo celular, foi descrita e a UDP-glicose
pirofosforilase, envolvida na biossintese de hemiceluloses e pectinas, foi identificada em
multiplos spots nas trés idades.

A assimilacdo de carbono e nitrogénio esta interconectada a uma série de
enzimas e metabdlitos para a producdo dos componentes basicos da parede celular
(celulose, hemiceluloses, pectinas e ligninas) durante a formagdo da madeira. A
glutamina sintase foi a unica proteina envolvida com o metabolismo de nitrogénio que
foi identificada, e esta correlacionada a reciclagem da aménia produzida durante o inicio
da lignificagdo. A S-adenosilmetionia sintase (SAMS), envolvida no metabolismo de
aminoacidos, foi encontrada em 3 spots e com diferentes niveis de expressao entre as
idades. A atividade da SAMS tem sido correlacionada as proteinas envolvidas na
lignificacdo, dentre elas a acido caféico 3-O-metiltransferase (COMT) e a cafeil-CoA O-
metiltransferase (CCoAOMT), também identificadas.

Neste trabalho, também foi identificada a ascorbato peroxidase, enzima
envolvida em processos de desintoxicagao por espécies reativas de oxigénio (ROS). O
acumulo celular de ROS esta relacionado a morte celular programada, ultimo processo
da xilogénese.

A otimizagdo do método de identificagdo de proteinas da regido cambial de
arvores juvenis, assim como a correlagao com os processos envolvidos na formacgéo da
madeira, pode ser alcangada através de repeticbes dos géis bidimensionas e analise
dos spots por espectrometria de massas e pela utilizacdo de técnicas complementares.
Esforgos nesse sentido estdo sendo realizados pelo grupo de trabalho do Laboratério
Max Feffer de Genética de Plantas, assim como uma futura comparagao dos géis e

proteinas de arvores juvenis e adultas.
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2.3.2 Espectrometria de Massas

A anadlise de proteinas requer métodos para separar, de forma criteriosa,
amostras de proteinas em seus componentes individuais. Esses métodos, de maneira
geral, podem ser classificados como seletivos e ndo seletivos. Os métodos seletivos
tém por objetivo isolar proteinas individuais a partir de propriedades especificas, como
ligacbes ou funcdes bioquimicas, sao utilizados principalmente no estudo de
modificagdes pos-traducionais e sdo a base da tecnologia utilizada nos estudos de
arranjos de proteinas.

Os nao seletivos tém como base o fracionamento de amostras complexas de
proteinas em subfracdes para analises futuras. Esses métodos sdo normalmente
utilizados em projetos de protedémica que visam estudar propriedades gerais como o
peso molecular, ponto isoelétrico ou carga de determinadas proteinas.

Na protebmica, a tecnologia de separagdo de proteinas € explorada aos seus
limites (TWYMAN, 2004). A grande quantidade e diversidade quimica tornam dificil a
escolha de um método de separagado que represente igualmente todas as proteinas de
uma amostra. Além de ser representativa, a técnica de separacdo deve ser de facil
automacao e principalmente ser compativel com as andlises de espectrometria de
massas.

As principais técnicas utilizadas nos trabalhos de proteoma s&o a eletroforese
bidimensional e a cromatografia liquida multidimensional, também conhecida por shot

gun.

2.3.2.1 Gel bidimensional

Os protocolos que utilizam focalizacao isoelétrica e eletroforese sequencial foram
desenvolvidos em meados dos anos 70. O’Farrell (1975) foi o primeiro a utiliza-los em
protéomica quando separou proteinas de E. coli e obteve um perfil de 1000 fragbes
protéicas. Hoje, os principais sistemas de eletroforese bidimensional utilizam, em uma
primeira dimensao, fitas IPG para focalizagao isoelétrica e em segunda dimensao, sao
capazes de resolver aproximadamente 2500 spots em um mesmo gel (TWYMAN,
2004). Entretanto, o proteoma de organismos eucariotos tem ordens de grandezas

muito superiores a essas.



31

A técnica é extensivamente utilizada, mas tem como principais fatores limitantes
problemas com resolugao, sensibilidade, reprodutibilidade e automacéao. Outra limitagao
€ a dificuldade de se focalizar proteinas com alto peso molecular, hidrofébicas e
extremamente basicas ou acidas (GRAVES e HAYSTEAD, 2002).

Apesar de muitos autores relatarem dificuldades, principalmente, com a
solubilizacdo das proteinas, muitas alternativas de otimizacbes de protocolos ja foram
propostas para cada tipo de material biologico (KHOUDOLI et al., 2004). Assim, fatores
limitantes vém sendo superados pelo uso de maior numero de repeticbes de géis
(RUBINFELD et al., 2003), novos softwares e cuidadosas analises de imagem de géis
(ROGERS et al.2003), selegcao de faixas de pH estreitas que aumentam a resolucéo da
amostra (GORG et al., 1999), enriquecimento de fragdes de proteinas baseado em
caracteristicas quimicas (CORTHALS et al., 2000) e aplicagdo de protocolos
especificos para recuperacdo de proteinas de baixa solubilidade (MECHIN et al., 2003).

Apesar de muitas técnicas complementares ja estarem sendo utilizadas, a
eletroforese bidimensional continua sendo uma opgao para o estudo da expressio de
proteinas e posterior identificacdo por espectrometria de massas. Os géis
bidimensionais s&o vantajosos uma vez que proporcionam uma visao global do

proteoma de um determinado experimento.

2.3.2.2 Espectrébmetro de massas

O espectrébmetro de massas € um instrumento que mede a razdo massa/carga
de ions submetidos ao vacuo. A partir dos dados gerados por seus espectros, a massa
molecular dos peptideos e residuos de aminoacidos pode ser determinada com
precisdo, assim como a composi¢cdo molecular de uma amostra.

As analises podem ser realizadas a partir de ions de peptideos intactos (MS) e
de ions de peptideos fragmentados (MS/MS). Nas analises MS, também conhecidas
por fingerprint, os valores de m/z dos peptideos sao correlacionados a proteinas de um
banco de dados especifico. Ja as analises de MS/MS séo utilizadas para obtencao das
sequéncias de aminoacidos, a partir da determinagdo das massas de seus residuos, e

da correlagdo dessas, com os bancos de dados disponiveis. Trata-se, portanto, do
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sequenciamento de proteinas e muitas vezes da obtencdo de moléculas até entao
desconhecidas.

O equipamento contém trés componentes principais: uma fonte de ionizagéo,
analisadores de massas e um detector (Figura 5). A grande variedade de
espectrémetros de massas disponiveis no mercado sdo, na verdade, combinagdes de
diferentes tipos de fontes de ionizacdo e analisadores de massas, que conferem a

estes, determinados niveis de sensibilidade e exatidao nos resultados.
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Figura 5 - Modelo do principio de analise de um espectrdbmetro de massas Q-TOF com operagao em
modo MS/MS

A funcio da fonte de ionizac&o € converter a solugdo contendo os peptideos em
ions na fase gasosa (TWYMAN, 2004). As duas formas de ionizagdo mais
tradicionalmente utilizadas sdo a eletronebulizacédo (ESI) e a dessor¢cao a laser
auxiliada por matriz (MALDI).

A eletronebulizagdo foi desenvolvida por FENN et al. (1989) e trata-se de um
pequeno capilar que produz, no vacuo, uma goticula carregada com a solugado de
peptideos. Por fazer uso de uma solugdo liquida, essa fonte de ionizagdo pode ser

acoplada a colunas de cromatografia liquida.
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A ionizacao por dessorcao a laser auxiliada por matriz (KARAS e HILLENKAMP,
1988) tem como principio a vaporizagao de uma matriz, composta pelos peptideos a
serem analisados, pela acdo de um laser. Em ambos os casos, apds a evaporagao do
solvente, as particulas seguem, no vacuo, até os analisadores de massas.

Os principais analisadores de massas sao o quadrupolo (Q) e o tempo de vbo
(time of flight, TOF). Equipamentos com mais de um analisador ou hibridos, com tipos
de analisadores diferentes, sdo muito comuns.

O analisador quadrupolo (PAUL e STEINWEDEL, 1953) é composto por quatro
bastbes metalicos paralelos, carregados por cargas opostas e corrente alternada. Pela
acao de diferentes potenciais elétricos, os ions sdo separados por suas cargas. Esse
tipo de analisador tem baixa resolucdo e, na maioria das vezes, é utilizado apenas
como um filtro de massas para outros analisadores.

Os analisadores por tempo de véo (WILEY e MACLAREN, 1955) tém como
principio, a separagado dos ions pelo tempo que levam para percorrer determinado
espaco no vacuo. lons com menor relacdo m/z alcangam maior velocidade e
consequentemente sdo os primeiros a serem detectados. Os TOFs apresentam alta
resolugcdo e conferem a seus espectrdmetros de massas uma maior sensibilidade na

deteccao.

2.3.2.3 Bioinformatica

As analises dos espectros gerados pelos espectrdmetros de massas séao
processadas automaticamente com o auxilio de softwares especificos (RUSSELL et al.,
2004). As analises manuais sdo muito trabalhosas, principalmente pela quantidade de
espectros gerados, e sdo realizadas apenas em casos especificos.

Para identificacdo das proteinas, existem inumeros programas que fazem uso de
diferentes tipos de algoritmos, muitos deles desenvolvidos para condi¢cdes de analises
especificas. SEQUEST (YATES et al., 1995) e MASCOT (PERKINS et al., 1999) sao
dois dos programas mais citados em publicagbes na area. Cada tipo de algoritmo difere
entre si principalmente pela taxa de falsos positivos, ou seja, pela taxa de identificagdo

errdbnea de proteinas.
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Durante as buscas, os programas interpretam os espectros gerados pelos
peptideos ou pela fragmentacao destes e, a partir de digestdes tedricas de proteinas ou
fragmentacgao tedrica de peptideos depositados nos bancos de dados, comparam os
valores obtidos. As comparacgdes entre as informacdes tedricas e experimentais geram
listas de proteinas com diferentes graus de similaridade e estas, sdo ordenadas de
acordo com a probabilidade estatistica determinada pelo algoritmo e pelos parametros
definidos pelo usuario (CHAMRAD et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e amostragem

Foram amostrados 30 individuos de Eucalyptus grandis com 22 anos,
pertencentes a uma populagado de matrizes. O material vegetal proveniente da Fazenda
Estrela, municipio de Itapetininga, Estado de Sao Paulo, Brasil, (23°35'20"S e
48°03'1170), na altitude de 656 m, foi fornecido pela empresa Suzano Papel e Celulose.

Para coleta do material vegetal, uma area retangular da casca foi retirada do
caule das arvores, a 1,60 m de altura do solo (Figura 6). A técnica, baseada em Goffner
et al. (1992) e Celedon et al. (2007), ndo é destrutiva. Para garantir que todo material
meristematico fosse representado na amostragem, a raspagem do tecido exposto foi
realizada no tronco e na casca, uma vez que Foucart et al. (2006) quando fizeram uso
desse procedimento, observaram que grande parte dessas células permanecem
aderidas a casca.

Apos serem removidas, as células foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido e maceradas, no laboratorio, com auxilio de almofariz e pistilo até a

obtencao de um pé fino. O material foi armazenado em freezer (-80°C).

Figura 6 - Amostragem do material vegetal de arvores de eucalipto. (A) Remocdo da casca; (B)
Raspagem do tecido da regido cambial

3.2 Extracdo de proteinas

A extracao de proteinas foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida
por Hurkman e Tanaka (1986), com algumas modificagbes propostas por Saravanan e
Rose (2004) (ANEXO A).

Aproximadamente 2 g do material vegetal armazenado a (-80°C) foram

homogeneizados em 20 mL de tampao de extragdo (ANEXO B), e mantidos sob
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agitacado, por 30 min a 4°C. Em seguida, adicionou-se um volume igual de fenol
saturado em Tris HCI pH 8,5 aos tubos contendo a amostra. Esses foram deixados
novamente sob agitagdo por 30 min a 4°C. Apos centrifugagéo (10.000 g) por 30 min a
4°C, o sobrenadante foi transferido para novos tubos. Com a finalidade de eliminar-se a
maior parte das impurezas da amostra, duas lavagens adicionais com tamp&o de
extragao foram realizadas, sendo que em cada lavagem, o volume foi completado com
fenol para garantir um maior rendimento da extracéo.

As proteinas foram precipitadas pela adi¢gao de 5 volumes de 0,1 M de acetato
de ambnio em metanol ao sobrenadante recuperado. Apés 12 h a -20°C, procedeu-se
uma centrifugacao (10.000 g) por 30 min a 4°C. O precipitado foi submetido a duas
lavagens com 0,1 M de acetato de aménio, uma lavagem com metanol (100%) e uma
com acetona (100%), sendo que, entre cada lavagem, as amostras foram mantidas por
1 h a -20°C, antes de serem centrifugadas (10.000 g), por 30 min a 4°C. O precipitado

resultante foi submetido a secagem em dissecador a 4°C.

3.2.1 Solubilizacdo de proteinas

O precipitado de proteinas, resultante da extracédo de 2 g do material vegetal, foi
solubilizado em 1 mL do tampao de solubilizagcdo (ANEXO C), ao qual adicionou-se 15
mM de iodoacetamida, para realizagao da alquilagdo das proteinas. Apés um periodo (1
h) de manutencdo das amostras no escuro a 4°C, adicionou-se 2 M tiouréia as

mesmas.

3.2.2 Quantificacao das proteinas

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

Para cada reacao utilizou-se 2,5 uL do extrato de proteinas, 2,5 yL de HCI (0,1
N), 1,5 mL de reagente corante (ANEXO D). Ap6s homogeneizacao, cada reagao foi
transferida para cubetas de vidro, seguida de leitura em espectrofotobmetro a 595 nm.

O valor obtido foi interpolado em uma curva de calibragdo, previamente
estabelecida, utilizando-se da mesma metodologia para concentragdes conhecidas da

proteina padrdo BSA (albumina do soro bovino).
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3.2.3 Eletroforese em gel de poliacrilamidada

Apos quantificagao, o extrato protéico resultante foi submetido a verificagao da
qualidade das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970).

Em 5 pL de tampéo de desnaturagdo (ANEXO E), um volume igual do extrato foi
adicionado. Apdés 1 min a 95°C, a amostra e um marcador de peso molecular para
proteinas (Bio Rad) foram aplicados ao gel de poliacrilamida: 10 cm x 8,5 cm (Mini-
PROTEAN Il Cell, Bio Rad). Para realizagdo da eletroforese, o gel foi preparado com
duas concentragdes diferentes de poliacrilamida. Para os primeiros 2 cm, junto as
canaletas de aplicagao, utilizou-se a concentragcado de 4% (p/v) e as amostras foram
submetidas a uma corrente de 50 V. Na parte inferior do gel, chamada de gel de
corrida, utilizou-se a concentragéo de 12,5% (p/v) de acrilamida e as amostras foram
submetidas a uma corrente de 80 V até atingirem o limite inferior do minigel.

Para a corrida foram utilizados tampdes Laemmli inferior e superior (ANEXO F).

3.2.4 Coloragéao do mini-gel

O minigel foi corado com Coomassie Brilliant Blue G-250 (Bio-Rad) de acordo
com Neuhoff et al. (1985), com algumas altera¢des propostas por Hesse e Jahn (2004).

Apods 1 hora em solugao fixadora (ANEXO G), o gel foi lavado duas vezes com
agua Milli-Q por 10 minutos antes de ser transferido para a solugdo de coloragéo
(ANEXO H) por, no minimo, 48 horas. Todas as etapas foram realizadas sob agitagao
constante (= 40 rpm).

O excesso de corante foi removido com agua Milli-Q e os géis conservados em

15 % (p/v) de sulfato de aménio a 4°C.

3.3 Eletroforese bidimensional
A técnica de eletroforese bidimensional (O’'FARREL, 1979) consiste de duas
etapas: em uma primeira dimensao, as proteinas sdo separadas pelo ponto isoelétrico e

na segunda dimensao, sdo separadas pelo peso molecular.
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3.3.1 Focalizacao isoelétrica (primeira dimensao)

A focalizacao isoelétrica foi conduzida em sistema Ettan IPGPhor (Amersham
Biosciences), a 20°C, utilizando-se fitas IEF de pH 3-10 néo linear e pH 4-7 (IPG strips,
Amersham Biosciences).

As fitas de pH 3-10 foram utilizadas para uma caracterizagdo geral da amostra.
Cerca de 900 ug de proteinas foram solubilizadas em tampao de focalizacdo (ANEXO
[). Ja para as amostras focalizadas em fitas com pH 4-7, cerca de 1500 pg de proteinas
foram solubilizadas em tamp&o de focalizacdo (ANEXO J).

O programa de focalizagao foi estabelecido seguindo-se os seguintes passos:
reidratagcdo a 50 pA por 1 h, 30 V por 11 h, 100 V por 1 h, 200 V por 1 h, 400 V por 1 h,
100 V por 1h, 5000 V por 10 h e 8000 V até atingir 77.000 Vh. Apos a focalizagdo as

fitas foram estocadas a -80°C.

3.3.2 Eletroforese (segunda dimenséo)

Para a realizacdo da eletroforese vertical, as fitas foram reduzidas e alquiladas
em solugéo de equilibrio (ANEXO K). Para redugéo, emergiu-se as fitas em solu¢do de
equilibrio com 1% (p/v) de dithiothreitol (DTT) por 15 min e em seguida, para alquilagao,
na mesma solugao contendo 2,5% (p/v) de iodoacetamida (IAA) e tragos do corante
bromofenol blue por 15 min.

As fitas foram moldadas no alto de um gel vertical com 0.5% de agarose em
tampao Laemmli superior. A eletroforese, SDS-PAGE, foi realizada em gel de 12% de
policacrilamida com 1,5 mm de espessura utilizando-se o sistema SE-630 (Amersham
Biosciences). A migracao das proteinas foi efetuada com amperagem fixa a 30 mA por

gel, até o corante alcangar a base do mesmo.

3.3.3 Coloracéo dos géis
Os géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue G-250 de acordo com o
procedimento utilizado para coloragdo dos minigéis (MATERIAL E METODOS 3.2.4).
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3.4 Andlise de imagem

A digitalizacdo das imagens dos géis foi feita em scanner modelo UTA-1100,
através do programa LabScan versdo 5.0 (Amersham Biosciences) e as imagens
analisadas automaticamente, pelo programa Image Master Elite v 3.0 software (GE

Amershan Biosciences).

Os spots foram determinados seguindo-se os parametros: Sensitivity= 8035,
Operator Size= 99, Noise Factor= 5 e Background= 1. Apds este procedimento, uma
edicdo manual, com algumas adi¢des e dele¢des de spots, foi reallizada e os géis foram

alinhados para verificar-se a reprodutibilidade destes.

Para obter-se uma quantificacao relativa de cada proteina dentro da amostra, os
volumes médios dos spots foram obtidos em percentual sobre o total de spots
detectados. Os pesos moleculares (PM) e pontos isoelétricos (pl) experimentais das
proteinas foram determinados automaticamente pelo programa, a partir de 5 pontos de
referéncia anotados manualmente, e os tedricos, foram sugeridos pelo banco do

SwissProt referentes a proteina com maior similaridade para cada dado experimental.

3.5 Digestéo das proteinas

Um total de 360 spots fori selecionado e submetido a metodologia de digestédo de
proteinas proposta por Celedon et al. (2007), com algumas modificagdes (ANEXO L).

Os spots foram isolados de cada uma das repeticbes do gel e apds serem
fragmentados com auxilio de um bisturi, foram imersos em solugao de descoloragao
(ANEXO M) até a completa remogé&o do corante.

Apos desidratagcdo com 100% de Acetonitrila (ACN), procedeu-se a redugao e
alquilagao dos spots: os fragmentos de gel foram reidratados com 20 mM de DTT em
50 mM de bicarbonato de aménio e incubados por 40 min a 55°C. O excesso de liquido
foi removido e substituido por 55 mM de IAA em 50 mM de bicarbonato de aménio .

Ap6s 30 min no escuro, a temperatura ambiente, o liquido excedente foi
removido e os fragmentos lavados com 25 mM de bicarbonato de aménio, seguido de
nova desidratagdo com 100% de ACN. Os fragmentos de gel foram finalmente

reidratados com solugcdo de 25 mM de bicarbonato de aménio pH 8,0 contendo 10
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ng/uL de tripsina (Promega V5111). Apdés a reidratacdo total, os géis foram
parcialmente cobertos com 25 mM de bicarbonato de aménio e a digestao, realizada a
37°C por 14 h.

A acéo da tripsina foi finalizada com a adigdo de solugédo bloqueadora (ANEXO
N) e os peptideos eluidos dos fragmentos por lavagens com solugdo de eluigcdo |
(ANEXO 0), solugédo de eluicdo Il (ANEXO P) e 100% de ACN. Em cada uma das
etapas da eluigcdo, os fragmentos de gel foram submetidos a sonicacédo (40 KHz e 30
Watts), por 20 min em banho a 45°C com auxilio do sonicador Ultra Som, Thronton-
IPEC Eletronica Ltda. Os sobrenadantes de cada spot foram misturados e transferidos
para um mesmo tubo e o volume final da amostra foi reduzido a 10 yl em concentrador

a vacuo (Eppendorf modelo 5301) a temperatura ambiente.

3.6 LC-MS/MS

Os peptideos foram solubilizados em 1% de acido férmico e transferidos para
tubos especificos para realizagdo da espectrometria de massas. O sequenciamento das
proteinas foi conduzido em plataforma LC-MS/MS em espectrometro de massas com
fonte de ionizagdo por ESI e analisador de massas hibrido Q-TOF Ultima API (Waters,
Micromass), acoplado a um sistema on-line de HPLC capilar CaplC XE Pump (Waters).

Os peptideos resultantes da digestdo in-gel foram separados por coluna
Symmetry C18 em tampéo A (0,1% de acido formico, 5% ACN em agua Milli-Q) com um
gradiente linear de 90 minutos com 0-80% do tampao B (0,1% de acido férmico, 5%
ACN em agua Milli-Q). A ionizagdo por ESI foi realizada com a voltagem da fonte
ajustada para 3,0 KV e temperatura do cone igual a 90°C, na presenca de 5 psi de
Nitrogénio. A energia de colisdo por gas Argbnio foi mantida em 15 psi. Todos os
parametros foram definidos através do programa MassLynx v 2.1.

O Q-TOF modelo Ultima API, utilizado nas analises, conta com um sistema
Nanolock Spray (Waters, Micromass), que corrige as variagdes de calibragdo que
ocorrem ao longo do periodo de aquisi¢gao dos espectros de cada amostra. Todas as
aquisigdes foram calibradas com um peptideo padrdo GFP (GLU1-fibrinopeptide B;

Sigma), em concentracgao igual a 100 fmol/ul e injegdo automatica de 0,6 pl/min.
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3.7 Andlise dos espectros de massas

Os espectros MS/MS gerados pelo sequenciamento dos peptideos de cada
amostra foram processados pelo programa MASCOT MS/MS Ilon Search
(www.matrixscience.com).

Os parametros utilizados por cada um dos programas estao reunidos na tabela 1.

Tabela 1 — Par&metros de processamento dos espectros MS/MS

Parametros MASCOT MS/MS ion Search

Banco de dados MSDB
Taxonomia Viridiplantae (Plantas Verdes)
Enzima Tripsina

Numero de clivagens perdidas 1

Modificagbes fixas Carbamidomethyl (C)
Modificagdes variaveis Nenhuma

Tolerancia de peptideos 50 ppm

Tolerancia do Fragmento 0.2 Da

Carga do ion 2+

Valores das Massas Monoisotdpicas
Formato dos dados Micromass(. PKL)
Instrumento ESI - QUAD - TOF

3.8 Identificacdes das proteinas
A identificacdo dos espectros e possiveis similaridades com proteinas foi feita
automaticamente. O programa MASCOT calcula uma pontuagdo para cada proteina

encontrada a partir da probabilidade daquela identificagado ser um evento aleatorio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Extracdo das proteinas

De acordo com a literatura, a extragcao fendlica produz uma amostra mais pura
(HURKMAN e TANAKA, 1986), uma vez que acidos nucléicos, polifendis, lipidios e
carboidratos, que comumente provocam manchas nos géis bidimensionais (SARAVAN
e ROSE, 2004), sdo facilmente removidos da amostra por ficarem aderidos a fase
soluvel do tampéo de extragao.

A metodologia de extragéo fendlica e solubilizagdo das proteinas utilizadas foram
as mesmas propostas por Celedon et al. (2007) para extracdo de proteinas de madeira
juvenil. O acido tricloroacético (TCA) também pode ser utilizado para extracdo de
proteinas, mas em analise comparativa feita por Meirelles (2006), mostrou-se menos
eficiente e com menor rendimento.

Apods a solubilizagdo e quantificacdo das proteinas, procedeu-se a eletroforese
em gel de agarose para verificagdo da qualidade da extragao (Figura 7). Esta mostrou-
se muito eficiente e a amostra n&o apresentou sinais de contaminagédo com impurezas
ou degradagao.
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97.4.' -—

66.2

Figura 7 — Proteinas da regido cambial de arvores de eucalipto com 22 anos, separadas em gel 12,5% de
acrilamida. M: Marcador de peso molecular (SDS-PAGE Standards, Low Range, BioRad) KDa:
Kilo Daltons
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4.2 Géis bidimensionais

O perfil das proteinas expressas na regidao cambial foi primeiramente
caracterizado em gel de pH 3-10. Pela Figura 8 observou-se que a maior parte das
proteinas esta concentrada na regido de pH 4-7.

Para uma melhor separagdo das proteinas e retirada dos spots para
sequenciamento (TWYMAN, 2004), os géis foram preparados em triplicata utilizando-se
fitas IPG de intervalos de pH 4-7 (Figura 9) e mostram um perfil eletroforético muito

semelhante.

)

_ e |
S - |

Figura 8 - Perfil de distribuicéo das proteinas de pl 3-10 da regido cambial de E. grandis com 22 anos.
Area delimitada pelo retangulo indica a faixa de pH 4-7, com a maior concentracdo de
proteinas

Figura 9 - Triplicata dos géis com as proteinas de pl 4-7 da regido cambial de E. grandis com 22 anos
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4.2.1 Analise das imagens dos géis

O alinhamento dois géis foi realizado automaticamente a partir de um gel
escolhido como referéncia. A Figura 10 mostra a orientagdo dos vetores gerados a
partir do pareamento do mesmo spot entre o gel de referéncia e um dos géis

analisados.

1A S S & :‘?; Doy o -dne e
W S eemeag oy @il ooy W

Figura 10 - Orientagédo dos vetores representando o alinhamento dos spots em relagdo ao gel escolhido
como referéncia

A extremidade esquerda do gel representado mostra uma pequena variagdo na
migragdo dos spots, uma vez que os vetores podem ser observados com proporgdes
maiores. Observa-se que houve grande reprodutibilidade entre as repetigdes, o que
também pode ser observado pelo numero de spots detectados em cada gel: 823, 820 e
775. Esses desvios e auséncia de spots sao causados principalmente por variagdes na
focalizagao isoelétrica e na eletroforese, constantemente descritas na literatura e
inerentes a técnica.

As massas moleculares e os pontos isoelétricos experimentais de cada proteina

podem ser visualizados na Tabela 4, junto as proteinas identificadas.
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4.2.2 Escolha dos spots e digestao

A retirada dos spots foi realizada com base em uma analise visual, privilegiando
aqueles que apresentavam coloragcdo mais intensa ou que estavam mais bem definidos.
Um total de 360 spots foi selecionado, e destes, 250 submetidos a espectrometria de
massas.

Para digestdo e posterior analise dos residuos dos peptideos, todas as
repeticbes de um mesmo spot foram agrupadas, obtendo-se assim uma maior
concentracdo de proteina de cada amostra. O periodo em que as amostras foram
submetidas a acdo da tripsina foi de no maximo 14 h, uma vez que periodos
prolongados levavam a identificacdo da propria tripsina nas analises. Esses resultados
sdo comuns, pois a Tripsina acaba se autodigerindo e seus residuos sao facilmente

ionizados e detectados pelo espectrometro de massas.

4.3 Espectometria de Massas

4.3.1 Analise dos espectros

Os espectros MS/MS foram analisados utilizando-se o algoritmo do programa
MASCOT (www.matrixscience.com) e selecionando-se os parametros escolhidos para a
busca (Figura 11).

A escolha dos parametros é de fundamental importancia para uma identificagao
precisa das proteinas. Optou-se pelo banco de dados MSDB (Mass Spectrometry
protein sequence Data Base) uma vez que este tem uma otima qualidade de
sequéncias, principalmente por ndo conter sequéncias redundantes. Como as amostras
foram reduzidas e alquiladas, ou seja, as ligagbes dissulfeto dos residuos de cisteina
foram rompidas e estabilizadas com a inser¢cdo de um grupamento alquil pela

iodoacetamida, selecionou-se a carbamidomethyl (C) como modificagao fixa.



46

MATRIX
SCIENCE. HOME | WHAT'S NEW | MASCOT {HELP | PRODUCTS | SUPPORT i TRAINING | CONTACT

Mascot > MS/MS Ions Search

MASCOT MS/MS lons Search

Your name Eduardo Camargo Email ecamargo @esaiq‘usp.br

Search title |eucalipto 22 anos)

Database | MSDB »
Taxonomy |. ... Viridiplantae (Green Plants) v
Enzyme | Trypsin v Allow up to (1w missed cleavages
Fixed (Biotin (K) ~ Variable [acetyl (K) Al
modifications |giotin (N-term) modifications |acetyl (N-term)
i Acetyl (Protein N-term)
Carbamyl (K) Amidated (C-term)
Carbamyl (N-term) v Amidated (Protein C-term) v
Quantitation | None v:
Peptide tol. + (50 |[ppm v| gusc[o v MS/MStol. £ 0.2  |[Da v
Peptide charge | 2+ - Monoisotopic &) Average O
Data file [C:\Documents and Settings\Ed [ Procuer.. )
Data format | Micromass {.PKL) ¥ Precursor | m/z
Instrument | ESI-QUAD-TOF e Error tolerant []
Decoy [] Report top | AUTO ¥ | hits
Start Search ..

Figura 11 - Selegao dos parametros para busca de ions MS/MS no programa MASCOT

Analisou-se cada espectro separadamente e o resultado foi apresentado com
base na somatdria da pontuacéo gerada a partir da probabilidade de cada peptideo,
presente no espectro MS/MS, ser um evento aleatério. A Figura 12 mostra o grafico
gerado pelo programa MASCOT a partir do spot 121, onde as proteinas UDP glucose 6-
dehydrogenase e Adenosylhomocysteinase foram identificadas (Tabela 2 e 3).

Mumber- ofF Hits

B — T T T T T —=—
0 16k 200 00y

Probabilitu Based Mowse Score

Figura 12 - Grafico gerado pelo programa MASCOT com a somatdria da pontuagdo gerada a partir da
probabilidade de cada ion. lons com pontuagéo superior a 34 indicam uma similaridade com
nivel de significancia > 95%
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Tabela 2 - Resultados obtidos para a proteina UDP glucose 6-dehydrogenase

UDP glucose 6-dehydrogenase (EC 1.1.1.22) score
n° de acesso: T08818 PM: 53478; pl: 5.74 298

K.IAILGFAFK.K 70
K.LAANAFLAQR.| 90
Peptidios K. AADLTYWESAAR.M 88
R.ILTTNLWSAELSK.L 27
K.FLNASVGFGGSCFQK.D 23
Tabela 3 - Resultados obtidos para a proteina Adenosylhomocysteinase
Adenosylhomocysteinase score

n° de acesso: Q84RD8 PM: 53790; pl: 5.69 90

R.DSAAVFAWK.G 30
Peptidios K.SGIIVLAEGR.L 30
R.ITIKPQTDR.W 30

As duas proteinas referentes ao spot 121 apresentaram uma pontuagdo muito
superior a 34, valor determinado pela analise, portanto infere-se que estas tém uma
probabilidade de mais de 95% de corresponderem a UDP glucose 6-dehydrogenase e
Adenosylhomocysteinase.

A presencga de duas ou mais proteinas em um mesmo spot pode ser explicada
pelos valores de peso molecular e ponto isoelétrico muito proximos e a co-migragéo de
ambas durante a eletroforese bidimensional. Em Pinus, uma taxa de 15% de co-

migracgéao foi observada em fitas de pH 4-7 do proteoma de xilema (Gion et al., 2005).

4.3.2 Proteinas da regido cambial de arvores adultas de eucalipto

Submeteu-se a espectrometria de massas um total de 250 spots. Destes, 99
apresentaram similaridade com proteinas do banco de dados MSDB. A identificagdo de
proteinas, muitas vezes exclusivas de um determinado tecido ou espécie, depende da

disponibilidade de uma base de dados especifica e pode revelar muitas vezes,
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proteinas ainda desconhecidas e a identificacdo de novos genes, contribuindo assim
para elucidagao de diversos processos celulares. A falta de um banco de dados publico
de eucalipto diminuiu, portanto, as chances de identificacdo de muitos espectros,
principalmente pela necessidade de se ampliar a busca por sequéncias em um grande
numero de espécies.

Utilizando um banco com sequéncias de nucleotideos de Pinus, Gion et al.
(2005) aumentaram em 53,4% a taxa de identificacdo de proteinas da madeira desta
conifera, quando comparada a busca realizada apenas em uma base de sequéncias
peptidicas. Lippert et al. (2005) analisaram proteinas diferencialmente expressas em
quatro estagios de embriogénese somatica em Picea glauca, utilizando um banco
composto por ESTs de trés espécies de Picea em associacdo a sequéncias de
nucleotideos de Pinus taeda e Populus spp (Genebank). Dessa maneira, um aumento
da taxa de identificagcao de proteinas de 38% para 62% quando ambos os bancos foram
combinados, levou a descoberta de proteinas envolvidas em diversos processos
celulares nunca antes associadas a embriogénese.

A Tabela 4 apresenta as proteinas que foram identificadas nos spots do gel

bidimensional da regido cambial de arvores de eucalipto com 22 anos (Figura 13).
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Figura 13 - Gel bidimensional (pH 4-7) da regido cambial de arvores de eucalipto com 22 anos. Os
numeros correspondem aos spots selecionados para a analise

4.3.3 Multiplos spots de uma mesma proteina

As proteinas hsp70, 14-3-3, caffeoyl-CoA O-methyltransferase, transketolase,
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase, UDP glucose dehydrogenase, Chalcone
synthase, Adenosylhomocysteinase, Pyruvate decarboxylase, Glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase e 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-
methyltransferase foram identificadas em mais de um spot, muitas apresentando
diferengas na massa molecular e no ponto isoelétrico.

Esse comportamento protéico é relatado por varios trabalhos que utilizam a

eletroforese bidimensional para o sequenciamento de proteinas. Mathesius et al.
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(2001), em analise protebmica de raiz de Medicago truncatula, identificaram uma
mesma proteina em varios spots. No proteoma de Pinus, 40% das proteinas
identificadas foram encontradas em mais de um spot. A enzima S-adenosilmetionina
Sintetase, por exemplo, apresentou similaridade a 14 spots (GION et al., 2005).

As espécies de eucariotos superiores utilizam mecanismos de edicdo de RNA,
splicing alternativo, promotores alternativos e modificagdes pds-traducionais (PTM) para
produzir multiplas isoformas de proteinas de um mesmo gene (GODOVAC-
ZIMMERMANN et al.,, 2005). Esses mecanismos ou até mesmo degradacdo das
proteinas pela manipulacdo das amostras (HERBERT et al., 2001), podem ser
apontados como possiveis causadores da presenga de multiplos spots de uma mesma
proteina (JORGE et al., 2005).

Os mecanismos de PTM como a fosforilagdo, acetilagdo, alquilacdo, metilagcao
dentre outras, adicionam grupos funcionais que alteram a atividade, conformacao e
interacdes de um grande numero de proteinas (MANN e JENSEN, 2003). Mais de 300
sitios de fosforilagdo foram encontrados no proteoma de membrana de Arabidopsis
(CHEN e HARMON, 2006). No splicing alternativo, o mRNA pode ser seletivamente
processado e traduzido em proteinas com diferengas estruturais e funcionais
(MACKNIGHT et al., 2002). Evidéncias mostram que a maior parte dos genes podem
sofrer essas variagdes e resultam em multiplas isoformas (ROBERTS et al., 2002).

A grande variedade de isoformas transcricionais e poés-traducionais podem
desempenhar diferentes fungdes e, ainda, a expressao de diferentes isoformas de uma
mesma proteina pela célula, um mecanismo central de controle. A expressao de
isoformas € o maior mecanismo de regulagao celular (GODOVAC-ZIMMERMANN et al.,
2005).

4.4 Classificacao funcional das proteinas
As proteinas identificadas foram classificadas de acordo com sua fungao
biolégica em seis categorias funcionais (Figura 14), baseadas em Rison et al. (2000)

com algumas modificagdes propostas por Carvalho et al. (2008).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fosforila%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Acetila%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Alquila%C3%A7%C3%A3o&action=edit
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metila%C3%A7%C3%A3o&action=edit
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Figura 14 - Classificacdo funcional das 106 proteinas identificadas da regido cambial de arvores de
eucalipto com 22 anos

A categoria Metabolismo e Energia esta representada pelo maior numero de
proteinas (36%). Dentre elas, estdo proteinas relacionadas ao metabolismo de
carboidratos, sintese de energia, metabolismo de aminoacidos e metabolismo
secundario. As enzimas Succinate dehydrogenase, Malic oxidoreductase,
Transketolase, Glucose-6-phosphate isomerase, Glucose-6-phosphate 1-
dehydrogenase, Pyruvate decarboxylase, Glyceraldehyde-phosphate dehydrogenase,
GDP-mannose-3,5-epimerase, Fructose-bisphosphate aldolase, Triose-phosphate
isomerase, Aconitate hydratase e Ribulose bisphosphate carboxylase large chain estao
envolvidas no metabolismo basal da célula, responsaveis pela sintese de carboidratos e
intermediarios da glicdlise e ciclo de Krebs. A proteina Transketolase é uma enzima
chave no processo oxidativo do ciclo das pentoses fosfato, responsavel pela sintese de
UDP-intermediarios. Em Populus, a diminuicdo da expressdo dessa enzima provocou
uma reducao do fluxo de carbono para essa via (FERREIRA et al.,, 2006). A GDP-
mannose-3,5-epimerase esta relacionada a biossintese de vitamina C, carboidrato
envolvido em varias funcbes dentro da célula como processos antioxidantes,
fotossintese, divisdo celular, regulacdo do crescimento e funcionando também como
cofator de varias enzimas (WOLUCKA et al., 2003).
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H+-transporting two-sector ATPase, Putative mitochondrial FO ATP synthase D
chain e NADH-ubiquinone oxidoreductase 75 kDa subunit estao relacionadas a sintese
de energia, principalmente a producao de ATP.

A enzima Alcohol dehydrogenase foi identificada no proteoma da regido cambial
de arvores juvenis (CELEDON et al., 2007) e, neste trabalho, em arvores adultas. Esta
foi identificada, no material adulto, juntamente com a enzima Chalcone synthase, mas
correspondendo ao mesmo spot em ambos tecidos. Em analise comparativa da
expressao de 25 genes da regido cambial desses dois tecidos, Caldas (2007) verificou
um nivel de expressdo cerca de 700 vezes maior nas arvores adultas. A Alcohol
dehydrogenase também foi encontrada no proteoma da regido cambial de tecidos
maduros e juvenis de Pinus. Neste trabalho, o volume dos spots no material adulto,
correspondentes a proteina, foram maiores (GION et al., 2005).

Segundo Drew (1997), mudangas metabdlicas por anoxia, diminuicdo da
oxigenacgao, proporcionam uma manutencado das células através da producido de ATP
anaerobicamente, minimizando a acidificacdo do citoplasma associada a morte celular.
O oxigénio nas células da regido cambial, ao contrario dos tecidos fotossintetizantes,
encontra uma barreira fisica criada pela casca. Dessa forma, o intenso metabolismo
heterotréfico a partir do qual é produzida a energia necessaria para a manutengao de
suas elevadas taxas de crescimento, observadas principalmente durante o crescimento
secundario, poderia ser gerado através da fermentagdo alcodlica (KIMMERER e
STRINGER, 1988). Arvores adultas possuem cascas mais espessas e maior densidade
da madeira, quando comparadas com arvores juvenis. Assim, como consequéncia, a
necessidade de se realizar fermentacao alcodlica deve ser maior.

Gartner (1996) levantou a hipdtese de que a produgdo de madeira juvenil é
influenciada pela presenca de casca fotossintetizante, e que a transigdo da fase juvenil
para a fase adulta ocorre concomitantemente com a transicdo da casca
fotossintetizante para a ndo fotossintetizante. Segundo Pfanz et al. (2002), o tronco das
arvores, com casca fotossintetizante, possuem cloroplastos funcionais nas células do
parénquima radial e medular, capazes de utilizar o CO; interno e a luz incidente para
producédo de agucar. Esta re-fixagdo de CO, pode compensar em 60-90% a perda de

carbono que ocorre durante a respiragao, produzindo O,. Se nas arvores adultas a
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casca ja nao pode realizar esse processo, provavelmente o aumento da respiragao
anaerobica é necessario, justificando os resultados observados.

A avaliagdo dos spots ndo evidenciou nenhuma alteracdo de volume entre os
dois materiais, principalmente pela presenca de duas proteinas no material de arvores
de 22 anos. Certamente a Alcohol dehydrogenase deve estar representada em outros
spots, que ainda nao foram identificados.

O metabolismo dos aminoacidos esta representado pelas enzimas D-3-
phosphoglycerate dehydrogenase, envolvida na produgdo de serina, Aldehyde
dehydrogenase, envolvida na biossintese de valina, e pelas enzimas envolvidas no ciclo
do metil. As proteinas 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S-
methyltransferase e S-adenosylmethionine:2-demethylmenaquinone methyltransferase-
like estdo relacionadas com a sintese de precursores para a formagao de metionina.
Em plantas, a sintese de metionina e outros aminoacidos esta relacionada ao Ciclo do
Metil (Figura15), e este ¢é ativado pela enzima Adenosylhomocysteinase
(MIUNSBRUGGE et al., 2000).

PPi + Pi

o S-adenosyl- | R}
S-adenosylmethionine methionine Methyltransferase
synthetase
ATP R-CH3
Methionine S-adenosyl-homocysteine
' THF Homocysteine H,0
serine methyltransferase S-adenosyl homocysteine
Glycine hydroxy- ] hydrolase
methyltransferase Homocysteine it
glycine 5-methyl-THF
J

5, 10-methylene-THF

Figura 15 — Ciclo do Metil em plantas (MIUNSBRUGGE et al., 2000)

As proteinas Chalcone isomerase, Chalcone synthase e Anthocyanidin synthase
estdo envolvidas na sintese de flavondides e outros compostos do metabolismo
secundario. Em perfil transcricional da regido cambial de eucalipto avaliado com auxilio
da técnica SAGE, Carvalho et al. (2008), observaram que a tag mais abundante

correspondeu ao RNAm do gene que codifica uma Isoflavone reductase. Esse resultado
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aponta para uma possivel importancia da rota de metabdlitos secundarios para esse
tipo de tecido. A enzima Anthocyanidin synthase converte a reagcdo do
leucoanthocyanidin para o pigmento anthocyanidin, responsavel pelo padrdo de
coloragcédo da madeira (SAITO e YAMAZAKI, 2002), um importante fator de qualidade da
mesma.

A segunda categoria mais abundantemente encontrada foi a de Vias de
Informacdo (30%), representada principalmente pelas proteinas de choque térmico
(HSP) e relacionadas a sintese e degradagao de cadeias polipeptidicas. As HSPs sao
também denominadas de chaperonas e exercem papel fundamental na conformagéao
tridimensional de proteinas e consequentemente na variedade de atividades e
especificidade. Varias proteinas identificadas podem ser relacionadas com a protedlise.
A Ubiquitin-conjugating enzyme e muitas subunidades do proteossomo sao proteinas
responsaveis pela sinalizagdo e degradacdo de cadeias polipeptidicas. As vias de
protedlise dependentes de ubiquitinizagcdo exercem papel crucial durante o
desenvolvimento dos organismos. Especialmente em plantas, ja foi demonstrado que a
acao de fitoreguladores € dependente dessas vias de protedlise (HELLMANN e
ESTELLE, 2002).

A categoria Processos Celulares (11%) reune as proteinas relacionadas a
divisdo e regulacdo celular e aos mecanismos de defesa contra estresses bidticos e
abidticos. As proteinas 14-3-3 tém grande importancia na transmisséo de sinais; atuam
sobre proteinas ja fosforiladas e tém a fungdo complementar além da modificagdo da
proteina alvo (FERL, 2004). Sua funcao na regiao cambial ainda nao foi descrita, mas ja
foram relatadas no proteoma (CELEDON et al.,, 2007) e na analise transcricional
(CARVALHO et al., 2008) da regidao cambial de arvores juvenis de eucalipto, o que
sugere que estas podem estar relacionadas a processos de desenvolvimento e/ou
diferenciagao celular. As proteinas envolvidas na transdugdo de sinais estao
representadas pela Mitogen-activated protein kinase (MAPK), uma quinase, e pela
Soluble inorganic pyrophosphatase. As MAPK s&o proteinas quinase-receptoras,
responsaveis pela ativacdo de diversas cascatas de sinalizagdo, principalmente em

resposta a estresses bioticos e abidticos (LI et al., 2007).
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Proteinas com fungao na divisao celular também foram identificadas. As TCTP
(Translationally controlled tumor protein-like protein) sdo proteinas importantes no
crescimento e divisdo celular, muitas vezes relacionadas a estabilizacdo dos
microtubulos. Em ervilha, a expressao desta proteina foi observada em células da ponta
de raizes em divisao (WOO e HAWES, 1997) e em eucalipto, a expressao de trés
genes de proteinas TCTP na regido cambial sugere que esta, desempenha papel
importante nesse tecido (CARVALHO et al., 2008). As proteinas CDC (Putative spindle
disassembly related protein CDC48) sao proteinas quinases dependentes de ciclina que
desempenham funcéo regulatéria e interagem com proteinas SNAREs especializadas
no transporte de vesiculas para deposicdo da parede celular. A proteina Cell division
protein FtsZ €& essencial ao processo de divisdo celular, e é responsavel pela
organizagao da regiao de formagao do septo da divisio.

Duas das proteinas identificadas tém funcdo de defesa contra estresses. A
Ascorbate peroxidase esta relacionada ao estresse oxidativo, e a Vicilin precursor, um
peptideo antimicrobiano, esta relaciona a protegdo contra patdogenos, principalmente
bactérias e fungos (MARCUS et al., 1999).

Na categoria Estrutura e Organizagao da Estrutura (11%) foram identificadas as
proteinas mais importantes para a biossintese de madeira, principalmente aquelas
responsaveis pela organizagédo do citoesqueleto e as relacionadas ao metabolismo da
parede celular. O citoesqueleto é formado por microtubulos e filamentos de actina,
gerados a partir das proteinas tubulinas e actinas, respectivamente (DROBAK et al.,
2004). As Tubulin Alpha e Beta chain e a Actin-depolymerizing factor 4 foram
identificadas na regido cambial de arvores adultas de eucalipto. A deposi¢ao
padronizada de microfibrilas de celulose na parede celular secundaria € um dos
principais eventos do desenvolvimento das células do xilema, sendo preciso e
dinamicamente regulado pelo citoesqueleto (ODA e HASEZAWA, 2006).

As principais proteinas envolvidas na biossintese da parede celular foram a
Adenylyl cyclase associated protein, envolvida no processo de elongacéo das fibras
(KAWAI et al., 1998); Alpha-1,4-glucan-protein synthase [UDP-forming], uma proteina
se-wap41 associada ao complexo de Golgi, que esta relacionada a formagao dos

plasmodesmas (SAGI et al., 2005), UDP-glucose dehydrogenase (UGDH), envolvida na
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biossintese de hemiceluloses (LABATE et al., 2008) e a Caffeoyl-CoA O-
methyltransferase (CCoAOMT), envolvida na biossintese de lignina (COSTA et al.,
1999).

A categoria Transporte (2%) foi pouco representada pelas proteinas
identificadas, o que nao significa que tenha menor importancia para as células do tecido
estudado. As proteinas GDP dissociation inhibitor e Ras small GTPase estao
relacionadas ao transporte de vesiculas, muito importantes no processo de formacao de
madeira, uma vez que, os polissacarideos da parede celular sintetizados no complexo
de Golgi e os complexos protéicos envolvidos na sintese de celulose sado exportados
através de vesiculas.

Como as identificacbes sao feitas através de buscas em banco de dados e
nestes, grande parte das sequéncias sao depositadas a partir de projetos de
sequénciamento de ESTs, algumas proteinas encontradas eram sequéncias até entao
hipotéticas, e foram classificadas como sendo da categoria Sem Funcdo Definida
(10%).

4.5 Proteinas envolvidas com a xilogénese

A xilogénese ocorre através de cinco eventos sequenciais: divisao celular,
elongacdo, biossintese da parede celular, lignificagdo e morte celular programada
(CHAFFEY, 2002), cada uma caracterizada pela expressao de proteinas especificas e

que determinarao as propriedades da madeira.

4.5.1 Diviséo celular

Os mondmeros de actina e tubulina, componentes esseciais do citoesqueleto,
podem ser polimerizados e despolimerizados (TAIZ e ZEIGER, 2004). Muitas proteinas
como a Actin-depolymerizing factor 4 sao responsaveis pela manutengao do equilibrio
dinamico entre as formas polimerizadas e despolimerizadas. Os microtubulos sao
formados a partir da polimerizagéo das proteinas Tubulin Alpha e Beta chain e junto aos
microfilamentos de actina, desempenham papel fundamental no ciclo de vida das
células, principalmente ao se condensarem no eixo de divisdo celular e formarem o

fragmoplasto. Essa estrutura originara as paredes celulares das células-filhas e
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delimitara a formagao da lamela média, o que pode explicar a identificagdo de proteinas
regulatorias como a Cell division protein FtsZ. A

A auxina (IAA) é o principal fitoregulador envolvido no crescimento cambial e no
desenvolvimento do sistema vascular (UGGLA, 1996). O padrdo de divisdo e
diferenciacao celular é coordenado por um gradiente de auxina, e como ja mencionado,
a agao de fitoreguladores € dependente de vias de protedlise. Paux et al. (2004)
demonstraram, durante a formagdo da madeira em eucalipto, que a sinalizagdo por
auxina €& dependente de protedlise via ubiquitinina, o que explica a identificacdo da
Ubiquitin-conjugating enzyme e muitas subunidades do proteossomo no tecido
estudado.

Muitas proteinas identificadas s&o expressas de forma diferencial no momento
da citocinese celular. E é€ nesse momento que se formam os plasmodemos,
interligacbes da membrana plasmatica entre duas células vizinhas, que facilitam o
transporte de substancias entre a parede celular. Uma vez que, a grande maioria das
células vegetais € interconectada dessa maneira, os citoplasmas formam um
continuum, denominado simplasto (TAIZ e ZEIGER, 2004). A Alpha-1,4-glucan-protein
synthase, identificada no tecido estudado, € uma proteina plasmodesmo-associada e
exerce fung¢ao no direcionamento de vesiculas de deposi¢cao de polissacarideos a partir
do complexo de Golgi. As proteinas CDC, como ja mencionado, também desempenham
funcao regulatéria no transporte de vesiculas para deposicéo da parede celular.

A T-complex protein 1 epsilon subunit, também chamada de complexo CCT, é
uma chaperona de alto peso molecular, que em animais foi melhor caracterizada e esta
relacionada a afinidade entre actina e tubulina na formacdo do -citoesqueleto
(STERNLICHT et al.,, 1993). Em coledptiio de milho, observou-se a deposi¢cao
pronunciada de CCT em regides de arranjos de microfibrilas (HIMMELSPACH et al.,
1997). Ja em tabaco, NICK et al. (2000) sugeriram que a CCT desempenha um papel
no controle espacial da deposicdo da parede celular, em especial na regidao do
fragmoplasto durante a citocinese. A identificacdo desta proteina na regido cambial de
arvores de eucalipto juvenis (CELEDON et al., 2007) e nesse trabalho, em arvores
adultas, desperta para a necessidade de uma melhor caracterizagdo funcional desta

proteina.


http://pt.wikipedia.org/wiki/Membrana
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
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4.5.2 Elongacao

O processo de elongacdo celular que ocorre durante a xilogénese tem
despertado o interesse de pesquisadores e da industria de papel e celulose uma vez
que através deste é definido o tamanho das células do xilema, incluindo as fibras. Uma
fibra de madeira de E. grandis em fase juvenil de desenvolvimento tem a metade do
comprimento de uma fibra produzida por uma arvore adulta (TOMAZELLO FILHO,
1985).

A elongacédo ocorre na parede primaria das células através de enzimas de
modificagdo que “remodelam” a rede de polissacarideos e proteinas que a compdem,
permitindo assim, a inclusdo de novos componentes. A reorganizacao dos filamentos
de actina do citoesqueleto €&, provavelmente, mediada por proteinas ligadas as actinas.
Este processo, que pode levar alguns minutos ou horas, depende do estimulo e do
tecido envolvido (BARRERO et al., 2002). Ranachandran et al. (2000) observaram que
plantas transgénicas de Arabidopsis com baixa expressao da proteina actina-associada
Profilin apresentavam tamanhos reduzidos quando comparadas aos controles
selvagens. Ji et al. (2003) observaram que esta proteina era ativada durante a
elongacdo das fibras de algoddo. Apesar de varias destas proteinas ja serem
conhecidas, 0 mecanismo preciso de regulagcdo do processo de elongacgao e divisao
celular ndo é totalmente entendido.

A Adenylyl cyclase associated protein (CAP), encontrada na regido cambial de
arvores adultas de eucalipto, foi clonada a partir do cDNA de Gossypium hirsitum
(KAWAI et al, 1998) e utilizada para a superexpressdao de um gene ortdlogo de
Arabidopsis (BARRERO et al., 2002). A superexpressdo da Adenilii CAP em plantas
transgénicas de Arabidopsis causou alteragdes morfoldgicas associadas ao decréscimo
do numero e tamanho de células das folhas. O resultado foi confirmado com a analise
de células de tabaco em cultura de suspensao, no qual a superprodugdao da Adenilil
CAP foi correlacionada a perda de filamentos de actina, que resultou na interrupgéo da
divisdo celular (BARRERO et al., 2002). Esses resultados e a presenga desta proteina
na regido cambial de eucalipto sugerem que esta enzima desempenha uma fungao
essencial na regulagdo dos filamentos de actina e, conseqlientemente, na elongacgao

das células do xilema.
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4.5.3 Biossintese da parede celular

A sintese dos polissacarideos que compdem a parede celular primaria e
secundaria € realizada a partir do precursor comum UDP-D-glicose, o qual pode ser
convertido para a sintese de hemiceluloses e pectinas ou celulose. Hemiceluloses e
pectinas representam cerca de 65% da parede primaria e 26-36% da parede
secundaria (MELLEROWICZ et al., 2001) e a sintese de seus polissacarideos é
resultante de uma série de reagdes de desidrogenacdo, descarboxilagdo e
epimerizagao que utilizam nucleosideos 5’-agucar-difosfato (NDPs) a partir de UDP-D-
glicose (REITER e VANZIN, 2001).

A Dbiossintese de hemiceluloses e pectinas em plantas superiores é
principalmente regulada pela enzima UDP-glucose desidrogenase (UGDH), através da
oxidagdo do UDP-D-glicose em UDP-D-glucuronato (AMINO et al., 1985; GIBEAUT,
2000), este ultimo, importante precursor para a sintese de muitos NDPs como o UDP-D-

xilose, UDP-D-galacturonato e UDP-D-arabinose (Figura 16).
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Figura 16 - Biossintese de hemiceluloses e pectina a partir da conversdo do UDP-D-glicose em UDP-D-
glucuronato pela UGDH
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As paredes celulares de Arabidopsis thaliana contém grandes proporgdes de
pectinas e hemiceluloses derivadas de UDP-D-glucuronato (ZABLACKIS et al., 1995).
Analisando a familia de genes da UGDH nesta espécie, Klinghammer e Tenhaken
(2007) demonstraram a existéncia de quatro isoformas, assim como as propriedades
bioquimicas de cada uma delas. Esses resultados revelam uma grande afinidade entre
a enzima e o substrato UDP-D-glicose, sugerindo a sua importancia na regulagéo do
fluxo de carbono para a producao dos carboidratos da parede celular.

Gahan et al. (1997) e Johansson et al. (2002) observaram uma alta correlacéo
entre a atividade da enzima UGDH com o desenvolvimento das células do xilema do
meristema cambial de arvores. Em Populus, entre as trés isoformas da UGDH
presentes, somente uma € ativada durante a formacédo da parede celular secundaria
(HERTZBERG et al., 2001; JOHANSSON et al., 2002).

No presente trabalho, quatro spots apresentaram similaridade com a UGDH
indicando uma possivel existéncia de 4 isoformas da proteina (Figura 17). Dessa forma,
o resultado encontrado sugere que a enzima UGDH exerce um papel fundamental na

formagao e qualidade da madeira de eucalipto (LABATE et al., 2008).

123 . 125

121 JZZ ¥ o

Figura 17 - Imagem ampliada do gel bidimensional da regido cambial de arvores de eucalipto com 22
anos. Spots 121, 122, 123 e 125 referentes a proteina UGDH

Uma glycine-rich protein foi identificada na regido cambial de arvores adultas de
eucalipto. Zhang et al. (2003), utilizando a analise de microarranjo de cDNA de Pinus,
listaram varios genes candidatos que possivelmente participariam da formacado da
parede celular durante a diferenciacdo do xilema secundario. Neste trabalho, seis

proteinas parede celular-associadas, incluindo trés arabinogalactanas (AGP) foram
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identificadas e, dentre as AGPs, duas proteinas foram relacionadas ao grupo das
glycine-rich protein. As AGP representam 40% das proteinas da parede celular de
Pinus (GION et al., 2005). Loopstra e Sederoff (1995) observaram que algumas AGPs
sdo preferencialmente expressas durante a diferenciagdo do xilema, sugerindo que
estas proteinas participam no processo de formagao do sistema vascular.

Na analise do transcritoma da regidao cambial de arvores juvenis de E. grandis a
segunda tag mais expressa representa um EST com alta similaridade a uma proteina
AGP de Populus Popl4a9 (CARVALHO et al., 2008; CALDAS, 2007). Yang et al.
(2005) analisaram a expressao de 11 AGPs e AGP-like genes de Pinus taeda, em
diferentes tecidos e condi¢des, e mostraram que o padrao de expressao desses genes
era variavel, sugerindo diferentes fun¢des para cada AGP. A AGP de Pinus similar a
Popl4a9 foi altamente e preferencialmente expressa no xilema em diferenciagao

quando comparada em outros tecidos.

4.5.4 Lignificagao

As ligninas exercem grande importancia no mecanismo de defesa das plantas e
conferem resisténcia a madeira (AYRES e LOIKE, 1990). Aproximadamente 19 a 20%
da parede celular de células maduras do xilema de Populus correspondem a lignina
(MACDOUGALL et al., 1993). Os polimeros fendlicos da lignina s&o formados a partir
da polimerizacao de trés diferentes alcoois hidroxicinamoil ou monolignéis (p-coumaril,
coniferil e sinapil), os quais dao origem as subunidades do polimero de ligninaH, G e S,
respectivamente (CALDAS, 2007).

A CCoAOMT, encontrada na regido cambial de arvores adultas de eucalipto, é
uma enzima chave na produgdo dos molignois, metilando Cafeil-CoA que sintetiza
Feruloil-CoA, precursor do polimero G. A importadncia dessa rota, catalizada pela
CCoAOMT, foi demonstrada através da repressdao dessa enzima em plantas
transgénicas de tabaco e Populus sp, que apresentaram alteragdes na relagdo S/G de
lignina, o que resultou em uma significativa redugédo do seu conteudo total (ZHONG et
al., 1998; ZHONG et al., 2000). A proteina CCoAOMT foi identificada como uma das

mais abundantes durante a diferenciagao do xilema em Populus (MIUNSBRUGGE et al.,
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2000), e na regiao cambial de eucalipto, o gene desta enzima foi o de maior expressao
dentre todos na via de biossintese de lignina (CARVALHO et al., 2008) (Figura 18).

A adicdo de grupos metil em posigdes especificas dos monoligndis leva a um
grande consumo desses grupamentos nas células do xilema durante a lignificagéo.
Para isso, tanto na reacao catalisada pela COMT quanto na reacao catalisada pela
CCoAOMT, a S-adenosilmetionina (SAM) é utilizada como doadora de grupos metil
(CANTON et al., 2005). Apesar de serem consideradas enzimas do tipo housekeeping,
envolvidas na sintese de aminoacidos, as proteinas do ciclo do metil vém sendo
encontradas no xilema durante o crescimento secundario em Populus spp, Arabidopsis
thaliana entre outras espécies (STERKY et al., 1998; MIUINSBRUGGE et al., 2000; OH
et al., 2003; JUAN et al., 2006). Dessa forma, a 5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-
homocysteine S-methyltransferase e a Adenosylhomocysteinase envolvidas no ciclo de
producdo da SAM, encontradas neste trabalho, podem estar sendo expressas para
garantir as altas taxas de lignificacdo que sao observadas durante o crescimento

secundario.

Fenilalanina P i T, Metil

acido p-coumarico +» Acido caféico COMT » Ferulatc — Sinapil-CoA
) L CCoAOMT
p-coumaril-CoA 1 > Cafeil-CoA - 4 —* Feruloil-CoA
l ."._ t-"r l v
. : < Metil . —— v .
aleool p-coumnaril 3 alcool coniferil alcool sinapil
LIGNINA H S-adenosil-metionina LIGNINA G LIGNINA S
AT-"/ \
Metionina S-adenosil-homocisteina
S5-methyitetrahydropteroyitrigiutamate- Adenosilhomocisteinase
homocysteine S-methyltransferase o
Hemocisteina

Figura 18 - Via de biossintese de ligninas. Em vermelho, a metilagdo do Cafeil-CoA em Feruloil-CoA pela
CCoAOMT, e os polimeros de lignina e seus precursores. A rota em azul corresponde ao
ciclo de produgédo do S-adenosilmetionina, principal doador de grupos metil para a via de
biossintese de lignina
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4.5.5 Morte celular programada

Moreau et al. (2005) estudaram a morte celular programada (PCD) em células de
fibras do xilema de Populus, e correlacionaram esse a uma série de genes de autdlise
celular em plantas, muitos também encontrados na andlise transcricional da regido
cambial de eucalipto (CARVALHO et al., 2008). Apesar da identificagdo de diversos
genes relacionados a PCD de fibras do xilema, o mecanismo pelo qual essa ocorre
ainda n&o foi descrito.

Groover e Jones (1999) propuseram um modelo para diferenciacéo de elementos
traqueais e sugeriram que ha uma atividade coordenada entre a sintese da parede
celular e a PCD. Segundo esse modelo, durante a sintese da parede secundaria ocorre
também um acumulo de nucleases, proteases e fosfatases acidas no vacuolo da célula,
que sofre aumento de seu tamanho. Ao mesmo tempo, ha a produgcdo de enzimas
hidroliticas como as Serina proteases, 0 que leva a um aumento da atividade
proteolitica na matriz extracelular. Com a degradacao da parede celular e consequente
colapso do vacuolo pelo influxo de Ca?* da matriz para o interior da célula, as proteases
acumuladas sao liberadas e a célula entra em processo de PCD.

Uma serine carboxypeptidase foi identificada na regido cambial de eucalipto. A
cisteina protease foi a mais expressa em analise de mMRNAs transcritos no mesmo
tecido (CARVALHO et al., 2008) e a presenga de uma proteina cysteine proteinase
inhibitor, na analise protedmica, sugere uma possivel regulagdo dessas proteinas e
consequentemente da PCD.

As Mitogen-activated protein kinase (MAPK) de plantas pertencem a subfamilia
de quinases reguladas por sinais extracelulares (LI et al., 2007). Essas proteinas sao
ativadas em resposta a diversos tipos de estresse como infeccdo por patdgenos,
injurias, déficit hidrico, salinidade, irradiacédo por UV e espécies reativas de oxigénio
(TENA et al.,, 2001; ZHANG e KLESSIG, 2001). Muitos trabalhos demonstram o
involvimento das MAPK com a PCD em plantas (LIGTERINK et al., 1997; YANG et al.,
2001; KROJ et al., 2003).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizagdo da técnica de eletroforese bidimensional associada a espectrometria
de massas permitiu a identificacdo de 99 spots, correspondendo a 82 proteinas
diferentes. Muitas das proteinas encontradas estdo relacionadas a xilogénese em
eucalipto, demonstrando a eficiéncia do tipo de amostragem utilizada no trabalho, o que
possibilitou a inferéncia de futuros pontos de estudo da regulacdo do processo de
formacao da madeira.

A presenca de varios spots que correspondem a uma mesma proteina indica que
a expressao de isoformas pode participar nos mecanismos de controle da biossintese
de parede celular e, consequentemente, da formagdo da madeira. A enzima UDP-
glicose desidrogenase (UGDH), identificada em quatro spots, ja havia sido clonada de
Eucalyptus grandis e a proteina expressa em E. coli, em trabalhos anteriores realizados
no Laboratério MAX FEFFER de Genética de Plantas. Os resultados obtidos pela
clonagem e expressao da UGDH e a identificagdo das possiveis isoformas no proteoma
de arvores adultas foram utilizados para elaboragdo do paper intitulado Cloning and
functional characterization of cDNA encoding Eucalyptus grandis UDP-glucose
dehydrogenase, submetido a Functional Plant Biology (LABATE et al., 2008).

Devido a quebra do equipamento, um total de 100 spots n&do pbde, ainda, ser
sequenciado, o que limitou a identificacdo de outras proteinas. A utilizacdo de técnicas
complementares como a separagao por cromatografia multidimensional (shot gun) sera
também incorporada de forma a se aprimorar as analises. No futuro, novas
identificacbes da regido cambial de arvores juvenis e uma comparagao entre os géis
bidimensionais dos dois materiais serdo conduzidas para um melhor entendimento dos

processos de formacgao e qualidade da madeira de eucalipto.
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ANEXO A — Protocolo de extragdo de proteinas

a) Macerar 2g da amostra em nitrogénio liquido;

b) Transferir a amostra para tubos contendo 20 mL de tamp&o de extragdo com 1 g de
PVPP, agitar, transferir para o gelo e deixar homogeneizando no agitador, por 30 min;
c) Acrescentar 20mL de Fenol, agitar, transferir para gelo e deixar homogeneizando no
agitador, por 30 min;

d) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C;

e) Transferir 0 sobrenadante para tubos contendo 20 mL de tampéao de extragdo com 1
g de PVPP;

f) Completar o volume com Fenol, agitar, transferir para gelo e deixar homogeneizando
no agitador, por 1 h;

g) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C;

h) Transferir sobrenadante para tubos contendo 20 mL de tamp&o de extracdo sem
PVPP;

i) Completar o volume com Fenol, agitar, transferir para gelo e deixar homogeneizando,
por 1 h;

j) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C;

k) Transferir sobrenadante dividindo-se o volume em dois tubos;

I) Acrescentar 5 volumes de acetato de aménio 0,1M gelado;

m) Deixar precipitando overnight em freezer -20°C;

n) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C e descartar o sobrenadante;

o) Lavar o precipitado com 40 mL de acetato de aménio 0,1 M gelado e deixar
precipitando a -20°C, por 1 h;

p) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C e descartar o sobrenadante;

gq) Lavar o precipitado com 40 mL de acetato de aménio 0,1 M gelado e deixar
precipitando a -20°C, por 1 h;

r) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C e descartar o sobrenadante;

s) Lavar o pellet com 40ml de metanol 100% gelado, deixar precipitando a -20°C, por 1
hora;

t) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C e descartar o sobrenadante;
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u) Lavar o pellet com 40ml de acetona 100% gelada, deixar precipitando a -20°C, por 1
hora;
v) Centrifugar a (10.000 g), por 30min, a 4°C e descartar o sobrenadante;

x) Deixar os tubos abertos no dessecador, na camara fria, para secagem do precipitado.

ANEXO B — Tampé&o de extracao

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

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO C — Tampéo de solubilizagéo

Uréia 7™
Triton-X 100 0,4%
DTT 50 mM
TCEP 2 mM
CHAPS 4%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO D — Reagente do kit Biorad Protein Assay (BioRad)

Reagente kit
Agua Milli-Q

Filtrar em papel de filtro

1X
4 X



ANEXO E — Tampao de Desnaturacao

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

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO F — Tampdes Laemmli

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

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO G - Solucéo fixadora
Etanol 40%
Acido acético 10%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO H - Solucé&o de coloracéao

a) Solugao estoque do corante

Comassie G250 0,1%
Acido fosforico 2%
Sulfato de Amoénio 10%

Preparado em agua Milli-Q

b) Solugao para coloragao
Solugao estoque do corante 80%
Metanol 20%
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ANEXO | — Tampéo de focalizagdo 3-10

Uréia 7™
Triton-X 100 0,4%

DTT 50 mM
TCEP 2mM
CHAPS 4%
anfolitos (IPG buffer, Amersham Biosciences)
pH3-10 0,75%

pH 4-7 0,25%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO J — Tampéao de focalizacao 4-7

Uréia 7™
Triton-X 100 0,4%

DTT 50 mM
TCEP 2 mM
CHAPS 4%
anfélitos (IPG buffer, Amersham Biosciences)
pH 4-7 0,75%

pH 3-10 0,25%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO K — Solucéo de equilibrio

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

Preparado em agua Milli-Q
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ANEXO L — Protocolo de digestao de proteinas

a) Cortar os spots em segmentos de aproximadamente 1mm?, transferir para tubos
Eppendoff;

b) Lavar os segmentos com solugao de descoloragao, completa remogao do corante;

c) Retirar a solugdo e desidratar os segmentos com 100% ACN;

d) Reidratar os fragmentos de gel com solugdo de DTT, mantendo-os a 55°C, por 40
min;

e) Adicionar solugdo de IAA, matendo-os no escuro, a temperatura ambiente, por 30
min;

f) Remover as solucdes

g) Lavar os fragmentos com solugéo 25mM de Bicarbonato de Amonio;

h) Desidratar os segmentos com 100% ACN, deixando o solvente evaporar;

i) ApOs a secagem dos fragmentos, reidrata-los com 15 pl de solugao de tripsina;

j) Cobrir o volume dos segmentos dos spots com solugdo 25mM de Bicarbonato de
Amobnio;

k) Manter os tubos a 37°C por no maximo 14 horas;

) Inativar a acao da tripsina com a adigéo de 15 ul de solugéo bloqueadora;

m) Retirar a solugdo e armazena-la em um novo tubo;

n) Lavar duas vezes os fragmentos com solugdo de eluigdo |, mantendo-os sob
sonicagao por 20 min em banho-maria a 45°C. A cada lavagem, retirar a solugédo e
armazena-la no novo tubo correspondente ao spot;

0) Repetir o passo anterior utilizando a solugao de eluigao Il;

p) Desidratar os segmentos com 100% ACN, retirar a solugédo e armazena-la no tubo
novo, correspondente ao spot;

g) Reduzir o volume (para 15 pL) das solugbes recuperadas em concentrador a vacuo;

r) Ressuspender os peptideos em acido férmico 1%.

ANEXO M - Solucéo de descoloracao
ACN 50%
Bicarbonato de Amoénio 25 Mm

Preparado em agua Milli-Q



ANEXO N - Solucgéo bloqueadora
ACN 50%
Acido Férmico 5%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO O - Solucéo de eluicéo |
Metanol 60%
Acido Férmico 1%

Preparado em agua Milli-Q

ANEXO P - Solucéao de eluicéo Il
ACN 50%
Acido Férmico 1%

Preparado em agua Milli-Q
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