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ALTERACOES DO PROTEOMA DO CAULE E DA SEIVA DE PLANTAS
JOVENS DE EUCALIPTO SOB ESTIMULO DO CO:2

RESUMO - As intensas atividades humanas podem causar irreversiveis
problemas ambientais. O Eucalyptus é uma espécie florestal, muito utilizada nas
florestas plantadas, com grande capacidade de auxiliar na mitigacdo das
emissoes e acumulo de COz2 gragas ao seu metabolismo C3 e grande retengéo
de moléculas de carbono em sua biomassa. O objetivo deste estudo foi investigar
as diferencas no proteoma de caules e da seiva de duas espécies de Eucalyptus,
bem como o metabolismo primario das plantas quando cultivadas em uma
atmosfera enriquecida com CO2. Para tanto, plantas jovens de Eucalyptus
grandis e Eucalyptus urophylla foram cultivadas em camaras de crescimento por
30 e 20 dias para anélise do proteoma do caule e da seiva, respectivamente. Um
total de 2293 proteinas ndo-redundantes foram identificadas na analise do
proteoma do caule. Os resultados sugerem um efeito mais pronunciado em
Eucalyptus urophylla, uma vez que um total de 44 proteinas diferencialmente
expressas foram identificadas apés estimulo ambiental. Além disso, o proteoma
caulinar mostrou-se composto principalmente por proteinas relacionadas a
estrutura celular, modificagbes pds-traducionais e produgéo de energia. Apesar
do aumento significativo nas concentracdes de aclUcares na seiva na condicao
de cultivo em alto CO2, ndo foram encontradas diferencas estatisticas nos
metabolismos estudados possivelmente indicando uma falta de estimulo
suficiente para essa alteracdo. Quanto ao proteoma vascular, 146 proteinas
foram identificadas como extracelulares e consideradas aqui como sendo
proteinas do sistema vascular. A analise da funcédo e abundancia das proteinas
revelou que as proteinas da seiva de Eucalyptus estdo principalmente envolvidas
no metabolismo de substancias organicas e protedlise. Esses resultados podem
contribuir para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na
resposta das espécies de eucalipto ao aumento do CO: e fornecer informacdes
Uteis para o manejo e cultivo dessas espécies em ambientes com altos niveis de
diéxido de carbono.

Palavras-chave: Protedmica, Proteinas, Caules de planta, Eucalyptus,
Metabolismo



CHANGES IN THE STEM AND SAP PROTEOME OF YOUNG EUCALYPTUS
PLANTS UNDER HIGH CO2 STIMULUS

ABSTRACT - The intense human activities can cause irreversible environmental
problems. Eucalyptus is a forest species widely used in planted forests, with a
great capacity to assist in the mitigation of CO2 emissions and accumulation due
to its C3 metabolism and high retention of carbon molecules in its biomass. The
objective of this study was to investigate the differences in the proteome of stems
and sap of two Eucalyptus species, as well as the primary metabolism of plants
when grown in an atmosphere enriched with CO2. For this purpose, young
Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla plants were grown in growth
chambers for 30 and 20 days for stem and sap proteome analysis, respectively.
Stem samples were processed, and sap was collected using a pressure chamber
to obtain the protein pellet. A total of 2293 proteins were identified in the stem
proteome analysis of both species. The results suggest a more pronounced effect
in Eucalyptus urophylla, since a total of 44 differentially expressed proteins were
identified after environmental stimulation. Additionally, the stem is mainly
composed of proteins related to cell structure, post-translational modifications,
and energy production. Despite the slight increase in sugar concentrations in the
sap under 680 ppm CO2, no statistical differences were found in the studied
metabolisms. The vascular proteome revealed 146 extracellular proteins, and
their relative abundance was associated with the enriched atmosphere
treatments. The analysis of protein function and abundance revealed that E.
grandis proteins are mainly involved in organic substance metabolism and
proteolysis, while less abundant proteins are related to cellular defense
responses. Similar results were obtained for E. urophylla, with the most abundant
proteins performing metabolic functions, while the least abundant protein was
related to oxidative stress. These results may contribute to a better understanding
of the mechanisms involved in the response of eucalyptus species to increased
CO2 and provide useful information for the management and cultivation of these
species in high levels of carbon dioxide environments.

Keywords: Proteomics, Proteins, Plant Stem, Eucalyptus, Metabolism



CAPITULO 1 - Informacdes gerais

1. INTRODUCAO

As mudancas climaticas podem alterar significativamente a adaptacao e
desenvolvimento das plantas (EASTERLING et al., 2000). A notoria influéncia
humana no meio ambiente, como no desmatamento e na emissao de gases de
efeito estufa, podem resultar em uma série de problemas ambientais e mudancas
climaticas (MENEZES-SILVA et al., 2019). A concentracao de CO2 atmosférico,
por exemplo, vem aumentando desde o inicio da revolucao industrial (ARCE et
al., 2014). Segundo a National Oceanic and Atmospheric Administration (NOAA),
nos Estados Unidos, a concentracdo de CO2 na atmosfera em 2023 foi de 420
ppm, o maior valor desde 1958. Ademais, esse valor deve chegar a
aproximadamente 1000 ppm em 2100, de acordo com o Painel

Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas (IPCC).

Neste contexto, as florestas desempenham um papel de imenso valor
tanto social quanto econdémico, pois atuam como um dos principais mecanismos
responsaveis pelo sequestro de carbono, o que resulta na consideravel reducao
das emissbes de CO:2 provenientes de atividades antropogénicas (JIANG et al.,
2020). Nesse sentido, o género Eucalyptus é uma escolha altamente adequada
para plantacdes florestais (SILVEIRA et al., 2020), devido ao seu metabolismo
fotossintético do tipo C3. As espécies com este tipo de mecanismo tém o
potencial de aumentar sua capacidade fotossintética e sua biomassa quando
cultivadas em condigfes elevadas de CO2 atmosférico (KIMBALL, 2016). Além
disso, estudos anteriores demonstraram respostas positivas de crescimento em
plantas lenhosas expostas a atmosferas enriquecidas com CO2, desde que
outros recursos adequados também sejam fornecidos (ATWELL et al., 2009;
LIBERLOO et al., 2006).

Além da fotossintese, o cultivo de plantas em atmosfera enriquecida de
CO2 pode afetar diretamente outros metabolismos, como a respiracdo e o
metabolismo de carboidratos (DUSENGE et al., 2019; ABDELGAWAD et al.,
2014). Ademais, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) também

podem sofrer alteracdo na biomassa das plantas, principalmente devido ao



fechamento estomatico (KOLLA et al., 2007; SHI et al., 2015). Por outro lado, o
sistema vascular das plantas também pode sofrer alteracbes em seu proteoma
quando submetido a mudancas ambientais (EVERT, 1990; FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2011). Isso se deve principalmente a comunicacdo entre a raiz e
os tecidos aéreos existentes nas plantas (SCHEPPER et al., 2013).

Estudos sobre a comunicacgéo a longa distancia, envolvendo a proteémica
como principal ferramenta, podem fornecer informacdes importantes sobre os
metabdlitos que atuam nas respostas sistémicas que permitem com que as
plantas respondam rapidamente as mudancas ambientais (EVERT, 1990;
RAVEN, 1991; FERNANDEZ-GARCIA et al, 2011; WU e BALDWIN, 2010).
Desse modo, compreender a comunicacdo de longa distancia em plantas
cultivadas sob atmosfera enriquecida com CO2 pode apontar 0s principais
agentes de sinalizacdo presentes no proteoma de seiva e revelar respostas

sistémicas na porcéao fonte-dreno desses organismos.

O objetivo do presente trabalho foi (1) estabelecer um método de extracao
e de andlise do proteoma de plantas jovens de Eucalyptus, bem como obter um
panorama do proteoma de seiva de espécies comercialmente importantes dentro
do género; (2) Investigar as alteracdes no proteoma de caule e de seiva das
espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla quando cultivadas em CO:2
atmosférico elevado; (3) analisar as variacbes em termos quantitativos das
enzimas envolvidas nos principais ciclos metabdlicos de plantas (lignina,

celulose, acido tricarboxilico e espécies reativas de oxigénio).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Eucalyptus e sua importancia no cenéario florestal

O género Eucalyptus possui vasta importancia no cenario mundial e
brasileiro de florestas plantadas devido a sua adaptabilidade a diversos climas e
finalidades industriais. Acredita-se que a introducdo do género no Brasil tenha
ocorrido por volta de 1820 no Jardim Botanico no Rio de Janeiro (MARCHIORI,
2014) com o intuito de atender as demandas de construcéo de ferrovias no pais

na época (SAMPAIO, 1961). Apos a introducao do género no pais, teve-se inicio



a pesquisa sistematica do género em meados de 1904, por Edmundo Navarro
de Andrade, introduzindo diversas espécies do género para a Estacdo de Rio
Claro em Séo Paulo (CASTRO et al., 2016). Muito embora a ordem cronolégica
dos fatos seja facilmente extrapolada devido a falta de documentacéo da época,
houve nos anos 40 o inicio das tentativas de melhoramento genético das
espécies introduzidas no Brasil, realizado pelo Instituto Agronémico de
Campinas (IAC). Hoje o género Eucalyptus é considerado portador da madeira
mais importante no Brasil e em diversos outros paises tropicais e subtropicais
(IBA, 2020).

O Eucalyptus spp. € uma espécie alégama (ELDRIDGE et al., 1993)
pertencente a familia Myrtaceae (THE PLANT LIST, 2019), juntamente com 0s
grupos Corymbia e Angophora (POTTS E BRADLEY, 2004). E nativo da
Australia e da Indonésia, florescendo principalmente no hemisfério sul, em climas
tropicais e subtropicais (STANTURF et al., 2013). Atualmente, ha mais de 700
espécies com diferentes caracteristicas fisico-quimicas catalogadas de
eucalipto, porém somente algumas séao utilizadas em aplicacbes agroindustriais
(e.g. E. camaldulensis, E. grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. nitens, E.
urophylla, E. saligna, E. dunniie, E. pellita) (STANTURF et al., 2013). No Brasil,
cultiva-se principalmente E. grandis e E. urophylla, bem como seu hibrido, E.
urograndis (VITAL, 2007). As florestas plantadas ao redor do mundo
compreendem principalmente os géneros Eucalyptus e Pinus, sendo estes
presentes em cerca de 264 milhdes de hectares (FAO, 2006). No Brasil, a
floresta plantada é de suma importancia para a economia e 0 mercado
agroindustrial, uma vez que fornece os principais componentes para a producao
de papel e celulose e, somente o eucalipto, representa cerca de 70% dessas
florestas no pais (IBA, 2021). Além do papel e celulose, outras substancias s&o
obtidas através do cultivo das plantacdes florestais, como a madeira, 6leos

vegetais, carvao, energia, entre outros (ABRAF, 2013).

Em 2022, a area total de arvores plantadas no Brasil atingiu os 9,93
milhdes de hectares e a produtividade do eucalipto atingiu seu maior nivel desde
2014, chegando a 38,9m3/ha/ano em 2021 (IBA, 2022). Os Estados de Minas
Gerais, Bahia, Sdo Paulo, Espirito Santo e Mato Grosso do Sul abrigam as

maiores florestas plantadas no pais. Dentre as principais espécies, Eucalyptus



grandis € a mais cultivada devido as suas caracteristicas de importancia
econbmica, como a propriedade da madeira e variabilidade genética
(KAGEYAMA, 1980; MORAES, 1987; ASSIS, 1996). O Eucalyptus urophylla, por
sua vez, é bastante utilizado devido a sua resisténcia ao cancro do eucalipto e &
seca. Com isso, o hibrido das duas espécies, Eucalyptus urograndis, possui
diversos atributos favoraveis para a producdo de papel e celulose, madeira
serrada e carvao vegetal (RUY E FILHO, 2001).

2.2. Mudancas climéticas e seus efeitos nos organismos vegetais

O mundo vem sofrendo com uma série de problemas ambientais nos
altimos anos, principalmente devido as influéncias antropogénicas como o
desmatamento e emissdes de gases de efeito estufa na atmosfera (QADERI E
REID, 2009; MENEZES-SILVA et al., 2019). A concentracdo de CO2 atmosférico
€ um ponto de atencdo no que diz respeito as mudancas climéticas e este vem
crescendo exponencialmente desde 1760 com o inicio da revolucéo industrial
(ARCE et al., 2014). No final de 2022, o observatério de Mauna Loa, no Havali,
registrou a marca histérica de 420,99 ppm de COz2, sendo 1,8 ppm maior do que
o ano de 2021 e o maior registro desde 1958 quando foi dado inicio ao
monitoramento (NOAA, 2023).

De acordo com o Painel Intergovernamental sobre Mudancas Climaticas
(IPCC), a concentracdo de CO:2 atmosférico deve chegar entre 700-1000 ppm
por volta de 2100. Apesar da crescente variedade de politicas destinadas a
mitigar as alteraces climaticas locais, as emissdes anuais de gases de efeito
estufa provenientes da queima de combustiveis cresceram exponencialmente
entre 2000 e 2010, por exemplo, quando comparado aos anos anteriores (IPCC,
2014). Neste cenario, € esperado que muitos organismos sofram influéncias e
adaptacdes intrinsecas a tais estimulos externos, aumentando a adaptabilidade
ou a vulnerabilidade relativa destes individuos (STAUDINGER et al., 2013).

As plantas, por sua vez, terdo papel fundamental nestes proximos
cenarios globais, principalmente devido a fotossintese, responsavel pela
assimilacao de carbono em sua biomassa (LEAKEY et al., 2009; SHAO et al.,

2009). Neste sentido, as florestas plantadas tém um enorme valor social e



financeiro, pois funcionam como sequestradores de carbono, mitigando
significativamente as emissdes excessivas de CO2 no cenario atual (JIANG et
al., 2020).

O género Eucalyptus € um 6timo modelo para a utilizacdo em florestas
plantadas (SILVEIRA et al., 2020) e seu metabolismo do tipo C3 € de extrema
importancia neste contexto social e financeiro. Considerando que a atividade da
RuBisCO em plantas C3 é limitada pelo CO2, sua eficacia de assimilacédo
fotossintética pode aumentar em até 50% em condi¢des de atmosfera de CO:2
elevado, aumentando assim a produtividade primaria das plantas (NORBY et al.,
2005; AINSWORTH et al., 2005; LEAKEY et al., 2009). Uma vez que a via
fotossintética do tipo C3 depende de uma maior relacdo CO2:02 (PORTIS E
PARRY, 2007), esse tipo de mecanismo favorece a planta na sua capacidade de
fixacdo de esqueletos de carbono quando influenciada pela alta concentracao de
CO2 atmosférico (DUSENGE et al., 2019). Além disso, a concentragdo de CO2
atmosférico elevada pode aumentar a eficacia dos fotossistemas de plantas bem
como os produtos das reacdes a luz (ATP e NADPH), utilizados para fixagdo do
carbono em acucares durante a fotossintese (VAN HEERDEN et al., 2007;
ZHANG et al.,, 2008). Por conseguinte, tais condicbes vao aumentar a
concentracdo de acucares (glicose, sacarose, rafinose e frutose) em diversas
espécies (ARANJUELO et al.,, 2015; WATANABE et al., 2013). Nestes
organismos submetidos a atmosfera enriquecida por CO2, pode ocorrer um
aumento de cerca de 40% de sua biomassa (POORTER E NAVAS, 2003). O
carbono fixado pode ser metabolizado em carboidratos estruturais, resultando
em possiveis aumentos nos niveis de celulose da planta (COSTA, 2004; SOUZA,
2007).

A celulose é o polimero mais abundante presente na biosfera e € um dos
constituintes essenciais da madeira, juntamente com a hemicelulose e lignina
(BOERJAN et al., 2003). Tais polimeros exercem papel fundamental em termos
biolégicos: mecanismos de defesa, rigidez mecanica, resisténcia a
biodegradacgéo, entre outros (BHUIYAN et al., 2009), como também em termos
agroindustriais: papel, madeira e a propria celulose. A lignina, por sua vez,
apresenta-se em concentragbes e com composi¢coes diferentes entre as

espécies e em diferentes tecidos e 6rgdos da mesma planta. Além disso, esses



fatores podem oscilar nos estudos em plantas de diferentes fases do
desenvolvimento ou quando estimuladas externamente (PLOMION et al., 2001;
LEAKEY et al., 2009; CAROCHA et al., 2015).

Outro processo biolégico conhecido por sofrer alteracdes em plantas
cultivadas em alta concentracdo de CO:2 é a producgéo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (KOLLA et al., 2007; SHI et al., 2015). Tais radicais s&o
geralmente neutralizados pelo sistema de defesa enzimético geralmente
composto pela catalase, superéxido dismutase, glutationa e peroxidase (ALEXI
et al., 1998; GIANNI et al., 2004; APEL E HIRT, 2004; HASANUZZAMAN et al.,
2012). Com isso, danos e respostas oxidativas sao decorrentes da producao de
EROs e o funcionamento das defesas antioxidantes (HALLIWEL, 1992). A
atividade das enzimas catalizadoras de EROs ja foram monitoradas em estudos
de estresse abidtico, onde a atividade da superdxido dismutase, catalase e
peroxidase tiveram suas atividades aumentadas em plantas quando submetidas
a estresse térmico (LIU et al., 2013; WANG et al., 2014).

2.3. A técnica e abordagem de protedmica

A funcéo e exequibilidade de uma célula e/ou tecido sdo mantidas pelo
seu proteoma, que € um conjunto de proteinas expressas pelo seu genoma em
um determinado tempo e espaco (WILKINS et al., 1996). A sintese proteica
ocorre pela transcricdo do DNA para o0 RNA mensageiro, sendo este traduzido
para proteinas nos ribossomos. Outro processo comum nas células é a
degradacédo dessas proteinas, realizada principalmente por proteases, um grupo
funcional de proteinas envolvidas na maquinaria celular (TURK, 2006; JUNG et
al., 2009; BHATTACHARYYA et al., 2014).

A protebmica é uma ferramenta importante no estudo do proteoma de um
individuo, permitindo a analise qualitativa e quantitativa de um grande nimero
de proteinas em diferentes situacdes fisiolégicas. Em estudos protedmicos €
possivel 0 monitoramento da expressao proteica de uma célula ou tecido ao
longo do tempo, revelando diferentes momentos metabdlicos nestes sistemas
(WITTMANN-LIEBOLD E GRAACK, 2006; BARROS et al., 2010). Existem

diversos métodos para analise proteémica, como: gel 1D (SDS-Page), gel 2D e



espectrometria de massas (QUIRINO et al., 2010). A espectrometria de massas
€, atualmente, a principal técnica analitica para a identificacdo e quantificacdo
de proteinas, especialmente em concentracdes muito baixas e em misturas
complexas. Com a espectrometria, € possivel a detec¢do, determinacdo de
estruturas e quantificacédo de proteinas a partir da fragmentacédo de biomoléculas
(BALDWIN, 1995; HOPFGARTNER E VARESIO, 2012).

As duas principais abordagens protedmicas sdo denominadas de analises
‘top-down’ e ‘bottom-up’. Enquanto a analise top-down estuda proteinas inteiras,
a analise bottom-up analisa os peptideos obtidos através da digestdo proteica
realizada nas amostras. A abordagem ‘bottom-up’ ou ‘shotgun’ € a metodologia
mais utilizada para a identificacdo de proteinas a partir de amostras biolégicas.
Este método evoluiu ao longo dos anos, permitindo a identificacdo e
quantificacdo de mais de 10.000 proteinas em uma Unica analise (MUNTEL et
al.,, 2019). Para a realizacdo do método bottom-up, as proteinas devem
primeiramente ser isoladas em tamp&o contendo agente solubilizante. Para que
seja possivel a digestdo proteica, as ligacbes dissulfeto sdo reduzidas e
alquiladas, seguidas de fragmentacdo, comumente realizada por tripsinas
(MEYER, 2021).

Para a identificacdo proteica, € realizada a aquisicdo de dados espectrais
no espectrometro de massas. A técnica mais recorrente em experimentos
bottom-up é a aquisi¢cdo dependente de dados (DDA), onde os peptideos mais
abundantes sdo selecionados para fragmentacéo e identificacdo (VENABLE et
al., 2004; GILLET et al., 2012). Primeiramente, é realizada a coleta de razdes
massa/carga (m/z) da amostra biolégica e a identificacao proteica é feita a partir
da correlagdo dos espectros experimentais obtidos na analise com espectros
tedricos, sugerindo a presenca ou ndo dos peptideos em uma amostra biologica
(ENG et al., 1994).

Muito embora as abordagens de correlacdo espectral sejam precisas, elas
estéo limitadas a identificacdo de peptideos com base em sequéncias genéticas
presentes no genoma de referéncia. O sequenciamento do genoma do
Eucalyptus grandis abriu varias perspectivas biotecnologicas para o estudo da
espécie, por exemplo (MYBURG et al., 2014). No entanto, sabe-se que genomas

de organismos eucariéticos sdo muito mais complexos, sendo modificados e



influenciados por vérios eventos moleculares e celulares (BARRETT et al.,
2012). Avancos no desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de
proteinas tém permitido a analise de vastas quantidades de informacéo genética,
especialmente Util para espécies com genomas totalmente sequenciados, bem

como para aquelas em que apenas parte das informacdes esta disponivel.

2.4. A protedmica dos tecidos vasculares de plantas

O sistema vascular € essencial para a comunicacdo e a alocacdo de
recursos ao longo da planta, sendo presente desde as raizes até a parte os
tecidos aéreos (SCHEPPER et al., 2013). Basicamente, o sistema vascular em
plantas é composto pelo xilema e floema. O xilema tem como principal funcdo o
transporte de agua da porcao radicular até a parte aérea da planta, contendo
também varias substancias que sdo essenciais para o desenvolvimento do
organismo vegetal (BILES e ABELES, 1991). O fluxo de substancias deste tecido
ocorre através da diferenca de potencial recorrente a transpiracdo (TANNER e
BEEVERS, 2001), podendo carregar hormonios, aminoacidos, diversos
metabdlitos e proteinas envolvidas em diversos mecanismos da planta
(CARELLA et al., 2016). O floema € um tecido vivo da planta, cuja a funcéo é o
transporte dos produtos fotossintéticos das folhas para o restante dos tecidos do
organismo. Além disso, o floema € constituido pelos elementos crivados e
células parenquimaticas. Enquanto os elementos do tubo crivado ndo possuem
ndcleo e possuem poros para a passagem da seiva, as células parenquiméaticas
sdo metabolicamente ativas e ricas em ribossomos e mitocondrias (LUCAS et
al., 2013). O perfeito funcionamento do floema depende da interagéo desses dois
tipos de células e o transporte de metabdlitos ocorre via plasmodesmos
(OPARKA E CRUZ, 2000; VAN BEL, 2003). Desse modo, o floema contém
substancias organicas produzidas pela porcao aérea da planta, movendo-se
através da fonte até as areas de uso ou armazenamento (SCHEPPER et al.,
2013). Ademais, o floema também pode carregar moléculas sinalizadoras de
longa distancia (6rgédo a 6rgao) como a sacarose e diversas proteinas (LOUGH
e LUCAS, 2006).



Estudos sobre a comunicacdo a longa distancia podem fornecer
informacBes importantes sobre os metabdlitos que atuam nas respostas
sistémicas que permitem com que as plantas respondam rapidamente as
mudanc¢as ambientais (EVERT, 1990; RAVEN, 1991; FERNANDEZ-GARCIA et
al, 2011; WU e BALDWIN, 2010). Embora o estudo e a compreensao das
respostas sistémicas na seiva das plantas depende muito do método e da
espécie utilizada, o interesse na investigacdo do proteoma de seiva tem
aumentado para o entendimento da resposta a estresses abidticos (KASPER et
al., 2022), defesa contra patdogenos (SOLIMAN et al., 2021) e desenvolvimento
das plantas (PATEL et al., 2018). Os processos biolégicos que envolvem tais
respostas dependem principalmente das proteinas presentes na matriz
extracelular. Geralmente, as proteinas que sdo secretadas para a matriz
extracelular, possuem peptideos sinalizadores N-terminais (DRAKAKAKI e
DANDEKAR, 2013). Entretanto, algumas proteinas podem seguir caminhos nao
convencionais durante a secre¢do para a matriz extracelular, podendo também

serem responsaveis por alguns estimulos nas plantas (AGRAWAL et al., 2010).
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CAPITULO 2 - Proteome profiling of vascular sap regarding Eucalyptus
grandis, Eucalyptus urophylla and Eucalyptus camaldulensis

Este capitulo encontra-se publicado na revista Proteomics, publicado em

28/04/2023 e sob o DOI 10.1002/pmic.202200463.

Abstract

The plant vascular system is a key element for long-distance communication.
Understanding its composition may provide valuable information on how plants
grow and develop themselves. In this study, a quantitative proteome dataset of
the vascular sap proteome of three commercially important Eucalyptus species
was shown. Protein extraction was carried out using a pressure bomb, whereas
only in silico predicted extracellular proteins were considered as part of the sap
proteome. A total of 132 different proteins were identified in all the three
Eucalyptus species and the most abundant proteome subset within all three
species was comprised of proteins involved in carbohydrate metabolic process,
proteolysis, components of membrane and defense response. The sap proteome
of the species E. grandis and E. urophylla revealed the highest similarities.
Functional classification indicated that the sap proteome of E. grandis and E.
urophylla are mostly comprised of proteins involved in defense response and
proteolysis; whereas no prominent functional class was observed for the E.
camaldulensis species. Quantitative comparison highlighted characteristic sap

proteins in each of the Eucalyptus species. The results that could be found in this
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study can be used as a reference for the proteome sap analysis of Eucalyptus

plants grown under different conditions.

The vascular system is essential for communication and resource allocation
throughout the plantsil. Sugar, hormones, nutrients and a myriad of signaling
metabolites can be long-distance transported in higher plants. Recent studies revealed
the existence of a large subset of proteins present in the plant vascular system[23l,
Although laborious and strictly dependent on the plant cultivation conditions, interest
on the investigation of the sap proteome has been increasing in the last years and
mostly are targeted towards understanding the plant responses to abiotic stressesl*,
defense against pathogens® and plant development®l,

Eucalyptus spp. is one of the main tree species belonging to the Myrtaceae
family along with Corymbia and Angophora groups. There are more than 700 species
with different physical-chemical properties, but only a small fraction of this number (e.g.
E. camaldulensis, E. grandis, E. tereticornis, E. globulus, E. nitens, E. urophylla, E.
saligna, E. dunniiand E. pellita) are involved in different industrial applicationsl’l.
Eucalyptus trees have a great commercial importance in Brazil, comprising 78% of the
country’s total area of planted forest!®l. Understanding how regulatory and functional
mechanisms occur in these organisms may provide details on plant adaptation,
increase crop yield and favor the production of paper, pulp, biomaterials and energy!®.

Although of fundamental importance for the understanding of plant growth and
long-distance responses to external stimulus, to our knowledge, no proteome
investigation was carried out in the plant sap tissues of Eucalyptusspecies. Here we
describe the vascular sap proteome of three commercially important Eucalyptus

species: E. grandis; E. urophylla and E. camaldulensis.
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Currently, different strategies have been suggested in order to obtain the plant
sap extracts for downstream analysis. We used a Scholander pressure chamber as a
mean to isolate the vascular sap from young Eucalyptus plants. Identification of the
sap proteins was carried out through a bottom-up, discovery-driven based approach
and quantification was estimated through spectral counting. Subcellular localization
prediction tools were used in order to estimate efficiency and evaluate our isolation
strategy. For that, we initially cultivated the Eucalyptus plants under an increasing
drought stress condition and verified that the stem water potential was significantly
reduced when plants were submitted to severe water depletion (Supporting
Information, Figure 1S). Vascular sap extractions were carried out throughout a range
of 1.5 until 4 MPa for the model species of E. grandis and further validated in the other
Eucalyptus species studied here. When using in silico predictors, it was not observed
a significant difference (Pearson’s qui-squared test, p-value>0.05) in the proteome sap
composition in terms of intracellular contaminants throughout the pressures here
evaluated (Supporting Information, Figure 2S) and across the Eucalyptus species,
especially at a maximum extraction pressure of 4 MPa. It is important to highlight that
apoplastic proteins are part of the plant fluid proteome!*% and here considered as sap
proteins as key elements for understanding long-distance signaling.

Sap extractions from all young Eucalyptus plants resulted in a total of 132
proteins confidently identified in the vascular sap of E. grandis, E. urophylla and E.
camaldulensis. Global protein expression analysis revealed the consistency of our
extraction procedure, as replicates formed distinct clusters, and the existence of a
common proteome subset comprising 40 protein species constitutively expressed in

all replicates from all Eucalytpus species (Figure 1).
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Figure 1. Protein abundance and functional categorization of Eucalyptus
camaldulensis, E. grandis, and E. urophylla sap proteins. (A) Hierarchical clustering of
the proteins identified in every replicate of the three Eucalyptus species. The color
scale represents the abundance of each protein and was calculated according to the
Log2LFQ criteria. Numbered nodes (1 and 2) represent the constitutively expressed
protein group identified in all replicates across all the three Eucalyptus species and the
most abundant proteins shared across species, respectively. CAM: E. camaldulensis;
URO: E. urophylla; GRA: E. grandis. (B) Functional categorization, in terms of
biological process, of all the 40 proteins clustered within node 1. (C) Functional
categorization, in terms of biological process, of all the 11 proteins clustered within
node 2.

Functional analysis revealed that this subset of proteins consists of
proteins involved in proteolysis, hydrolase, defense response, carbohydrate
metabolic process, basic secretory system, component of the membrane, cellular

component organization and electron transfer (Figure 1, Table 1S); while the

highest protein abundance, within this subset, was observed for the proteins:
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Eucgr.A00020, Eucgr.A02178, Eucgr.B03157, Eucgr.B03677, Eucgr.C00805,
Eucgr.FO4071, Eucgr.G00649, Eucgr.l01600, Eucgr.J03190, Eucgr.K01691,
Eucgr.K03041.

High abundant proteins involved in the proteolysis process were already
described in the plant sap proteome of Arabidopsis thaliana and Solanum
lycopersicuml112. The high abundance of such protein types indicates either the
existence of degradation processes occurring in the evaluated tissues or the
constitutively expression of these proteins as an innate response to a potential
pathogen attack(!3l. Other proteins involved in the systemic defense and
pathogen response were also already described in the sap proteome of different
plant speciesi’. Hydrolases and structural proteins, such as actin
(Eucgr.F00489) and the X8 domain-contaning protein (Eucgr.B03157), have also
been described in the sap proteome of the Populus trichocarpa species(*d. In
addition, several proteins here identified as involved in the carbohydrate
mechanisms have also been identified in the sap proteome of Brassica oleracea
and B. napusl'®7l. The high abundance of these proteins may be related to
fundamental growth and developmental processes in the cell walls that takes
place in xylem tissues!t0l.

Vascular sap proteome profile also highlighted the dissimilarities
between E. camaldulensis extract in relation to E. grandis and E. urophylla plant
materials. While in the E. grandis and E. urophylla sap proteomes the most
representative protein classes were those constituted of defense proteins and of
proteins involved in proteolysis and cellular catabolism, whereas no clear
prominent functional category was observed in the E. camaldulensis sap

proteome (Supporting Information, Figure 2S).
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The ANOVA and post hoc tests of the sap proteome composition
between the three Eucalyptus species revealed the existence of characteristic
proteins (star marked identifications in Table 2S), i.e. proteins that were
differentially abundant in one species in relation to the others. From the 52
differentially abundant proteins, seven (13,46%) were found to be characteristic
of Eucalyptus camaldulensis, three (5,70%) of Eucalyptus grandis and four
(7,69%) of Eucalyptus urophylla (Table 1). As mentioned before, the sap
proteome of E. grandis presented three characteristic proteins: Eucgr.A01732.1,
Eucgr.l01176.1 and Eucgr.L01345.1 (Supporting Information, Table 2S). The
former corresponds to a homologous Ginkbilobin2 (Gnk2) protein, which is a
protein found in the extracellular region of cysteine-rich receptor-like kinases
involved in defense response mechanismsl®. The Eucgr.l01176.1 is a
peroxidase protein mainly involved in the response to oxidative stress. The
vascular system in plants may have this machinery of antioxidant components for
avoiding damage to essential components['®l. Therefore, the presence of such
peroxidases may indicate response to pathogens and cytotoxic control due to the
accumulation of reactive oxygen species (ROS) in the process of cell signaling in
plantsi?%l, The latter characteristic protein for E. grandis is a laccase 15, an
enzyme involved in lignin biosynthesis[?? and also related to proanthocyanidin
(PA) synthesis in plantsi?d. Furthermore, our approach pinpointed four
characteristic sap proteins within the E. urophylla sap proteome (Supporting
Information, Table 2S). The accession Eucgr.A00020.1 is characterized by an
endochitinase, mostly involved in response to fungal and various forms of
stressl?3l, whose constitutive expression may confer a higher protection against

fungal attack.
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Probably delivering a similar cellular function, a thiol protease aleurain
(Eucgr.C00805.1) was characteristically identified within the E. urophylla sap
proteome (Supporting information, Table 2S). As a pathogen-secreted protease,
its presence, in addition to the chitinase identification, suggests the existence of
a plant innate immunity in E. urophylla plants that is absent or less pronounced
in E. grandis. An epidermal growth factor-like (EGF) domain protein
(Eucgr.K00576.1) was also found to be characteristic of E. urophylla sap
proteome. This type of proteins is commonly found in the extracellular matrix and
are involved in protein-protein interactions?¥ with emphasis in the organism’s
growth factor and also pathogen responses/?®.. Finally, an extensin-like protein
was also up-regulated in E. urophylla in pairwise comparisons against both E.
grandis and E. camaldulensis. Although it is well known that extensins play a
major role in plant cell wall loosening, the potential role of these proteins as part
of the cell wall surveillance system in response to plant attack cannot be
excluded, especially due to its position and capacity to transfer information to
intracellular components!28].

An extensive number of sap proteins involved in carbohydrate
metabolism were identified as up-regulated in E. camaldulensis in relation to both
E. grandis and E. urophylla sap proteins. From the seven characteristic sap
proteins, five (accessions Eucgr.B03677.1; Eucgr.FO0439.1; Eucgr.F02347.4;
Eucgr.K01962.1; Eucgr.L03478.1) were carbohydrate related enzymes. Their
identification may indicate a more active carbohydrate metabolism in the apoplast
compartment of this Eucalyptus species and/or corroborate the existence of an
innate immune system in the vascular tissues of this species. On the other hand,

the Eucgr.F00206.1 was functionally annotated as involved in the breakdown of
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proteins into smaller macromolecules. Despite only one protein involved in
proteolysis was up-regulated in relation to the other species, other six proteins
differentially abundant in E. camaldulensis sap proteome has this same function.
This suggests the presence of surveillance immune system in the vascular
system of E. camaldulensis young plants. Besides that, the presence of a GDSL-
type esterase/lipase protein (Eucgr. KO3566.1), which plays a role in systemic
resistancel?”l and pathogen defensel?®, contributes with this hypothesis. The
pronounced number of proteolysis-related identifications in Eucalyptus sap
proteome deserves a deeper investigation if to be used for tree breeding
purposes. The dataset presented here shows that it was possible to study the
sap proteome of Eucalyptus seedlings and the proteins present in the sap can
contribute to studies of long-distance signaling when the plant is under an

environmental stimulus.



Table 1. Characteristic proteins identified in the plant sap proteome of Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus grandis and

Eucalyptus urophylla.

Access? Species? Log,LFQ?® Description* Biological Process®

Eucgr.B03677.1 E. camaldulensis 28.653 AbfBdomain-containingprotein Carbohydrate metabolic process

Eucgr.F00206.1 E. camaldulensis 25.369 subtilisin-like protease SBT3 proteolysis

Eucgr.F00439.1 E. camaldulensis 24.154 probable rhamno galacturonatelyase B isoform X1 Carbohydrate metabolic process

Eucgr.F02347.4 E. camaldulensis 24.05 alpha-amylase, putative Carbohydrate metabolic process

Eucgr.K01962.1 E. camaldulensis 27.511 rhodanesedomain-containingprotein Carbohydrate metabolic process

Eucgr.K03566.1 E. camaldulensis 27.277 GDSL esterasel/lipase At1g09390-like Hydrolase activity, actingon ester
bonds

Eucgr.L03478.1 E. camaldulensis 23.558 acidicendochitinase-like Carbohydrate metabolic process

Eucgr.A01732.1 E. grandis 27.760 cysteine-rich repeat secretory protein 38 no GO terms

Eucgr.l01176.1 E. grandis 22.691 peroxidase response to oxidative stress

Eucgr.L01345.1 E. grandis 27.710 laccase-15-like isoform X1 Lignina catabolic process

Eucgr.A00020.1 E. urophylla 29.447 endochitinase EP3 Carbohydrate metabolic process

Eucgr.C00805.1 E. urophylla 29.917 thiol protease aleurain proteolysis

Eucgr.E00357.1 E. urophylla 24.533 expansin-like B1 Extracelular region

Eucgr.K00576.1 E. urophylla 23.375 EGF-like domain-containingprotein no GO terms

IProtein access at the Phythozome database, 2Eucalyptus species, 3Mean of Logz of LFQ assigned to the protein, “Description assigned by Blast2GO,

5Biological process assigned by Blast2GO.
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ASSOCIATED DATA
Mass spectrometry proteomics data have been deposited to the ProteomeXchange

Consortium via the PRIDE partner repository with the dataset identifier PXD037915.
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Supporting Information

Materials and Methods

Plant material and vascular sap sampling

Seeds of E. camaldulensis, E. grandis and E. urophylla were sowed on commercial
substrate and cultivated in green chambers for 120 days under controlled conditions.
Prior to the sap proteome isolation, plants were exposed to drought conditions by
decreasing the irrigation frequency in order to estimate the maximum pressure to be
used for the extraction of the sap samples. For that, the stem water potential was
estimated in three different conditions as following: A. Continuous irrigation; B.
Irrigation every other day; C. One day of irrigation followed by three days without
irrigation. For each treatment, five replicates (one plant per replicate) were used and
the assay had duration of 15 days. The results were submitted for Analysis of Variance
(ANOVA) and Tukey's test at 95% confidence level (p< 0.05) (Figure 1S). Once the
minimum water potential was determined, the vascular sap of the young eucalyptus
plants was extracted using a Scholander pressure chamber!* at a maximum of 4.0
MPa for 15 min. Freshly extracted sap (approximately 1 mL per plant) was transferred
directly to clean eppendorf tubes placed on ice. For the sap proteome profiling and
characterization, three biological replicates were used, from which each replicate

consisted of three plants.

Proteome isolation

Extracted sap samples were transferred to 50 mL Falcon tubes and a total volume of
10 mL of Tris-HCI buffer (125 mM Tris pH 6.8, 1% SDS, 1% DTT and 20% glycerol)
was added to each tube. After 10 minutes of shaking at 4 °C, a 5x volume of cold
acetone was added to each tube. Protein precipitation was carried out for 16h at 4 °C
and protein pellet was obtained by ultracentrifugation (3200 g, at 4°C, for 10 min).
Finally, proteins were resuspended with the Tris-HCI buffer, followed by protein
guantification using the Qubit fluorometer equipment (Thermo Fisher Scientific). An

aliquot of 50 ug for each sample was used for tryptic in solution digestion.
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Mass spectrometry (MS) analysis

Prior to MS analysis, proteins were precipitated in methanol, resuspended in 25 mM
ammonium bicarbonate and heated at 70°C for 10 min. Proteins were then reduced
with dithiothreitol at 56°C for 20 min and alkylated with iodoacetamide at room
temperature for 20 min. Digestion was performed with trypsin (Trypsin Gold, Promega)
at a ratio of 1:10, for 16h at 37°C. After tryptic digestion, samples were concentrated
and desalted using ZipTip (Merck-Millipore) followed by quantification by fluorometry.
Tryptic peptides were resuspended in 0.1% formic acid solution and 500 ng was used
for separation on an EASYnLC-1000 chromatographic system (Thermo Fisher
Scientific) for 95 min using a C18 nanocolumn under constant flow and increasing
concentration of acetonitrile (7 to 30 % for 70 min and constant at 70% for 25 min).
The MS analyzes were performed using a Q-Exactive instrument operated in positive
ion mode. Spectra acquisition was carried out in data-dependent mode with cycles
consisting of one full scan at 70,000 FWHM (Full Width at Half Maximum) followed by
twenty data-dependent scans at 35,000 FWHM at a maximum injection time of 100ms.
The fragmentation of the peptides was obtained from the fragmentation in the HCD
(high energy collision dissociation) using collision energy equal to 35 eV. Individually
charged ions were excluded from fragmentation events and peptide ions selected for

fragmentation were dynamically excluded for 5s.

Protein identification and bioinformatics

Protein identification was carried out using the MaxQuant software [v. 1.6.3.3]1
through spectral correlations between experimental data and predicted data obtained
from the Eucalyptus v.2.0 protein database available on the Phytozome platform
(www.phytozome.net). Parameters used in the searches were adjusted to 20 ppm for
precursor ions, oxidation of methionine as variable modification and
carbamidomethylation of cysteines as static modification, maximum of two missed
cleavages and a False Discovery Rate (FDR) targeted to 1%. The Label-Free
Quantification (LFQ) method was used for the relative quantification of the identified
proteins. The number of protein sequences for each cell compartment and the

abundance values (LFQ) was used for data processing. The relative quantification data
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were transformed into logz and the lowest LFQ value observed during the entire
experiment was used for missing values. The abundance of peptides was calculated
through the maximum intensity of the precursor ion used in the identification,
normalized by the sum of the other identifications within the same repetition. To
determine the sap proteins and estimate the contamination rate between species, the
identified protein sequences were submitted to cell localization prediction tools. For
that, the protein sequences were in silico analyzed using the TargetP 2.0 programfl
aiming at the identification of Signal Peptides (SP) characteristic of plastids and
extracellular matrix. Subsequently, the DeepLoc 1.0 program was used to assign other
cell locations!®. In order to verify possible differences in the contamination rate
between the species, Pearson's chi-square test was used at 95% confidence level (p<
0.05). The functional annotation of the identified proteins was performed using the
Blast2GO program!®! using a minimum of 5 sequences assigned to a function with the
maximum threshold and the Viridiplantae group as a taxonomic filter. The
determination of differentially abundant proteins was performed using analysis of
variance (ANOVA) followed by post hoc tests.
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Supplementary Figures and Tables

Eucalyptus Eucalyptus Eucalyptus
camaldulensis urophylla grandis
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Figure 1S. Stem water potential (yw) of young Eucalyptus seedlings submitted to
three treatments of water deficit for 15 days. (A) Irrigation every day; (B) Irrigation every
other day and (C) One day of irrigation followed by two days without irrigation. Irrigation
was made up to the field capacity of the pot and plants were kept in a greenhouse
under controlled temperature and humidity conditions. Different lowercase letters show
a significant difference between treatments according to the Tukey’s test at 5%
probability (p< 0.05).
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B.
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Figure 2S. Percentage distribution, in terms of subcellular localization, of the proteins
isolated from the sap of Eucalyptus camaldulensis, E. grandis, and E. urophylla. (A)
Intracellular (colorful slices) and extracellular proteins (gray slice) distribution for each
evaluated pressure used for sap extraction and isolation in E. grandis. (B) Intracellular
and extracellular distribution in E. camaldulensis, E. grandis, and E. urophylla at 4 MPa
pressure used for sap extractions. The Pearson's chi-square test was performed
between species to determine differences in the contamination ratio
(extracellular/intracellular), p-value = 0.06289 (p< 0.05).
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Eucalyptus Eucalyptus
camaldulensis grandis

Eucalyptus
urophyilla
Defense response Proteolysis involved in cellular protein catabolic process
Polysaccharide catabolic process ® Monosaccharide metabolic process
m Cellular response to chemical stimulus u Cell wall macromolecule catabolic process

m Carbohydrate derivative catabolic process  m Biological regulation

u Lipid transport = Aminoglycan metabolic process
Regulation of catalytic activity m Carbohydrate derivative metabolic process
m Biological regulation u Cell wall organization or biogenesis

Figure 3S. Functional categorization of the proteins identified in the sap proteome of
Eucalyptus camaldulensis, E. grandis and E. urophylla according to the biological
process Gene Ontology (GO) terms.
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TablelS. Constitutively expressed proteins identified in all replicates across all the
three Eucalyptus species as shown in Figure 1.

Accession!  Counts? Mol. weight® Score* Biological Process®
Eucgr.A00020 474 29.383 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.A01013 173 54.693 221.28 secretory system
Eucgr.A01732 659 26.552 323.31 secretory system
Eucgr.A02178 1319 74.292 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.B00045 234 19.487 110.72 electron transfer
Eucgr.B03157 121 20.18 58.157 Integral comp of the membrane
Eucgr.B03677 681 95.876 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.B03914 195 50.103 323.31 proteolysis

Eucgr.C00803 107 39.412 36.972 proteolysis

Eucgr.C00805 421 37.18 316.59 proteolysis

Eucgr.C04251 59 15.873 286.05 electron transfer
Eucgr.D00517 168 35.475 64.287 proteolysis

Eucgr.D01821 352 52.751 200.58 carbohydrate metabolic process
Eucgr.E00091 131 30.877 126.54 carbohydrate metabolic process
Eucgr.E00105 147 51.758 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.E00557 171 21.413 323.31 defense response
Eucgr.E00560 205 25.394 323.31 defense response
Eucgr.FO0121 892 80.307 323.31 proteolysis

Eucgr.FO0208 108 82.073 78.392 proteolysis

Eucgr.F00439 59 78.683 89.177 carbohydrate metabolic process
Eucgr.FO0489 374  50.342 323.31 g‘fg;:ﬁ;gggg"meme
Eucgr.FO1673 141 81.238 323.31 proteolysis

Eucgr.F02310 45 51.945 68.438 proteolysis
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Eucgr.FO4071 404 57.002 312 proteolysis

Eucgr.G00649 1402 84.3 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.G01335 150 25.188 274.44 proteolysis

Eucgr.G01336 99 25.37 110.71 secretory system
Eucgr.G01559 90 49.863 96.812 proteolysis

Eucgr.H02279 675 79.742 323.31 proteolysis

Eucgr.H02477 197 71.654 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.101600 791 114.46 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.J00403 132 55.487 266.26 proteolysis

Eucgr.J00936 172 92.031 202.06 carbohydrate metabolic process
Eucgr.J03190 642 50.462 323.31 proteolysis

Eucgr.K01691 336 75.241 323.31 carbohydrate metabolic process
Eucgr.K02100 79 29.529 124.97 secretory system
Eucgr.K02430 45 26.694 39.408 carbohydrate metabolic process
Eucgr.K03041 71 11.695 179.1 defense response
Eucgr.K03566 123 40.807 183.57 hydrolase

Eucgr.L00918 67 37.515 27.658 proteolysis

1Protein access at the Phythozome database, 2Number of spectral counts, 3Molecular weight of the
protein, 4Score attributed to the protein according to MaxQuant searches,®Biological process assigned
by Blast2GO software.
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Table 2S. Differentially abundant proteins in Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus grandis and Eucalyptus urophylla.

Accesst Log2LFQ? Descriptions Biological Process* EC EG EU

Eucalyptus camaldulensis

Eucgr.A00785.1  22.142 probable inactive receptor kinase At5g58300 protein phosphorylation a ab b
Eucgr.B03677.1* 28.653 AbfBdomain-containingprotein carbohydrate metabolic process a b b
Eucgr.B03913.1  25.467 Serine carboxypeptidase-like 51 proteolysis a ab b
Eucgr.C01794.2  22.962 EGA45-like domain containing protein no GO terms a b a
Eucgr.C04395.2  24.892 heparanase-like protein 3 hydrolase activity, on glycosyl bonds a a b
Eucgr.E01392.1  24.183 thaumatin-like protein 1 no GO terms a b a
Eucgr.E04312.2  23.590 polygalacturonase QRT3 polygalacturonase activity a b ab
Eucgr.F00206.1* 25.369 subtilisin-like protease SBT3 proteolysis a b b
Eucgr.F00439.1* 24.154 Probable rhamnogalacturonatelyase B iso X1 carbohydrate metabolic process a b b
Eucgr.F02347.4*  24.050 alpha-amylase, putative carbohydrate metabolic process a b b
Eucgr.F04071.1 27.655 protein kinase domain-containing protein no GO terms a b ab
Eucgr.G00445.1  27.097 glucan endo-1,3-beta-glucosidase 7 carbohydrate metabolic process a b a
Eucgr.G01336.1  26.941 pathogenesis-relatedprotein 17 no GO terms a b ab
Eucgr.H00326.1  24.682 endochitinase EP3-like carbohydrate metabolic process a a b
Eucgr.H00669.5  23.889 alpha-galactosidase-like carbohydrate metabolic process a b a
Eucgr.H00716.7  25.903 Serine carboxypeptidase-like 20 proteolysis a a b
Eucgr.H02279.1  27.370 subtilisin-like protease SBT1.7 proteolysis a a b
Eucgr.H02477.1  26.549 probable alpha-galactosidase B carbohydrate metabolic process a a b
Eucgr.H04079.1  27.908 Serine carboxypeptidase-like 33 proteolysis a b a
Eucgr.J00381.1 23.769 Serine carboxypeptidase-like proteolysis a a b
Eucgr.J00936.1 26.699 beta-galactosidase carbohydrate metabolic process a b ab
Eucgr.K01300.1  22.616 Transmembrane protein, putative no GO terms a b ab
Eucgr.K01917.2  22.030 Putative phosphatidylglycerol intracelular sterol transport a ab b
Eucgr.K01962.1  27.511 rhodanesedomain-containingprotein carbohydrate metabolic process a b b
Eucgr.K03566.1* 27.277 GDSL esterase/lipase At1g09390-like hydrolase activity, actingon esterbonds a b b



Eucgr.L03478.1*

23.558

Eucalyptus grandis

Eucgr.A01871.1
Eucgr.A02551.4
Eucgr.A01732.1*
Eucgr.B00045.1
Eucgr.C00803.1
Eucgr.C04028.1
Eucgr.C04395.2
Eucgr.D00496.1
Eucgr.E00091.1
Eucgr.E01385.1
Eucgr.F00022.1
Eucgr.H00326.1
Eucgr.H00716.7
Eucgr.HO0739.1
Eucgr.H02279.1
Eucgr.H02477.1
Eucgr.101176.1*
Eucgr.JO0381.1
Eucgr.J02106.1
Eucgr.J03190.1
Eucgr.L00941.1
Eucgr.L01345.1*

21.997
21.009
27.760
25.333
24.638
24.389
24.142
23.834
26.942
21.111
23.095
24.990
26.632
23.228
27.129
25.679
22.691
24.576
23.865
30.564
20.767
27.710

Eucalyptus urophylla

Eucgr.A00020.1*
Eucgr.A02551.4

Eucgr.C00805.1*

29.447
20.897
29.917

Acidic endochitinase-like

FAS1 domain-containingprotein
fasciclin-like arabinogalactanprotein 17
cysteine-rich repeat secretory protein 38
blue copperprotein

thiol protease aleurain-like

aspartyl protease family protein At5g10770-like
heparanase-like protein 3
senescence-specific cysteine protease SAG12
acidicendochitinase-like

thaumatin-like protein 1b

carboxypeptidase

endochitinase EP3-like
serinecarboxypeptidase-like 20
auxin-induced in root cultures protein 12-like
subtilisin-like protease SBT1.7

probable alpha-galactosidase B

peroxidase

serinecarboxypeptidase-like

chitinase 2-like

vacuolar-processingenzyme

no GO terms

laccase-15-like isoform X1

endochitinase EP3
fasciclin-like arabinogalactanprotein 17
thiol protease aleurain

carbohydrate metabolic process

plant-type secondary cell wall biogenesis
no GO terms

no GO terms

electron transferactivity
proteolysis

proteolysis

hydrolase activity, on glycosyl bonds
proteolysis

carbohydrate metabolic process
defense response

proteolysis

carbohydrate metabolic process
proteolysis

GO terms

proteolysis

carbohydrate metabolic process
response to oxidative stress
proteolysis

carbohydrate metabolic process
proteolysis

no GO terms

lignina catabolic process

carbohydrate metabolic process
no GO terms
proteolysis

b
b
b
ab
ab

Q
o

O O OTCOT9Q T 9L 9T QL 99 T T T T O

O T

O O D D D DD OO DD DD DO D

(op

T 9

42

<))
o

Q 9 T T T T T QD

T 9 9 9 T T T T

ST



Eucgr.C01794.2
Eucgr.D00496.1
Eucgr.D01821.1
Eucgr.E00091.1
Eucgr.E00357.1*
Eucgr.E01392.1
Eucgr.G00445.1
Eucgr.H00669.5
Eucgr.H04079.1
Eucgr.H05072.1
Eucgr.J02106.1
Eucgr.J03190.1
Eucgr.K00576.1*
Eucgr.K02430.1
Eucgr.L00918.1
Eucgr.L00941.1

23.104
23.051
26.571
25.967
24.533
23.317
27.239
23.379
26.561
24.850
23.305
30.726
23.375
24.731
25.996
21.135

EG45-like domain containing protein
senescence-specific cysteine protease SAG12
polygalacturonase
acidicendochitinase-like

expansin-like B1

thaumatin-like protein 1

glucan endo-1,3-beta-glucosidase 7
alpha-galactosidase-like
serinecarboxypeptidase-like 33
aspartic proteinase nepenthesin-1
chitinase 2-like
vacuolar-processingenzyme

EGF-like domain-containing protein
probablepectinesterase 15
hypotheticalprotein EUGRSUZ_ 100918
no GO terms

no GO terms

proteolysis

carbohydrate metabolic process
carbohydrate metabolic process
extracelular region

no GO terms

carbohydrate metabolic process
carbohydrate metabolic process
proteolysis

proteolysis

carbohydrate metabolic process
proteolysis

no GO terms

cell wall modification
proteolysis

no GO terms
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1Protein access at the Phythozome database, 2Log2 of LFQ assigned to the protein, 3Description assigned by Blast2GO, “Biological process
assigned by Blast2GO, EC: Tukey’s test assigned for Eucalyptus camaldulensis, EG: Tukey’s test assigned for Eucalyptus grandis, EU: Tukey’s
test assigned for Eucalyptus urophylla. *Characteristic proteins, i.e. proteins identified as differentially abundant in one species in relation to all

other species.
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Table 3S. Subcellular localization of the proteins identified in the sap tissues of Eucalyptus camaldulensis, Eucalyptus grandis
and Eucalyptus urophylla.

Accession? Subcellular DeepLoc?® TargetP* Species® Description®

localization?
Eucgr.A00020.1 Extracellular 0.481 0.999 EC; EG; EU homolog of carrot EP3-3 chitinase
Eucgr.A00159.1 Cytoplasm 0.681 0.009 EC; EG MLP-like protein 423
Eucgr.A00746.1 Extracellular 0.999 0.999 EC; EU lipid transfer protein 1
Eucgr.A00780.1 Extracellular 0.271 0.996 EC; EG; EU Glycosyl hydrolase superfamily protein
Eucgr.A00785.1 Extracellular 0.0 0.999 EC leucine-rich repeat protein kinase family protein
Eucgr.A01013.2 Extracellular 0.616 0.982 EC; EG; EU -
Eucgr.A01073.1 Cytoplasm 0.528 0.000 EC -
Eucgr.A01074.1 Cellmembrane 0.412 0.000 EC; EG; EU FASCICLIN-like arabinoogalactan 7
Eucgr.A01166.1 ER 0.709 0.373 EC; EG peroxidase super Family protein
Eucgr.A01538.2 Cytoplasm 0.449 0.000 EC aldolase super Family protein
Eucgr.A01727.1  Extracellular 0.487 0.999 EC; EG; EU receptor-like protein kinase-related family protein
Eucgr.A01732.1  Extracellular 0.912 0.999 EC; EG; EU receptor-like protein kinase-related family protein
Eucgr.A01871.1  Extracellular 0.000 0.999 EC; EG FASCICLIN-like arabinoogalactan 9
Eucgr.A02084.1  Extracellular 0.131 0.999 EC; EU O-Glycosyl hydrolases family 17 protein
Eucgr.A02178.1  Extracellular 0.449 0.999 EC; EG; EU alpha-L-arabinofuranosidase 1
Eucgr.A02551.4  Extracellular 0.457 0.993 EC FASCICLIN-like arabinogalactan protein 17 precursor
Eucgr.A02862.1 Extracellular 0.521 0.196 EC; EG; EU alpha-L-fucosidase 1
Eucgr.B00045.1  Extracellular 0.144 0.999 EC; EG; EU cupredoxin super Family protein
Eucgr.B00144.4  Cytoplasm 0.828 0.003 EC glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2
Eucgr.B01350.1 Extracellular 0.331 0.998 EC germin-like protein subfamily 2 member 2 precursor
Eucgr.B01760.1 Plastid 0.393 0.261 EC; EU copper/zinc superoxide dismutase 1
Eucgr.B02370.1  Extracellular 0.002 0.924 EC; EG; EU fasciclin-like arabinogalactan family protein
Eucgr.B02633.1  Extracellular 0.994 0.999 EC; EG; EU bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin

superfamily protein

Eucgr.B02878.1  Mitochondrion  0.994 0.000 EC ATP synthase alpha/beta family protein
Eucgr.B03013.1 Plastid 0.996 0.000 EC; EG ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
Eucgr.B03157.1  Extracellular 0.036 0.999 EC; EG; EU Plasmodesmata callose-bindingprotein 3



Eucgr.B03675.1
Eucgr.B03677.1
Eucgr.B03788.1

Eucgr.B03913.1
Eucgr.B03914.1
Eucgr.B03930.6
Eucgr.C00760.1
Eucgr.C00803.1
Eucgr.C00805.1
Eucgr.C00898.1
Eucgr.C01445.1
Eucgr.C01794.2
Eucgr.C02910.1
Eucgr.C03525.1
Eucgr.C04028.1
Eucgr.C04251.1
Eucgr.C04395.2
Eucgr.D00084.1
Eucgr.D00088.1
Eucgr.D00319.1
Eucgr.D00484.1
Eucgr.D00495.1
Eucgr.D00496.1
Eucgr.D00500.2
Eucgr.D00506.1
Eucgr.D00515.1
Eucgr.D00517.1
Eucgr.D00703.2
Eucgr.D01220.2
Eucgr.D01351.1

Cytoplasm
Extracellular
Extracellular

Extracellular
Extracellular
Plastid
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Peroxisome
Extracellular
Plastid
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular

0.388
0.904
0.341

0.702
0.021
0.999
0.883
0.132
0.320
0.356
0.966
0.876
0.613
0.467
0.537
0.004
0.063
0.406
0.540
0.985
0.999
0.515
0.374
0.294
0.258
0.575
0.634
0.941
0.418
0.382

0.004
0.999
0.999

0.998
0.892
0.000
0.996
0.999
0.999
0.988
0.999
0.999
0.996
0.000
0.990
0.999
0.999
0.000
0.999
0.000
0.992
0.001
0.996
0.996
0.988
0.998
0.003
0.853
0.000
0.999

EC
EC; EG; EU
EG

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC: EG
EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC

EC

EC; EU

EG

EC; EG
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG
EC; EG

EC

EG

EG

EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
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putative glycosyl hydrolase of unknown function (DUF1680)
putative glycosyl hydrolase of unknown function (DUF1680)
bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

serine carboxypeptidase-like 51

serine carboxypeptidase-like 51

copper/zincsuperoxide dismutase 2

plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
aleurain-like protease

aleurain-like protease

beta galactosidase 1

blue-copper-bindingprotein

plant natriureticpeptide A

phosphorylase super Family protein
ribulose-bisphosphatecarboxylases

eukaryotic aspartyl protease family protein
blue-copper-bindingprotein

glucuronidase 3

FAD-binding Berberine family protein

FAD-binding Berberine family protein

chlorophyll A/B binding protein 1

xylembarkcysteine peptidase 3

senescence-associated gene 12

senescence-associated gene 12

senescence-associated gene 12

senescence-associated gene 12

cysteine proteinases super Family protein
senescence-associated gene 12

beta-galactosidase 8

nucleoside diphosphate kinase family protein

aspartic proteinase Al



Eucgr.D01413.6
Eucgr.D01622.1
Eucgr.D01821.1
Eucgr.D01904.1
Eucgr.D02072.1
Eucgr.D02467.1
Eucgr.E00091.1
Eucgr.E00105.1
Eucgr.E00336.4
Eucgr.E00357.1
Eucgr.E00360.1
Eucgr.E00466.3

Eucgr.E00557.1
Eucgr.E00560.1
Eucgr.E00812.1
Eucgr.E00814.1
Eucgr.E00853.1
Eucgr.E01074.1
Eucgr.E01385.1
Eucgr.E01389.1
Eucgr.E01392.1
Eucgr.E02381.1
Eucgr.E02853.1
Eucgr.E03919.1
Eucgr.E03920.1
Eucgr.E04312.2
Eucgr.F00022.1
Eucgr.F00108.3

Eucgr.F00121.1
Eucgr.F00206.1

Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Plastid
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular

CellMembrane

Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Plastid
Cytoplasm
Extracellular

Mitochondrion

Extracellular
Extracellular
Cytoplasm

Extracellular
Extracellular

0.435
0.381
0.549
0.977
0.416
0.999
0.814
0.82

0.619
0.882
0.774
0.395

0.952
0.788
0.403
0.333
0.876
0.456
0.974
0.976
0.988
0.996
0.685
0.922
0.467
0.359
0.956
0.691

0.996
0.955

0.008
0.999
0.928
1.000
0.001
0.000
0.999
0.999
0.000
0.999
0.999
0.002

0.999
0.994
0.999
0.999
0.999
0.003
0.957
0.999
0.999
0.000
0.000
0.999
0.011
0.875
0.999
0.000

0.999
0.999

EC; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC

EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EG

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC

EC

EC; EG
EC; EG; EU
EG; EU
EC; EG
EC; EU

EC

EC

EC; EG; EU
EC; EU
EC; EG; EU
EG

EC; EG; EU

EC,; EG; EU
EC
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FAD-binding Berberine family protein

pectin lyase-like superfamily protein

osmotin 34

subtilase family protein

transketolase

chitinase A

pectin lyase-like superfamily protein

nmrA-like negative transcriptional regulator family protein
expansin-like B1

expansin-like B1

bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

osmotin 34

osmotin 34

disease resistance-responsive (dirigent-like protein) family protein
disease resistance-responsive (dirigent-like protein) family protein
pectin lyase-like superfamily protein

subtilase family protein

pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
pathogenesis-related thaumatin superfamily protein
light-harvesting chlorophyll-protein complex Il subunit B1

RNA ligase/cyclic nucleotide phosphodiesterase family protein
cystatin/monellin super family protein

cystatin/monellin super family protein

pectin lyase-like superfamily protein

serinecarboxypeptidase-like 40

glycosyl hydrolase family 10 protein / carbohydrate-binding domain-

containing protein
subtilase family protein

subtilisin-like serine endopeptidase family protein



Eucgr.F00208.1
Eucgr.F00438.1
Eucgr.F00439.1
Eucgr.FO00441.1
Eucgr.F00489.1
Eucgr.F00489.3
Eucgr.F01476.1
Eucgr.F01673.1
Eucgr.F02205.1

Eucgr.F02310.1
Eucgr.F02347.4
Eucgr.F03269.1
Eucgr.F03495.1
Eucgr.F03515.2
Eucgr.F03538.2
Eucgr.F03589.2
Eucgr.F03673.2
Eucgr.F03689.1
Eucgr.FO4071.1
Eucgr.G00445.1
Eucgr.G00649.1
Eucgr.G00650.1
Eucgr.G00652.1
Eucgr.G01215.1
Eucgr.G01217.1
Eucgr.G01335.1
Eucgr.G01336.1
Eucgr.G01378.1
Eucgr.G01420.1
Eucgr.G01559.1

Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Cytoplasm
Plastid
Extracellular

Mitochondrion

Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Peroxisome
Peroxisome
Extracellular
Extracellular
Nucleus
Extracellular
Extracellular

0.822
0.539
0.619
0.646
0.353
0.320
0.997
0.988
0.707

0.902
0.836
0.496
0.912
0.579
0.944
0.348
0.599
0.005
0.778
0.979
0.653
0.715
0.474
0.508
0.486
0.391
0.323
0.618
0.853
0.836

0.951
0.000
0.970
0.000
0.996
0.011
0.000
0.998
0.000

0.989
0.999
0.998
0.999
0.000
0.997
0.995
0.000
0.990
0.999
0.999
0.934
0.987
0.000
0.001
0.000
0.999
0.999
0.025
0.995
0.970

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU

EC; EG; EU
EC; EU
EC; EG; EU
EG

EC; EG

EC

EC

EC

EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EG

EC; EG; EU
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subtilisin-like serine endopeptidase family protein
rhamnogalacturonatelyase family protein
rhamnogalacturonatelyase family protein
rhamnogalacturonatelyase family protein

phosphoglyceratekinase family protein
subtilisin-like serine endopeptidase family protein
glycosyl hydrolase family 10 protein / carbohydrate-binding domain-
containing protein

granulin repeat cysteine protease family protein
alpha-amylase-like
peptide-N4-(N-acetyl-beta-glucosaminyl)asparagineamidase A protein
O-Glycosylhydrolasesfamily 17 protein
SHV3-like 1

SKUS similar 5

xylemcysteine peptidase 1

HEAT SHOCK PROTEIN 81.4

FASCICLIN-like arabinogalactan 1
O-Glycosylhydrolasesfamily 17 protein
beta-D-xylosidase 4

beta-D-xylosidase 4

beta-D-xylosidase 4

glycosylhydrolase super family protein
glycosylhydrolase family 10 protein

plant basic secretory protein (BSP) family protein
plant basic secretory protein (BSP) family protein
eukaryotic aspartyl protease family protein
subtilase family protein

eukaryotic aspartyl protease family protein



Eucgr.G01561.1
Eucgr.G01726.5
Eucgr.G01931.1
Eucgr.G01978.1
Eucgr.G02055.1

Eucgr.G02197.1
Eucgr.G02608.1
Eucgr.G02615.1
Eucgr.G02896.1
Eucgr.H00326.1
Eucgr.H00669.5
Eucgr.HO0716.7
Eucgr.HO00739.1
Eucgr.H00800.1
Eucgr.H01399.2
Eucgr.H02279.1
Eucgr.H02345.1
Eucgr.H02477.1
Eucgr.H02706.1
Eucgr.H02823.1
Eucgr.H03274.1
Eucgr.H04079.1
Eucgr.H04426.3
Eucgr.H04457.1
Eucgr.H04944.1
Eucgr.H05072.1
Eucgr.H05090.1
Eucgr.100020.1

Eucgr.100424.1

Eucgr.101025.2

Plastid
Plastid
Cytoplasm
Plastid
Extracellular

Extracellular

Mitochondrion

Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
ER
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Plastid
Extracellular
Extracellular
Plastid
Extracellular
Extracellular
Extracellular

Mitochondrion

Extracellular
Extracellular
Plastid

0.531
0.956
0.464
0.998
0.998

0.495
0.740
0.598
0.822
0.740
0.49

0.464
0.892
0.531
0.651
0.990
0.340
0.829
0.517
0.38

0.94

0.440
0.674
0.779
0.723
0.506
0.691
0.292
0.669
0.397

0.001
0.000
0.000
0.000
0.999

0.972
0.046
0.886
0.599
0.999
0.950
0.999
0.999
0.002
0.999
0.998
0.987
0.999
0.999
0.004
0.999
0.998
0.243
0.994
0.825
0.978
0.002
0.872
0.999
0.033

EC: EG
EC: EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC

EC: EG

EC

EG

EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG
EG

EC; EG; EU
EC

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EU
EC; EG; EU
EC; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EU
EC; EU
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eukaryotic aspartyl protease family protein
fructose-bisphosphate aldolase 2
glycosylhydrolase family 38 protein
aldolase-type TIM barrel family protein

bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin

superfamily protein

cupredoxin super family protein

prolyl oligo peptidase family protein
alpha-galactosidase 2

beta-hexosaminidase 1

homolog of carrot EP3-3 chitinase
alpha-galactosidase 2
serinecarboxypeptidase-like 20
auxin-responsivefamilyprotein

cytochrome B5 isoform B
serinecarboxypeptidase-like 20

subtilase family protein

serine carboxy peptidase S28 family protein
melibiasefamilyprotein

plant basic secretory protein (BSP) family protein
nine-cis-epoxycarotenoiddioxygenase 6
proteinkinasesuperfamilyprotein

serinecarboxy peptidase-like 33
copper/zincsuperoxide dismutase 1

GDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein
plant invertase/pectin methylesterase inhibitor superfamily
eukaryotic aspartyl protease family protein
glycosylhydrolasefamily 35 protein

peroxidase superfamilyprotein
lipase/lipooxygenase, PLAT/LH2 family protein
photosystem Il subunit O-2



Eucgr.101097.1
Eucgr.101099.1
Eucgr.01176.1
Eucgr.101433.1
Eucgr.101521.3
Eucgr.101564.1
Eucgr.101600.1
Eucgr.101655.1
Eucgr.102679.2

Eucgr.J00023.3
Eucgr.J00367.1
Eucgr.JO0381.1
Eucgr.J00403.2
Eucgr.J00936.1
Eucgr.J01234.2
Eucgr.J01477.1
Eucgr.J01502.2
Eucgr.J01800.2
Eucgr.J01957.1
Eucgr.J02106.1
Eucgr.J02352.1
Eucgr.J03190.1
Eucgr.K00562.2
Eucgr.K00576.1
Eucgr.K00671.1
Eucgr.K01300.1
Eucgr.K01508.1
Eucgr.K01691.1
Eucgr.K01841.1
Eucgr.K01917.2

Cytoplasm
Extracellular
Extracellular

Cellmembrane

Extracellular
Plastid

Extracellular
Extracellular
Extracellular

Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Plastid
Cytoplasm
Plastid
Extracellular

Mitochondrion

Extracellular
Extracellular
Extracellular

Cellmembrane

Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular

0.485
0.643
0.365
0.650
0.0

0.918
0.583
0.000
0.999

0.889
0.038
0.492
0.575
0.981
0.872
0.592
0.919
0.894
0.382
0.166
0.805
0.751
0.268
0.794
0.383
0.0

0.688
0.457
0.758
0.875

0.017
0.996
0.999
0.000
0.943
0.000
0.992
0.999
0.999

0.000
0.915
0.997
0.973
0.999
0.000
0.000
0.001
0.993
0.000
0.996
0.999
0.997
0.000
0.978
0.000
0.998
0.002
0.981
0.000
0.999

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EG

EC

EC; EG
EC; EG

EC; EG; EU
EC

EC; EG; EU

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG

EC

EC; EU

EC

EC; EG; EU
EC; EU
EC; EG; EU
EC

EU

EC

EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG
EC; EG
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plant basic secretory protein (BSP) family protein

plant basic secretory protein (BSP) family protein
peroxidase super family protein

cupredoxin super family protein

patched family protein

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase A subunit 2
glycosylhydrolase family 38 protein

cupredoxin super family protein

bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

heatshockcognateprotein 70-1

alpha-L-fucosidase 1

serinecarboxy peptidase-like 48
serinecarboxy peptidase S28 familyprotein
beta-galactosidase 8

rubisco activase

general regulatoryfactor 7

ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
protein of unknown function, DUF538
HSP20-like chaperones superfamily protein
peroxidase super family protein
alpha-vacuolar processingenzyme

pectin lyase-like superfamily protein

protein of unknown function (DUF1191)
cobalamin-independent synthase family protein
alpha-L-arabinofuranosidase 1

actin 1

MD-2-related lipid recognition domain-containing protein / ML domain-
containing protein



Eucgr.K01960.1
Eucgr.K01962.1
Eucgr.K01967.1
Eucgr.K02100.1
Eucgr.K02206.1
Eucgr.K02326.1
Eucgr.K02430.1
Eucgr.K02606.2
Eucgr.K02769.1
Eucgr.K03041.1

Eucgr.K03065.1
Eucgr.K03566.1
Eucgr.L00918.1
Eucgr.L00939.1
Eucgr.L00941.1
Eucgr.L01120.1
Eucgr.L01345.1
Eucgr.L01628.1
Eucgr.L02740.1
Eucgr.L03176.1
Eucgr.L03478.1

Cytoplasm
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Plastid
Extracellular
Extracellular

Plastid
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Cytoplasm
Extracellular
Plastid
Extracellular

0.492
0.176
0.987
0.903
0.618
0.475
0.100
0.997
0.321
1.0

0.997
0.367
0.408
0.815
0.774
0.286
0.442
0.372
0.455
0.756
0.445

0.000
0.996
0.998
0.999
0.980
0.999
0.996
0.000
0.998
0.999

0.000
0.949
0.999
0.014
0.999
0.021
0.011
0.005
0.994
0.000
0.999

EC

EC; EG; EU
EC: EG
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EU

EC; EG; EU
EC; EU

EG

EC; EG; EU

EC

EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC; EG; EU
EC

EC; EG

EG

EC; EG
EC; EG; EU
EC; EG

EC
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glycosylhydrolases family31 protein
glycosylhydrolases family31 protein
subtilasefamilyprotein

receptor-like protein kinase-related family protein
eukaryotic aspartyl protease family protein

kunitz family trypsin and protease inhibitor protein
pectin lyase-like superfamily protein
thioredoxinsuperfamilyprotein

cysteine proteinases superfamilyprotein
bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin
superfamily protein

rubisco activase

GDSL-like Lipase/Acyl hydrolase superfamily protein
senescence-associated gene 12

basicchitinase

basicchitinase

glycosyl hydrolase family protein with chitinase insertion domain
laccase 14

eukaryotic aspartyl protease family protein

peroxidase super family protein

endo ribonuclease L-PSP family protein

chitinase A

1Protein access at the Phytozome database, 2In silico subcellular localization assigned by TargetP and DeepLoc,®Output value for cellular localization
attributed by DeepLoc, “Output value for Signal Peptides attributed by TargetP,5EC: Eucalyptus camaldulensis; EG: Eucalyptus grandis; EU: Eucalyptus
urophylla, éDescription assigned by the Phytozome database; ER: Endoplasmic reticulum.
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CAPITULO 3 - Alteracdes no proteoma de caules e seiva de plantas de
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em alta concentracédo de
CO2

1. INTRODUCAO

As acdes antropogénicas, como aquelas induzidas pelo desmatamento e pela
emissao de gases estufa, podem resultar em uma série de problemas ambientais e
mudancgas expressivas no meio ambiente (MENEZES-SILVA et al., 2019). Uma das
mais impactantes mudancas ambientais induzidas pelo homem é o incremento na
concentracdo de CO:2 na atmosfera, a qual vem aumentando drasticamente desde
meados de 1760 com o inicio da revolu¢do industrial (ARCE et al., 2014). Foi
registrado o valor de 420 ppm no ano de 2023 pelo observatério de Mauna Loa, no
Havai, sendo este o maior registro desde 1958 quando o monitoramento comecou
(NOAA, 2023). De acordo com o Painel Intergovernamental sobre as Mudancas
Climéaticas (IPCC) a concentragdo atmosférica de CO2 deve chegar a incrivel marca
de 700-1000 ppm no ano de 2100.

Neste cenario, as espécies florestais ttm um enorme valor social e econémico
pois podem servir como um dos mais importantes organismos responsaveis pelo
sequestro de carbono, mitigando substancialmente as elevadas emissdes de CO2
causadas pelo homem (JIANG et al., 2020). Em vista disso, o género Eucalyptus é um
o0timo modelo para o uso em florestas plantadas (SILVEIRA et al.,, 2020) e seu
metabolismo do tipo C3 é de extrema importancia no ambito social e econémico, uma
vez que plantas que utilizam a via fotossintética C3 dependem de uma maior relagéo
CO02:02, sendo capazes de realizar com mais eficiéncia a fixacdo de esqueletos de

carbono e aumentar sua biomassa em cenarios climéaticos futuros.

A taxa de concentracdo de CO: disponivel também afeta diretamente diversas
vias metabdlicas em plantas, como a fotossintese e a respiracdo celular (DUSENGE
et al., 2019). Além disso, enzimas envolvidas no metabolismo de acuUcares também
aumentam significativamente nestas condi¢cdes, sugerindo a adaptacdo do

metabolismo de carboidratos das plantas ao CO2 disponivel (ABDELGAWAD et al.,
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2014). Ademais, a producao de espécies reativas de oxigénio (ROS) também pode
sofrer alteracéo, principalmente devido ao fechamento estomatico quando submetidas
a uma alta concentracdo de CO2 (KOLLA et al., 2007; SHI et al., 2015).

O sistema vascular das plantas, embora menos estudado, também pode sofrer
alteracdes em seu proteoma quando submetido a mudancas ambientais (EVERT,
1990; FERNANDEZ-GARCIA et al, 2011). Isso se deve principalmente a
comunicacao entre a raiz e os tecidos aéreos existentes nas plantas (SCHEPPER et
al., 2013). Embora o estudo e compreensao das respostas sistémicas na seiva das
plantas depende muito do método e da espécie utilizada, o interesse na investigacao
do proteoma de seiva tem aumentado para o entendimento da resposta a estresses
abioticos (KASPER et al., 2022), defesa contra patégenos (SOLIMAN et al., 2021) e
desenvolvimento das plantas (PATEL et al., 2018).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Identificar diferengas no proteoma de seiva e caules de Eucalyptus urophylla e

Eucalyptus grandis quando cultivados em atmosfera enriquecida com COz:.

2.2. Objetivos Especificos
* |dentificar e destacar as proteinas diferencialmente abundantes entre os

tratamentos de CO:2 nos caules de cada espécie de Eucalyptus;

* Analisar as mudangas na abundancia das proteoformas caulinares dentro de
cada espécie/tratamento envolvidas nos metabolismos da: lignina, celulose, ciclo do

acido tricarboxilico e antioxidante.

» Analisar as mudangas no proteoma de seiva das espécies de Eucalyptus
gquando cultivadas em atmosfera enriquecida com CO:2 e identificar aquelas

potencialmente envolvidas na sinaliza¢do a longa distancia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Cultivo do material vegetal e tratamento de CO>
As espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla foram inicialmente

semeadas em tubetes contendo substrato comercial Bioplant Plus sob constante
irrigacdo por 30 dias até a capacidade campo do vaso. As mudas foram entdo
transplantadas para vasos de 10L e cultivadas por mais 90 dias nas mesmas
condi¢fes de irrigacdo. Em seguida, para a analise do proteoma caulinar, as mudas
adubadas com fertilizante foliar misto “Heringer FH HF Start” e acondicionadas em
camara de crescimento por 30 dias. Para o proteoma vascular, o periodo de
crescimento nas camaras foi de 20 dias. Em ambas situacdes, os parametros nas
camaras foram ajustados para: 12h de fotoperiodo, 40% de umidade do ar, 300
umol.m?.s?1 de intensidade luminosa e 28°C de temperatura. Foram utilizadas 3
repeticdes bioldgicas por espécie/tratamento para o experimento de proteémica de
caule, onde cada repeticdo foi constituida por 4 plantas. Por sua vez, o experimento
do proteoma vascular também foi constituido de 3 repetic6es por espécie/tratamento,
onde cada repeticao foi constituida de 3 plantas e um total de 3mL de seiva coletada.

3.2. Quantificacdo de acucares na seiva
A seiva coletada foi submetida a centrifugacdo a vacuo utilizando o aparelho

Concentrator Plus (Eppendorf) e as amostras em tubos eppendorf foram
completamente secas para quantificacao de acucares utilizando um sistema adaptado
de Pagliuso et al. (2018). Para isso, as amostras foram ressuspendidas em 1mL de
H20 Milli-Q e 1mL de cloroférmio para a solubilizacdo e limpeza dos acucares
analisados (sacarose, frutose, glicose e rafinose). Os acgucares soluveis foram
analisados por Cromatografia de Troca I6nica de Alta Performance com Detecc¢éo por
Ampérometria de Pulso (HPAEC-PAD) em um sistema Dionex R (ICS 3000) utilizando
uma coluna CarboPac PA1 e eluidos com hidroxido de soédio 150uM em uma corrida

isocratica de 27 minutos.
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3.3. Extracéo proteica

3.3.1. Extracdo de proteinas caulinares
Os caules foram cortados em pequenos pedacos e congelados em nitrogénio

liquido imediatamente apoés a retirada das plantas das camaras de CO2. Em seguida,
uma aliquota de 1 g de caule foi separada, congelada novamente e macerada com
auxilio de cadinho e pistilo. Apés a pulverizacdo do material, foi adicionado 3 mL de
tampéao de extracdo (500 mM Tris, 50 mM EDTA, 700 mM sacarose, 100 mM KCI, pH
8,0, 1% beta-mercaptoetanol) em tubos do tipo Falcon 15 mL e as amostras
submetidas a agitacdo mecanica em 4 °C. Ap6s 10 min, foi adicionado 0 mesmo
volume de fenol equilibrado e o volume agitado em temperatura ambiente. O pellet
proteico foi separado do material vegetal por centrifugacdo a 4100 g por 10 min a 4
°C e o sobrenadante foi transferido para novos tubos. Apos separacao, 4x o volume
de solugédo precipitante (0,1 M acetato de amoénio em metanol) foi adicionado ao
sobrenadante para precipitacdo das proteinas. ApOs precipitacdo, a amostra foi
centrifugada novamente a 4100 g por 5 min a 4°C para a formacéao do pellet proteico
e o liquido restante descartado. As proteinas foram ressuspendidas em tampao Tris-
HCI (125 mM de Tris, pH 6,8, 20% de glicerol, 1% de SDS, 0,1% de DTT). Por fim, foi
realizada a quantificacédo dos extratos proteicos por fluorimetria no equipamento Qubit

(Thermo Fisher Scientific).

3.3.2. Extracdo de proteinas de seiva
As seivas das plantas jovens de eucalipto foram coletadas por meio do uso de

uma camara de pressao do tipo Scholander, imediatamente apés a saida das camaras
de enriguecimento de CO:2 atmosférico. Para tanto, as mudas foram separadas do
substrato a uma distancia de aproximadamente 20 cm a partir do apice caulinar e
inseridas no sistema da camara de pressédo de modo que a base do caule removido
fosse exposta para a exsudacgéo e coleta das goticulas de seiva. Com base nos dados
do capitulo anterior, optou-se por utilizar a pressdo maxima de 4.0 MPa para a

extracdo de seiva nas duas espécies/tratamentos.

A seiva foi coletada diretamente em tubos eppendorf de 1.5 ml limpos sempre

acondicionados em gelo. Ao final da coleta de cada amostra, os tubos foram
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congelados em nitrogénio liquido até a proxima etapa da extracdo. Para a extracédo
proteica, a seiva foi transferida para tubos tipo Falcon de 50 mL e adicionados 10 mL
de Tampao Tris-HCI (125 mM Tris pH 6.8, 1% SDS, 1% DTT e 20% glicerol) por 10
minutos em constante agitagao em ambiente gelado (4 °C). Em seguida, foi adicionado
5x 0 volume de acetona gelada para precipitacdo das proteinas por 48h a -30 °C. O
pellet proteico foi obtido por centrifugacao (3200 g) e ressuspendido com tampé&o Tris-
HCI, seguido de quantificacdo protéica por fluorometria utilizando-se o equipamento
Qubit (Thermo Fisher Scientific).

3.4. Analise por espectrometria de massas
Uma aliquota de 50ug de proteina foi utilizada para digestdo em solugao do

experimento do proteoma de caule e 30ug para seiva. As proteinas foram inicialmente
precipitadas em metanol e ressuspendidas em 25 mM de bicarbonato de aménio e
aquecidas a 70 °C por 10min. As proteinas foram reduzidas com solucéo de reducédo
utilizando ditiotreitol 200mM e incubadas a 56 °C por 20 min. Em seguida, foi
adicionado solucao de alquilacéo utilizando iodoacetamida 200 mM em temperatura
ambiente por 20 min no escuro. Apds 0s processos, foi utilizado a tripsina (Trypsin
Gold, Promega) na proporcéo de 1:10 solubilizada em solucéo de digestéo (10% 100
mM bicarbonato de amonio, 10% Acetonitrila e 80% Agua Milli-Q), durante 16 h a 37
°C. As amostras peptidicas foram concentradas e dessalinizadas utilizando ponteiras
do tipo ZipTip (Merck-Millipore) segundo as instru¢cées do fabricante e quantificadas

por fluorimetria utilizando o Qubit (Thermo Fisher Scientific).

Foram utilizados 1 pg e 500 ng de cada amostra peptidica para os experimentos
de caule e seiva, respectivamente. Os peptideos foram ressuspendidos em agua Milli-
Q contendo 0,1% Acido Férmico e separados em um sistema cromatogréafico EASY -
nLC1000 (Thermo Fisher Scientific) por 95min utilizando uma nano-coluna C18 (15
cm, 3 um, 100 A) sob fluxo constante e concentracéo de acetonitrila crescente (7 a
30% por 70 min e constante a 70% por 25 min). As analises de espectrometria de
massas foram realizadas utilizando um instrumento Q-Exactive (Thermo Fisher
Scientific) operado no modo ion positivo. A aquisicdo de espectros ocorreu em modo

dependente de dados com ciclos consistindo em uma varredura completa (20-20000
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m/z) em 70,000 FWHM (Full Width at Half Maximum) seguido por vinte varreduras
dependentes de dados em 35,000 em um tempo maximo de injecdo de 100 ms. A
fragmentacao dos peptideos foi obtida a partir da fragmentacdo no HCD (dissociacao
de colisdo de alta energia) usando uma energia de colisdo igual a 35 eV. ions
carregados individualmente foram excluidos dos eventos de fragmentacdo e ions
peptidicos selecionados (+2 e +3) para fragmentacao foram excluidos dinamicamente

por 5 s.

3.5. Identificacdo de proteinas
A identificacdo de peptideos tripticos e a inferéncia de proteinas de seiva foi

realizada utilizando-se o software MaxQuant [v. 1.6.3.3] (TYANOVA et al., 2016)
através de correlagdes dos dados experimentais com o banco de dados de proteinas
de Eucalyptus v.2.0 disponivel na plataforma Phytozome (GOODSTEIN et al., 2012).
Os parametros utilizados nas buscas foram ajustados em: 20 ppm para ions
percursores, oxidacdo de metioninas como modificacdo variavel e
carbamidometilagdo de cisteinas como modificagdo estatica, maximo de duas
clivagens perdidas e taxa de falsas descobertas (FDR) em 1%. Foi utilizado o método
de quantificacéo livre de marcacéo (LFQ) para a quantificacéo relativa das proteinas

identificadas.

3.6. Processamento de dados e bioinformatica
Primeiramente, as repeti¢des bioldgicas foram separadas em grupos de acordo

com a espécie/tratamento e as proteinas s6 foram consideradas caso estivessem
presente em ao menos uma repeticdo bioldgica nestas condicdes. A base de dados
contendo 0s acessos proteicos e os valores de abundéancia (LFQ) foi importada para
o software Perseus (TYANOVA et al., 2016b). Neste momento, os valores foram
normalizados através da transformacdo em log2 e os valores ausentes foram
atribuidos para cada amostra através de uma distribuicdo normal desenvolvida pelo

préprio software.

No experimento do proteoma de seiva, 0S acessos proteicos foram
primeiramente submetidos as ferramentas de bioinformética para a atribuicdo das

localizacdes celulares. Para tanto, as sequéncias proteicas foram analisadas com o



57

programa TargetP 2.0 (ARMENTEROS et al. 2019) visando a identificacdo de
peptideos sinalizadores (SP) caracteristicos de plastidios e de matriz extracelular.
Posteriormente, para a atribuicdo de demais localizacdes celulares foi utilizado o
programa DeepLoc 1.0 (ARMENTEROS et al. 2017). Desse modo, somente o

proteoma vascular de eucalipto foi considerado para as futuras analises.

Os proteomas de caule e seiva foram entdo submetidos isoladamente ao teste
t de student (p<0.05) para a comparacao entre o controle (410 ppm) e o tratamento
(680 ppm) das espécies de Eucalyptus estudadas. Além disso, as proteinas que
apresentaram um fold-change maior ou igual 2 foram reconhecidas como
diferencialmente abundantes entre as condic¢des bioldgicas. A anotagéo funcional das
proteinas identificadas foi realizada através da plataforma EGGNOG

(CANTALAPIEDRA et al. 2021) utilizando o grupo Viridiplantae como filtro taxonémico.

Para o experimento do proteoma de caule, as proteoformas envolvidas no
metabolismo antioxidante, biossintese de lignina, biossintese de celulose e ciclo do
acido tricarboxilico (TCA) foram selecionadas manualmente através do banco de
dados disponivel na plataforma Phytozome. Os dominios conservados indicados pela
ferramenta InterPro foram utilizados na selecdo das proteinas envolvidas nos
metabolismos-alvo. Ademais, também foi aplicado o teste t de student (p<0.05) a nivel
de enzima (soma de proteoformas) para comparar os tratamentos de CO: aplicados

nas espécies de eucalipto.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Diferencas no proteoma caulinar das espécies de Eucalyptus frente ao
estimulo de CO2 ambiente

Nas espécies de Eucalyptus aqui estudadas, foram identificadas 2293

proteinas ndo redundantes. De acordo com as analises pareadas, 20 proteinas para

E. grandis e 25 para E. urophylla foram consideradas diferencialmente expressas e

mais abundantes. Isso significa que foram selecionadas no teste pareado (p-valor <

0.05) e seu fold-change foi maior que 2x. Dessa mesma maneira, 13 e 19 proteinas
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foram consideradas menos abundantes (p-valor < 0.05 e fold-change < -2) para E.

grandis e E. urophylla, respectivamente (Figura 1).

A andlise funcional do proteoma combinado das duas espécies de Eucalyptus
revelou que, muito embora para uma grande fracdo das proteinas néao foi possivel
atribuir uma funcéo conhecida, aquelas relacionadas a estrutura celular, modificacbes
pés-traducionais e producdo de energia foram majoritariamente reportadas nesta
andlise. E importante destacar também a predominancia de proteinas responséaveis
pela traducao e metabolismo e transporte de carboidratos. Por outro lado, as proteinas
menos predominantes no caule das espécies sdo principalmente proteinas envolvidas

na estrutura nuclear, sinalizagao celular e mobilidade celular (Figura 2A).

Para a caracterizacdo das respostas induzidas pelo aumento de CO:
atmosférico nas duas espécies, todas as proteinas que foram consideradas mais
abundantes de acordo com os critérios acima foram destacadas. Para algumas
proteoformas, foi impossivel estabelecer uma descricdo e uma analise funcional a
partir da busca com o banco de dados do UniProtKB (UniProt, 2023). Os acessos
proteicos sem funcdes biologicas atribuidas sdo: Eucgr.C00793.1; Eucgr.D01166.1;
Eucgr.E01117.5; Eucgr.F03446.1; Eucgr.FO03808.3; Eucgr.F03965.2; Eucgr.102214.1;
Eucgr.L02517.1; Eucgr.FO4156.1; Eucgr.J02112.1; Eucgr.L03200.2 para as espécies

de eucalipto aqui estudadas.
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Figura 1. Proteinas diferencialmente abundantes nos tecidos caulinares nas espécies
Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em concentracdo atmosférica
(420 ppm) e alta concentracdo de CO2 (680 ppm). (A) Volcano plot (proteinas
destacadas em vermelho sdo down-regulated e proteinas destacadas em verde sdo
up-regulated). (B) Diagrama de Venn aprontando as proteinas diferencialmente

reguladas dentro de cada espécie.

As proteinas mais abundantemente reguladas nas espécies aqui estudas nao
mostrou acessos proteicos em comum, entretanto, as func¢des proteicas identificadas

em ambas as espécies se resumem principalmente em sintese e metabolismo de
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carboidratos, desenvolvimento da planta, adaptacdes a estresse, proteinas envolvidas
em vias metabdlicas e de maquinaria celular (Figura 2B). Em E. urophylla, a proteina
Eucgr.A02888.1 é uma beta-fructofuranosidase, tratando-se de uma invertase que
utiliza sacarose para a sintese de fruto-oligossacarideos (BELECKI E SOMIARI,
1998). No mesmo sentido de sintese de carboidratos, a proteina Eucgr.E03370.3 é
uma proteoforma de SCAMPs (“Secretory Carrier-Associated Membrane Proteins”)
principalmente envolvida no tr&fego na membrana plasmética (LAW et al., 2012).
Obudulu et al. (2018) identificaram a funcdo das SCAMPs em Populus (L.), revelando
a influéncia dessas proteinas no acumulo de componentes de parede secundaria,
principalmente polissacarideos e compostos fendlicos no tecido caulinar de espécies
desse género, que também sdo lenhosas como o eucalipto. Ademais, a proteina
Eucgr.K02355.2 trata-se de uma “glycosyltransferase”, possuindo diversas funcdes
em plantas, porém a principal é a biossintese de polissacarideos e glicoproteinas na
parede celular (HANSEN et al., 2012). A maioria das glycosyltransferases catalisam a
transferéncia de um residuo de agucar de um nucleotideo ativado para uma molécula
especifica, formando uma ligagcéo glicosidica, processo esse que pode ser realizado
de maneira bem especifica por tais enzimas (BRETON et al., 2006). A proteoforma
Eucgr.A02700.1 também se refere a uma glycosyltransferase identificada e
abundantemente regulada em E. grandis, mostrando também a presenca de proteinas

desta categoria nesta espécie.
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Figura 2. Anotacgdo funcional de acordo com a plataforma EGGNOG das proteinas
presentes em todo o proteoma e das diferencialmente reguladas no estudo das
espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla. (A) Panorama combinado do
proteoma caulinar de plantas jovens de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla
cultivadas em concentracbes controladas de atmosfera enriquecida por COo-.

(B)Proteinas mais e menos reguladas de acordo com os tratamentos de
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enriguecimento de CO2. Legenda: A - RNA processing and modification, B -
Chromatin Structure and dynamics, C - Energy production and conversion, D - Cell
cycle control and mitosis, E - Amino Acid metabolism and transport, F - Nucleotide
metabolism and transport, G - Carbohydrate metabolism and transport, H - Coenzyme
metabolism, | - Lipid metabolism, J — Translation, K — Transcription, L - Replication and
repair, M - Cell wall/membrane/envelop biogenesis, N - Cell motility, O - Post-
translational modification, protein turnover, chaperone functions, P - Inorganic ion
transport and metabolism, Q - Secondary Structure, T - Signal Transduction, U -
Intracellular trafficing and secretion, Y - Nuclear structure, Z — Cytoskeleton, R -

General Functional Prediction only and S - Function Unknown.

Proteinas envolvidas em vias metabdlicas e ciclos celulares também foram
identificadas em ambas espécies. A proteina Eucgr.G00868.1 (CN hydrolasedomain-
containing protein) € uma enzima envolvida na reducdo de componentes organicos
formados por nitrogénio e na producdo de amonia, sendo presente principalmente no
metabolismo de pirimidinas e beta-alanina (BORK E KOONIN, 1994). Uma
proteoforma de difosfatase inorganica (Eucgr.G01121.1) também foi altamente
regulada em plantas cultivadas em alto CO2 atmosférico. A presenca dessa enzima
esta principalmente relacionada na reciclagem da pyrophosphate-dependent 6-
phosphofructokinase para a economia na sintese de ATP, regulacdo de hexose
fosfatos e no funcionamento do ciclo de Calvin-Benson (KHMELENINA et al., 2011).
Neste mesmo sentido, uma proteoforma pertencente ao grupo das CHCH (coiled-coil-
helix-coiled-coil-helix) também foi identificada (Eucgr.H03663.2). Estas proteinas
estdo estritamente relacionadas com fatores celulares que vao regular a respiracéo
mitocondrial, metabolismo antioxidante, homeostase lipidica e a dinamica da
membrana celular (MODJTAHEDI et al., 2016). Por fim, uma proteoforma da
superoéxido dismutase (Eucgr.K00110.7) também foi altamente expressa no grupo de
tratamento em E. urophylla, indicando o funcionamento deste metabolismo celular e
também a resposta ao crescimento vegetativo e respostas ao tratamento de CO:2
induzido (ZAMEER et al., 2022). A presenca de proteoformas da superoxido
dismutase altamente reguladas sob o tratamento de CO:2 corrobora também com o
indicado na Figura 5, uma vez que sua expressdo aumentou consideravelmente na

espécie E. urophylla de acordo com o mapa de calor apresentado.
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Em E. grandis, foi identificado a subunidade menor da RuBisCO (“Ribulose
biphosphate carboxylase small unit” - Eucgr.B03013.1). Esta subunidade pequena é
sintetizada como um percursor carregando uma sequéncia amino-terminal que
direciona a proteina para o cloroplasto sendo clivada posteriormente (MAZUR E CHUI,
1985). Além disso, outra enzima cloroplastidial foi altamente regulada em E. grandis
nas plantas cultivadas em alta concentracdo de CO2. A “zeaxanthin epoxidase”
(Eucgr.100922.2) desempenha funcgdes fotoprotetoras em plantas terrestres (JAHNS
E HOLZWARTH, 2012). Esta principalmente envolvida na extingdo ndo fotoquimica
(NPQ) do excesso de energia luminosa no fotossistema Il (PSll), além de atuar como
um antioxidante da membrana tilacoide (HAVAUX et al., 2007; BETHMANN et al.,
2019). Uma Peptidase M20 (Eucgr.F04363.1) também foi identificada nas condi¢bes
propostas, e pode estar envolvida na reacdo catalisada para a liberacdo de um
aminoacido N-terminal de um polipeptidio (RAWLINGS E BARRETT, 1995). Além
disso, a presenca de proteinas desta familia pode estar relacionada também com a
utilizacdo de aminoacidos e a via catabdlica de nucleotideos (AGARWAL et al., 2007).
Contudo, outra enzima envolvida em vias metabdlicas identificada em E. grandis foi a
5-oxoprolinase (Eucgr.l01066.1) que envolve a sintese e degradacéo da glutationa e
tem um papel proposto no transporte de aminoacidos (ORLOWSKI E MEISTER,
1970). Neste sentido, a glutationa é convertida enzimaticamente em oxoprolina, que
€ entdo hidrolisada em glutamato por uma 5-oxoprolinase dependente de ATP
(GRIFFITH et al., 1978; WERF et al., 1971).

Proteinas envolvidas na maquinaria celular também foram identificadas em
ambas espécies nas condi¢bes de tratamento de CO2. Em E. urophylla, foram
identificadas as proteinas Eucgr.F03935.1 (MPN domain-containingprotein) e
Eucgr.K02882.4 (Nucleotidyl transferase domain-containingprotein). A primeira
proteina é principalmente responsavel pela remocao da cadeia de poliubiquitina de
proteinas substrato (TRAN et al., 2003) enquanto a segunda proteina esta
possivelmente envolvida no metabolismo de RNA (SONG et al., 2015). Por sua vez,
em E. grandis, as proteinas Eucgr.A00474.2, Eucgr.F03884.1 e Eucgr.J00938.1 foram
identificadas como proteinas envolvidas em processos celulares. A Eucgr.A00474.2
(30S ribosomalprotein S9) é um componente do ribossomo cloroplastidial, uma
maquinaria de traducéo dedicada a sintese de proteinas codificadas pelo genoma do
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cloroplasto, incluindo proteinas da maquinaria de transcricdo e traducdo e
componentes do aparato fotossintético (YAMAGUCHI et al., 2000). Neste mesmo
sentido a  Eucgr.F03884.1 (SRP54-type proteins  GTP-bindingdomain-
containingprotein) serve como adaptador biolégico na maquinaria do citoplasma,
como a sintese proteica e a translocacéo de componentes do reticulo endoplasmatico
(ALTHOFF et al., 1994). Por fim, a Eucgr.J00938.1 (FAS1 domain-containingprotein)
€ uma glicoproteina da familia das Fasciclin-Like Arabinogalactan-protein (FLA),
principalmente envolvida em funcdes de estrutura e sinalizagdo da matriz extracelular
em plantas (JIN et al., 2020).

A presenca de proteinas envolvidas no metabolismo de RNA e maquinarias do
citoplasma pode indicar também a adaptacdo de plantas a estresses abibticos
(YAMAZAKI et al., 1996). Ademais, o aumento da abundancia de ubiqutina
(Eucgr.F03935.1) pode estar envolvida na regulacdo da senescéncia de plantas e,

consequentemente, na adaptacao ao COz atmosférico (AOYAMA et al., 2014).

No que diz respeito a respostas por estresse e desenvolvimento da planta, a
espécie E. urophylla apresentou maiores identificacdes. A proteina Eucgr.C04395.2
(Heparanase-like protein 3) foi altamente regulada nesta espécie, possuindo como
principal fungdo a remodelagem estrutural da matriz extracelular subjacente ao tumor
e as células endoteliais que leva a invasao celular. Isso ocorre através da regulacéo
do agrupamento, desprendimento e ligacdo de proteinas transmembranares (FUX et
al., 2009). Foi identificada também uma proteoforma da Thioredoxindomain-containing
protein (Eucgr.H00536.2), proteina principalmente envolvida na adaptacdo de
mudancas climaticas e estresses (MEYER et al., 2008). Uma oligopeptidase A
(Eucgr.100597.1) também foi identificada no proteoma de E. urophylla, proteinas desta
familia ja foram descritas como proteinas relacionadas ao estresse abiotico em arroz
(TAN et al., 2013). A phospholipase D (PLDs — Eucgr.102303.2) desempenha também
um papel importante nos hormdnios da planta, bem como nas respostas ambientais.
Esta enzima atua através da sinalizagcdo hormonal na defesa da planta por meio de
interacOes proteina-proteina e proteina-lipidio ou sinalizacado hormonal (ZHAO, 2015).
Por fim, a proteina Eucgr.K03532.1 (J domain-containingprotein) também esta
relacionada a reposta em condigcdes estressantes da planta, sendo um componente

essencial na rede de chaperonas celulares, o que acaba facilitando processos
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celulares e a sobrevivéncia em diversas condi¢des estressantes (VERMA et al., 2019).
Em E. grandis, as proteinas Eucgr.F01059.1 (NB-ARC domain-containingprotein) e
Eucgr.F01618.2 (SH3 domain-containing protein) forma associadas a respostas a
estresses altamente reguladas nesta espécie. A proteina NB-ARC esta principalmente
relacionada na regulacdo de proteinas R que, por sua vez, Sdo as proteinas que estao
envolvidas no reconhecimento de patdgenos e subsequente ativacdo de respostas
inatas nas plantas (VAN OOIJEN et al., 2008). Segundo Xie et al. (2022) a SH3 é uma
enzima que pode interagir com o sistema de vesiculas envolvidas por clatrinas em
células de arroz, controlando a atividade de determinados genes nesta espécie. O
cultivo de plantas em ambientes enriquecidos com CO:2 pode ativar respostas centrais
para a defesa contra patégenos (MHAMDI E NOCTOR, 2016). Os resultados de
Mhamdi e Noctor (2016) sugerem que altas concentragdes de CO2 tem o potencial de
ativar um espectro de respostas de defesa que dependem do metabolismo secundario
em Arabidopsis. Além disso, o0 estresse oxidativo intracelular pode ativar tanto a via

antioxidante como a via de defesa contra patégenos (HAN et al., 2013).

Um total de 8 proteinas envolvidas no desenvolvimento e crescimento de
plantas foram identificadas como altamente reguladas em E. urophylla quando
cultivada sob atmosfera enriquecida com COz2, sendo estas: Eucgr.B02940.2 (ENTH
domain-containingprotein); Eucgr.F03443.1 (Tryptophansynthase); Eucgr.H00739.1
(AIR12 DOMON domain-containingprotein); Eucgr.H03037.1 (Methyltransferase);
Eucgr.H03559.1 (WPP domain-containingprotein); Eucgr.101790.1
(carbonicanhydrase); Eucgr.102806.4 (2-C-methyl-D-erythritol 4-phosphate
cytidylyltransferase) e Eucgr.J00393.1 (Late embryogenesisabundantprotein LEA-2).
Ja foi observado em Arabidopsis thaliana que proteinas do tipo ENTH (Epson N-
terminal homology) podem estar envolvidas na citocinese em plantas, funcionando
provavelmente como adaptadores em vesiculas revestidas com clatrina (SONG et al.,
2012). As TRPs (tryptophansynthase) por sua vez, sdo enzimas que catalisam a
biossintese de triptofano em plantas (RABONI, 2010). Os aminoacidos triptofano e
metionina sdo compostos precursores de auxina e etileno, indispensaveis no
desenvolvimento de plantas (DUNN, 2012; HYDE et al., 1988). A proteina AIR12
também estad relacionada com o fito-hormonio auxina, atuando na membrana

plasmatica ativando a via de sinalizacdo deste horménio (PREGER et al., 2009). As
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proteinas Methyltransferase e WPP sédo proteinas que envolvem o envelope nuclear
e 0 DNA propriamente dito. Com isso, suas funcdes se resumem na modificacdo do
DNA através das transferéncias de grupamento metil e na diferenciacéo do envelope
nuclear em células indiferenciadas na ponta da raiz, ambos indispensaveis no
desenvolvimento de plantas (FINNEGAN E KOVAC, 2000; PATEL et al., 2004). A
proteina “carbonic anhydrase”, embora claramente importante na fotossintese,
também sdo necessarias para outras vias metabdlicas, bem como vias de sinalizagcéo
e desenvolvimento (DIMARIO et al., 2017). A enzima IspD (2-C-Methyl-D-erythritol-4-
phosphate cytidyltransferase) desempenha um papel essencial na biossintese de
terpenoides. Os terpenoides compdem uma classe de metabdlitos especializados em
plantas, com fun¢des bioldgicas, ecoldgicas e fisioldgicas (JIN et al., 2016). As plantas
sintetizam milhares de compostos derivados dos isoprenos, com fungéo associada a
atracdo de polinizadores, protecéo contra pragas, desenvolvimento e crescimento das
plantas. Por fim, segundo Chen et al. (2019), acredita-se que a proteina LEA (Late
embryogenesis-abundant) possui fungdo no desenvolvimento normal de plantas e na
protecdo contra estresses abiodticos. Os resultados sugerem uma alta resposta
sistémica da planta ao estimulo externo de COz2, onde a grande presenca de proteinas
envolvidas no crescimento e desenvolvimento da planta esta interligada com as
proteinas envolvidas nas respostas de estresses e de metabolismos secundarios
(CHEN et al., 2016; KUMAR et al., 2020).

Em E. grandis, somente duas proteinas identificadas desempenham um papel
no crescimento de plantas. A proteina Eucgr.D00655.1 (TOG domain-
containingprotein) tem papel essencial no desenvolvimento de plantas, uma vez que
estd estritamente relacionada aos microtibulos celulares (WASTENEYS E
AMBROSE, 2009; LECHNER et al.,, 2012). Ainda neste sentido, a proteina
Eucgr.D00718.1 (F-box domain-containingprotein) também apresenta funcdo nos
processes de desenvolvimento de plantas através da transducéo de sinais de fito-
horménios, desenvolvimento floral, metabolismo secundario, senescéncia e resposta

a estresses bidticos e abidticos (ZHANG et al., 2019).

Por todo conjunto de dados aqui analisados, sugere-se que a espécie E.
urophylla seja mais responsiva aos estimulos de CO:2 induzidos. Além disso, essa

espécie apresentou um maior numero de proteinas relacionadas a adaptacdes por
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estresses e ao desenvolvimento, mostrando um reflexo esperado no tratamento
conduzido. E interessante notar que n&o houve proteinas compartilhadas entre as
espécies, indicando uma grande diferenca nas respostas sistémicas destas espécies

dentro do mesmo estimulo.

4.2. Alteracdes metabdlicas induzidas pelo estimulo em atmosfera enriquecida
por CO>

4.2.1. Avia de biossintese da lignina
O aumento da concentragdo de CO2 atmosférico pode influenciar no

crescimento das plantas através da expansao foliar (RACHEL E GAIL, 2010), aumento
na capacidade da fotossintese, alteracdo no metabolismo antioxidante e na regulacéo
de metabolismos secundéarios (RACHEL E GAIL, 2010; RUIZ-VERA et al., 2013;
GILLESPIE et al., 2011 e XU et al.,, 2015). No presente estudo, foi realizada a
abordagem de protedbmica de interpretacdo dirigida para a identificacdo e
quantificacdo das enzimas e de suas formas proteicas estritamente envolvidas na
producéo de lignina em Eucalyptus. Segundo Carocha et al. (2015), ha a presenca de
pelo menos 17 produtos génicos envolvidos na biossintese de lignina. Aqui, foi
possivel identificar 11 das 17 enzimas descritas como diretamente envolvidas no

processo de lignificagdo em eucaliptos (Tabela 1).

De modo geral, ndo houve nenhuma alteracéo estatisticamente significativa na
abundéancia das enzimas apresentadas. A lignificacdo em plantas cultivadas em
diferentes concentracfes de CO: ja foi reportada em estudos prévios. Matros et al.
(2006) nao identificaram alteracdo na concentracéo de lignina em plantas de tabaco
sob condicdes elevadas de CO2. Entretanto, o estudo de Mattson et al. (2005) revelou
mudancas nos tecidos caulinares de plantas de bétula quando expostas ao CO:

elevado.

Além disso, os diferentes tipos de espécies e metabolismos de plantas podem
responder diferentemente a estimulos. Plantas do tipo C3, C4 e CAM podem assimilar
e aumentar sua produtividade diferentemente quando submetidas a concentracao
elevada de CO2 atmosférico (NOBEL E HARTSOCK, 1986). Ademais, o desenho

experimental também pode alterar nos resultados. Experimentos com longo periodo
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de tempo tém resultados diferentes em capacidade fotossintética do que experimentos
de curto periodo (LIU et al., 2018).

Liu et al. (2018) identificou um leve aumento no contetdo de lignina nas folhas
de salséo, porém nenhum aumento significativo foi reportado no desenvolvimento e
altura da planta. Portanto, sugere-se que diferentes espécies, abordagens e 0rgaos
estudados vao alterar as respostas das plantas cultivadas em concentragdes elevadas
de CO2. No presente estudo, a abordagem protedmica de descoberta combinada com
a interpretacao dirigida sobre as quantidades relativas das enzimas envolvidas na via
de biossintese de lignina ndo indicou disparidade entre os tratamentos de CO2 dentro

das espécies de Eucalyptus aqui estudadas.
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Figura 3. Biossintese de lignina e a abundancia relativa das enzimas identificadas em
caules de plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em

concentracéo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentracdo enriquecida de CO2 (680
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ppm). As enzimas destacadas em cinza foram identificadas na analise de protedmica

exploratoria.

Tabela 1. Proteoformas envolvidas na biossintese de lignina que foram identificadas

na analise protedbmica exploratéria em plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus

urophylla. Os valores de abundancia estéo representados em LFQ na escala log2.

420 ppm 680 ppm
Sigla Enzima Acessos E. E. E. E.
grandis  urophylla grandis urophylla
4CL CoumarateCoA ligase Eucgr.C02284.1 26,246 26,309 26,124 26,430
C3H p-coumarate 3-hydroxylase Eucgr.A02190.1 23,440 23,727 23,254 23,113
C4H Cinnamate 4- hydroxylase Eucgr.J01844.1 25,882 26,006 25,637 26,165
CAD Cynnamyl- Eucgr.G01350.2 26,433 25,842 26,241 26,340
alcohooldehydrogenases
CCoAOM  CinnamoyICoA O- Eucgr.G01417.1 26,162 26,912 26,160 26,197
T methyltransferases Fucgr01134.1 26,664 26,918 26,673 26,675
CCR CinnamylCoAreductases Eucgr.J03114.1 24,314 24,162 22,044 24,514
COMT Caffeicacid O- Eucgr.A01397.1 30,092 30,163 29,910 30,119
methyltransferases
CSE CaffeoylShikimate Esterase Eucgr.F02557.1 24,768 25,077 24,495 24,769
F5H Ferulate 5-hydroxylases Eucgr.J02393.1 26,275 26,069 26,152 26,006
HCT Shikimate O- Eucgr.J03126.1 26,493 26,463 26,419 26,280
hydroxycinnamoyltransferase
PAL Phenylalanineammonialyase  Eucgr.G02848.1 26,039 26,682 25,813 26,310
Eucgr.J01079.1 27,552 27,835 27,502 27,670

4.2.2. Analise da enzima ‘sucrose synthase’ (SuSy)

A sacarose e o amido sdo os principais produtos finais da fotossintese na

maioria das plantas e também séo as principais fontes de carbono envolvidas na

producdo de metabolitos secundérios, celulose e proteinas (MA et al., 2019).

Devido ao seu papel central e com o intuito de identificar respostas na via de

biossintese de celulose, foram destacadas 4 proteoformas da enzima sacarose

sintase (SuSy) identificadas no proteoma de caule das espécies de Eucalyptus

estudadas. Para tanto, o valor relativo da abundancia das proteinas foi representado
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na Figura 4 em comparacdo com os tratamentos de CO:2 atmosférico. A andlise das

proteoformas nao revelou diferencas estatisticamente significativas.

Ma et al. (2021), reportou um aumento da atividade da enzima SuSy em folhas
e frutos da espécie (Lyciumbarbarum L.) cultivadas em atmosfera enriquecida com
CO2 (700 ymol mol-1). Além disso, neste mesmo estudo foi observado também uma
tendéncia na diminuicdo de acucares (glicose, frutose, amido e sacarose) nestes
orgdos da planta, provavelmente devido a aclimatacdo da fotossintese sob tais

condicoes.

Com o cultivo das espécies de Eucalyptus aqui estudadas em elevada taxa de
CO:2 atmosférico, era estimado o aumento da atividade/abundancia das proteoformas
da enzima SuSy (LIU et al., 2016). No entanto, os dados sugerem uma tendéncia em
diminuir a abundancia relativa dessas proteoformas quando submetidas ao tratamento
de 680ppm.

Os dados aqui estudados sugerem uma inibicdo por retroalimentacao
representada pela tendéncia em decréscimo da abundancia da enzima SuSy em
situacao de tratamento por CO2 nas espécies de Eucalyptus. Para o funcionamento e
manutencdo do desenvolvimento de tecidos vasculares e outros tecidos de suporte,
guantidades controladas de sacarose devem ser clivadas e metabolizadas (STEIN E
GRANOT, 2019). Portanto, € provavel que a inibicdo da atividade da SuSy tenha
ocorrido em conjunto com a inibicdo do substrato da frutoquinase induzida pelo
aumento da concentracao de frutose (SCHAFFER E PETREIKOV, 1997; KANAYAMA
et al., 1998). Ambas inibicbes podem trabalhar juntas para controlar a quantidade de
clivagem de sacarose no tecido vascular (GERMAN et al., 2003). Ou seja, no caso de
excesso de clivagem da sacarose pela SuSy e o aumento de frutose inibindo a
atividade da frutosquinase, ha um acumulo de frutose, inibindo a clivagem adicional
de sacarose pela enzima SuSy (STEIN E GRANOT, 2019).
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Figura 4. Abundancia (Log2LFQ) das proteoformas da enzima SUSY (Sucrose

synthase) identificadas na andlise de protedmica exploratéria nas espécies Eucalyptus

grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em atmosfera controlada (420 ppm) e

enriquecida (680 ppm) por CO2. G: E. grandis; U: E. urophylla.

4.2.3. O metabolismo antioxidante

Um dos principais reflexos de resposta ao estresse em plantas é a producao

de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs). O mecanismo capaz de metabolizar tais

componentes & chamado de mecanismo antioxidante. Este mecanismo € composto
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principalmente pelas enzimas catalase, glutationa peroxidase, peroxirredoxina e
superéxido dismutase (SOD) (APEL E HIRT, 2004; HASANUZZAMAN et al, 2012;
ZINTA et al., 2014).
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Figura 5. Processo geral de defesa antioxidante em plantas e a abundéancia relativa
das enzimas identificadas em caules de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophyllacultivadas em concentragdao de CO:2 controle (420 ppm) e concentracao
enriquecida (680 ppm). A escala de cor na figura representa a abundéancia de cada

proteoforma, dentro de cada enzima. Os graficos ilustram a soma das proteoformas
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para cada espécie/tratamento. Legenda: SOD — Superoxide dismutase, GSH-Px —

Glutathione peroxidase. *Indica diferenca estatistica significativa (p < 0.05).

A andlise das enzimas do metabolismo antioxidante em Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis revelou a presenca de superéxido dismutase, peroxirredoxinas,
catalase e glutationa peroxidase em ambas as espécies (Figura 5). A Figura 5
representa a abundancia relativa das proteoformas de cada enzima identificada. De
modo geral, observa-se uma tendéncia no aumento da expressao de todas as
enzimas no tratamento de concentracédo elevada de CO2 atmosférico, com excecéo
da enzima catalase na espécie E. urophylla, onde suas duas proteoformas
(Eucgr.FO1777.1 e Eucgr.FO1776.1) tiveram uma redugdo significativa em sua

abundancia de acordo com o teste t de student (p < 0.05).

Li et al. (2020) apresentaram em seu estudo uma analise das mudangas no
metabolismo antioxidante da soja cultivada em CO2 atmosférico elevado juntamente
com estresse hidrico. Os resultados mostram que as plantas cultivadas apenas no
CO2, sem estresse adicional, ndo tiveram alteragbes nas enzimas envolvidas no
metabolismo antioxidante. Porém a combinacédo das condi¢des abibticas levou a um
aumento na enzima glutationa transferase (LI et al., 2020). Um aumento da
abundéancia da enzima malato desidrogenase atua como um agente regulador da
homeostase redox das organelas, reduzindo a respiracao foliar, fotorrespiracéo e
fornecendo uma capacidade de crescimento a planta (TOMAZ et al., 2010). No ciclo
do &cido tricarboxilico aqui estudado (secdo 4.2.4.), foram observadas algumas
proteoformas da enzima malato desidrogenase, e sua abundéancia relativamente

superior nos tratamentos de atmosfera enriquecida por CO..

Portanto, apesar de ndo haver variagdes estatisticas significantes em todas as
proteoformas estudadas, os resultados sugerem que as mudas de Eucalyptus tiveram
seu metabolismo antioxidante afetado pelo tratamento de CO2, sendo capaz de
provavelmente evitar danos provenientes das EROs e ainda promover a capacidade
de crescimento da planta sob tais condi¢des. De todo modo, é totalmente esperado
gue o cultivo de plantas em atmosfera enriquecida com CO:2 provoque alteracdes no
metabolismo de plantas. No entanto, ndo se sabe a concentragéo ideal para a indugao

desse estresse nas plantas. Com isso, os resultados aqui apresentados sugerem uma
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resposta das plantas em seu metabolismo antioxidante, porém a concentracéao de CO:
estudada ou a falta de mais estimulos néo alterou significativamente a abundancia de

todas as proteoformas estudadas.

4.2.4. O ciclo do acido tricarboxilico (TCA)
O ciclo do éacido tricarboxilico (TCA), também conhecido como ciclo de Krebs,

€ um componente crucial para o processo de respiracao de todos os seres vivos. O
TCA é composto por um conjunto de 9 enzimas presentes na matriz mitocondrial que
possuem a funcdo de metabolizar o carbono organico (NAKASAKI et al., 1985). Os
produtos da respiracdo, o ATP (adenosina trifosfato), a nicotinamida adenina
dinucleotideo (NADH) e o nucleotideo de flavina e adenina (FADH2) no ciclo do TCA,

podem ser utilizados como reguladores deste metabolismo (ZHOU et al., 2009).

Para entender a resposta das enzimas envolvidas no ciclo do &cido
tricarboxilico, foram utilizadas amostras de caule de Eucalyptus urophylla e
Eucalyptus grandis submetidas ao tratamento controle (420ppm) e concentragao
elevada (680ppm) de CO:2 atmosférico. Foram identificadas todas as enzimas
responsaveis pelo ciclo do acido tricarboxilico no proteoma de caule das espécies de
Eucalyptus aqui estudadas. A abundancia relativa das proteoformas de cada enzima
foi plotada de modo a comparar os tratamentos de CO:2 (Figura 6).

A partir dos resultados obtidos, ndo foram encontradas diferencas
estatisticamente significativas em relacdo a abundancia relativa das enzimas
analisadas. No entanto, foi possivel observar um leve aumento na expressdo das
proteoformas da enzima malato desidrogenase (MDH) em ambas as espécies (Tabela
2). A auséncia da enzima MDH no ciclo pode afetar diretamente a taxa de respiracao,
assimilacdo de carbono e o crescimento dos organismos (TOMAZ et al., 2010). Por
outro lado, a expresséao da enzima fumarase pareceu cair em ambas as espécies no
tratamento de CO2 utilizado (Tabela 2). Segundo Dyson et al. (2016), a fumarase tem
um papel essencial na aclimatacdo das plantas. Além disso, todas as demais enzimas
presentes no TCA aqui apresentadas mostraram ter um comportamento antagonico

entre as espécies.
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Os resultados sugerem que a concentracdo de CO:2 empregada para o
tratamento pode néo ter sido o suficiente para a inducéo de respostas estatisticamente
significativas e/ou, as espécies de Eucalyptus aqui estudadas além de expressarem

comportamentos diferentes, podem néo ter seu ciclo TCA significativamente alterado
pela concentracdo de CO2 atmosférico.
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Figura 6. Ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e a abundancia relativa das proteoformas
identificadas em caules de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em
concentragbes controladas de CO2 atmosférico (420 ppm e 680 ppm). (PDC -
Pyruvatedehydrogenase, CS - Citratesynthase, ACO - Aconitase, IDH -
Isocitratedehydrogenase, OGDC -  Oxoglutaratedehydrogenase, @SCS -

SuccinylCoAsynthetase, SDH - Succinatedehydrogenase, FUM- Fumarase, MDH -
Malatedehydrogenase).
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Tabela 2. Proteoformas envolvidas no Ciclo do acido tricarboxilico (TCA) identificadas

na analise de prote6mica exploratéria em plantas de Eucalyptus grandis e Eucalyptus

urophylla. Os valores de abundancia estéo representados em LFQ na escala log2.

420 ppm 680 ppm
. . E. E. E. E.

Sigla Enzima Acessos grandis urophylla grandis urophylla

csy citratesynthase Eucgr.G03412.1 27,431 27,512 27,546 27,460

Eucgr.A01955.2 24,644 25,011 25,542 25,491

ACO aconitase Eucgr.102307.2 28,242 28,194 28,112 28,158

IDH isocitratedehydrogen  Eucgr.F02901.2 28,291 28,312 28,442 28,283

ase Eucgr.A00348.1 23,527 22,477 22,716 23,833

Eucgr.G01375.1 27,653 27,685 27,660 27,596

opc Oxeglutaratedehydrog . o 011201 28060 28048 28001 27,972

enasecomplex

Eucgr.A01955.2 24,644 25,011 25,542 25,491

SCOAL succinyl-CoA ligase Eucgr.HO0143.1 27,578 27,459 27,630 27,404

Eucgr.J00864.1 27,352 27,433 27,078 27,360

Eucgr.B00344.1 24,030 23,711 23,206 22,715

SDH succinatedehydrogen Eucgr.l02452.1 27,054 27,347 27,009 27,312

ase Eucgr.J00347.1 23,647 24,799 23,501 24,976

Eucgr.J00592.1 22,016 22,081 24,159 21,552

FUM fumarase Eucgr.H01081.1 24,355 23,027 24,475 24,305

Eucgr.B00511.2 23,047 23,084 22,037 22,776

Eucgr.H02358.1 26,511 26,576 26,884 26,669

MDH malatedehydrogense Eucgr.K02475.2 25,646 25,795 25,213 25,722

Eucgr.HO3047.1 30,325 30,429 30,441 30,352

Eucgr.F03251.1 28,502 28,710 28,741 28,723

Eucgr.F01209.1 26,767 26,899 27,029 26,882

Eucgr.G03412.1 27,431 27,512 27,546 27,460

ME malicenzyme Eucgr.E01713.1 26,156 26,113 26,108 26,137

Eucgr.D02251.1 26,687 26,740 26,978 26,855

Eucgr.B03379.1 26,879 26,472 26,604 26,806

Eucgr.E01069.2 22,841 22,860 21,787 22,980

Eucgr.F02506.1 27,226 26,882 27,050 27,240

PDC pyr""atedehyldmge"a Fucgr.J01028.1 22,264 20,909 21,760 21,917

secomplex Eucgr.G02332.1 21,135 21,074 20,733 21,232

Eucgr.F04134.1 22,611 23,063 21,916 23,087

Eucgr.F03161.3 26,140 25,935 26,063 26,098
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4.3. Alteracdes no proteoma de seiva frente ao estimulo de CO2
Com o intuito de estudar as alteracbes no proteoma de seiva das espécies

Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla frente ao estimulo de COz2, as mudas foram
cultivadas em atmosfera enriquecida com CO2 e o0 proteoma da seiva foi analisado.
Foram identificadas 146 proteinas ndo-redundantes de origem extracelular, as quais
sdo compostas por proteinas que possuem peptideos sinalizadores, proteinas

descritas como da matriz extracelular ou do apoplasto das plantas aqui estudadas.

Para a caracterizagcdo de respostas sistémicas, a protedmica vascular foi
conduzida de maneira semelhante as amostras de caule previamente descritas, onde
foram realizados testes pareados entre os tratamentos de CO:2 (420 e 680 ppm)
(Figura 7). Com isso, foram destacadas as proteinas que foram mais e menos
abundantes de acordo com os critérios de fold-change > 1 (2x) e o valor do teste t
significativo a 5% de confiabilidade (p < 0.05). Foram destacadas 6 proteinas ‘up-
regulated’ para a espécie E. grandis e 4 para a espécie E. urophylla. Desse mesmo
modo, 12 proteinas foram ‘down-regulated’ para E. grandis e somente 1 atribuida a E.
urophylla. Nenhuma proteina foi diferencialmente expressa em ambas as espécies

concomitantemente (Tabela 3).

Os acessos proteicos foram submetidos ao banco de dados UniProtKB para a
atribuicdo de descricdo e funcdo bioldgica (Tabela 3). Nao foi possivel atribuir uma
descricdo conhecida para as proteinas Eucgr.D00500.2 e Eucgr.F00184.2 destacadas
em E. grandis. Contudo, as proteinas destacadas em E. grandis aparentam ser
principalmente envolvidas em processos de protedlise e metabolismos de
carboidratos, com suas funcdes desempenhadas principalmente na parede celular.
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Figura 7. Proteinas diferencialmente abundantes na seiva nas espécies Eucalyptus
grandis e Eucalyptus urophylla cultivadas em concentracdo atmosférica (420 ppm) e
alta concentracdo de CO:2 (680 ppm). (A) Volcanoplot (proteinas destacadas em
vermelho sdo down-regulated e proteinas destacadas em verde sédo up-regulated). (B)

Diagrama de Venn aprontando as proteinas diferencialmente reguladas dentro de

cada espécie.

A proteina Eucgr.A00780.1 (mannan endo-1,4-beta-mannosidase) é uma
proteina tipica de parede celular e tem como papel diversas fun¢cdes na modificacao
da parede celular durante o desenvolvimento da planta (WITZEL et al., 2011; ZHANG
et al., 2008). A presenca desta e de outras hidrolases mostra uma grande quantidade

de glicoproteinas no apoplasto das plantas (DIETZ et al., 2000). Por sua vez, a
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proteina Eucgr.B03677.1 (AbfB domain-containing protein) esta relacionada ao
processo metabolico de arabinose, estritamente relacionada a sintese e integracéo de
polissacarideos na parede celular durante o crescimento da planta (COSGROVE,
2005). As expansinas (Eucgr.E00357.1) também sdo proteinas modificadoras de
parede celular ativas durantes alguns processos fisiologicos e de desenvolvimento
(NARVAEZ-BARRAGAN et al., 2022). Além disso, através de outras proteinas
sinalizadoras de membrana, as plantas podem desencadear diversas sinalizacdes
intracelulares, induzindo respostas de defesa e reforgo da parede celular, contribuindo
para varios fenétipos de infeccdo, nos quais as expansinas também podem estar
envolvidas (NARVAEZ-BARRAGAN et al., 2022). Por fim, proteinas do tipo leguminas
sdo uma familia de proteinases geralmente localizadas no vacuolo ou na parede
celular. Estas proteinas vao agir principalmente na mobilizacdo de outras proteinas

durante o processo de crescimento das plantas (MUNTZ et al., 2002).

Tabela 3. Proteinas diferencialmente reguladas identificadas no proteoma de seiva

das espécies de Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla.

Acessos? Descricdo?2 Processo 420ppm* 680ppm°®
Biol6gico?

Eucalyptus grandis

Up-regulated

Eucgr.A00780.1 mannan endo-1,4- organicsubstance 21,503 22,660
beta-mannosidase metabolicprocess

Eucgr.B03677.1  AbfBdomain- L-arabinose 27,515 28,535
containingprotein metabolicprocess
Eucgr.D00500.2 Uncharacterizedprote proteolysis 22,389 24,251
in
Eucgr.E00357.1  Expansin-like B1 anatomicalstructur 20,185 21,200
emorphogenesis
Eucgr.FO0184.2 Uncharacterizedprote proteolysis 20,302 22,823
in
Eucgr.J03190.1 Legumain proteolysis 25,092 26,466

involved in protein
catabolic process
Down-Regulated

Eucgr.B02122.2 Barwindomain- defense response 21,358 19,504
containingprotein
Eucgr.E00557.1  Thaumatin-like defense response 28,073 25,792

protein
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Eucgr.E00560.1  Thaumatin-like defense response 28,610 26,511
protein
Eucgr.E00814.1  Dirigentprotein phenylpropanoidbi 21,464 19,950
osyntheticprocess
Eucgr.E01382.1 Thaumatin-like defense response 23,016 20,346
protein
Eucgr.E02736.1 Peptidase C1A proteolysis 25,057 21,289
papain C-terminal involved in protein
catabolic process
Eucgr.F02349.1  Alpha-amylase sucrose 24,255 21,682
catabolicprocess
Eucgr.G01336.1 Plant basic secretory unknown 25,319 24,258

protein (BSP)
Eucgr.H00325.1  Chitin-binding type-1 carbohydratemeta 26,293 24,204
bolicprocess
Eucgr.K02326.1  Uncharacterizedprote endopeptidaseinhi 24,507 22,036

in bitor
Eucgr.K03382.1 Peptidase Al proteolysis 22,392 20,269
Eucgr.L00941.1  unknown unknown 24,005 22,769

Eucalyptus urophylla
Up-regulated

Eucgr.HO0669.5 Alpha-galactosidase carbohydratemeta 20,085 22,638
bolicprocess

Eucgr.K02425.1 Carboxypeptidase proteolysis 20,391 21,759

Eucgr.H01399.1 Carboxypeptidase proteolysis 18,789 21,035

Eucgr.E00105.1 Pectatelyasesuperfa carbohydratemeta 21,186 23,819
milyprotein bolicprocess

Down-Regulated
Eucgr.A00682.1 Peroxidase response 26,557 24,475
tooxidative stress

LAcesso protéico disponivel no banco de dados Phytozome, 2Descricéo da proteina de acordo com o
banco de dados UniProt, 3Fungéo biolégica de acordo com o banco de dados UniProt, “Logz do LFQ

referente ao tratamento de 420ppm de CO2, 5Log2 do LFQ referente ao tratamento de 680ppm de CO2.

A espécie E. urophylla apresentou no seu proteoma abundantemente regulado
nao somente proteinas pertencentes ao metabolismo de carboidratos de parede
celular, mas também proteinas envolvidas na proteélise geralmente localizadas no
xilema de plantas. A alpha-galactosidase (Eucgr.H00669.5) é uma enzima envolvida
no metabolismo de polissacarideos, relacionada principalmente na degradacdo da
parede celular primaria e remodelacédo da parede celular (ROSS et al., 1994; VAN
DENENDE et al., 2004). Uma vez que a parede celular primaria deve ser degradada
para a formacéo da parede secundaria (DEMURA et al., 2002), a alpha-galactosidase

age em conjunto com outras enzimas e hemicelulases (MINIC et al., 2008)
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promovendo o suporte necessario para o xilema exercer sua funcdo (BOYCE et al.,
2004). Ademais, a pectina também € um componente crucial na formacéo da parede
celular (VORAGEN et al., 2009). Por consequéncia, a pectatelyase (Eucgr.E00106.1)
desempenha inUmeros processos bioldgicos, como a expanséo celular (COSGROVE,
2000), adesao intercelular (Knox, 1992), entre outras (FISCHER E BENNETT, 1991;
WEN et al.,, 1999; ROBERTS et al., 2000). Por fim, as proteinas relacionadas a
protedlise (pepsinas, subtilisinas, peptidases) constituem a matriz extracelular de
plantas e também ja identificadas e descritas neste manuscrito, em amostras de
Eucalyptus. Além da manutencao natural que a presenca destas proteinas provém ao
xilema, através da degradacao de proteinas danificadas, estas proteinas vao constituir
um sistema de defesa inato no aparato vascular de plantas (RODRIGUEZ-CELMA et
al., 2016).

Os processos metabdlicos que envolvem as proteinas aqui descritas sugerem
pertencer & maquinaria constitutiva da seiva e/ou matriz extracelular e de apoplasto
das mudas de Eucalyptus. Entretanto, algumas proteoformas foram altamente
expressas em condi¢des de CO: elevados. Tais proteoformas, apesar de participarem
basicamente das mesmas vias metabdlicas ou exercerem funcbes semelhantes a
aquelas identificadas no experimento controle, podem ser utilizadas como moléculas
sinalizadoras presentes na seiva. As proteinas envolvidas no metabolismo de
carboidratos podem indicar e sinalizar a resposta imediata da planta ao ambiente de
CO2 elevado (KUMAR et al., 2020). As proteinas envolvidas no metabolismo de
parede celular, indicam o caminho de comunicacdo da planta para seu
desenvolvimento e crescimento (NARVAEZ-BARRAGAN et al., 2022; VORAGEN et
al., 2009). Por sua vez, as proteinas envolvidas na defesa sistémica, vao ter um papel
de regular a homeostase do tecido vascular bem como promover condi¢des ideais
para o crescimento da planta (SHABAB et al., 2008; XIA et al., 2004). Acredita-se que
estratégias de engenharia genética podem ser utilizadas visando tais proteoformas.
Estudos no ramo do melhoramento genético de plantas podem ser desenvolvidos para
estimular a expressado dos genes responséaveis pela regulacdo das proteoformas aqui
descritas. Neste sentido, a planta geneticamente modificada, juntamente com um

ambiente favoravel para o crescimento da planta, pode levar a um aumento da
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biomassa de Eucalyptus, gerando um possivel organismo com caracteristicas

agrondmicas interessantes para o setor florestal.

4.4. Quantificacdo de acUcares na seiva das espécies de Eucalyptus
Foi realizada a quantificacdo dos acucares glicose, frutose, sacarose e rafinose

na seiva das espécies Eucalyptus grandis e Eucalyptus urophylla, com o objetivo de
avaliar a resposta e intensidade da resposta das plantas frente ao estimulo de CO2. A
analise dos acUcares presentes na seiva € uma importante ferramenta para entender

a resposta das plantas ao estresse abiético, como a exposicao ao CO: elevado.

Os resultados obtidos nesta pesquisa podem contribuir para uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na resposta das espécies de eucalipto ao
aumento de CO:2. Foi observado um aumento em todos os acucares quantificados
presentes na seiva quando exposta ao tratamento de CO2 (680 ppm), para as duas
espécies aqui estudadas (Figura 8). Somente a espécie E. urophylla obteve uma
diferenca estatistica na quantificacdo de sacarose, entretanto, a tendéncia do
aumento de todos os acgUcares nas espécies sugere uma possivel alteracdo no
metabolismo das plantas em resposta ao estimulo de CO2 elevado.
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Figura 8. Quantificacdo de acUcares na seiva das espécies de Eucalyptus cultivadas
em atmosfera enriquecida por CO2. (A)Quantidade de acgUcares presentes na seiva
de Eucalyptus urophylla. (B) Quantidade de aguUcares presentes na seiva de

Eucalyptus grandis. * representa variacdo estatisticamente significativa (P<0.05).

5. CONSIDERACOES FINAIS

A anélise funcional das proteinas identificadas no proteoma total de caule das
espécies de Eucalyptus aqui estudadas, revelou proteinas envolvidas em mecanismos
celulares, vias metabdlicas, respostas a estresses e proteinas envolvidas com o
desenvolvimento de plantas. Os resultados indicaram que as espécies apresentaram
dissimilaridade em relacéo a regulacdo prote6mica em resposta ao CO2 atmosférico,
com a espécie E. urophylla apresentando um maior numero de proteinas

diferencialmente expressas ap0s o estimulo ambiental. A analise da via de biossintese
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de lignina e o ciclo do acido tricarboxilico ndo indicou disparidade entre os tratamentos
de COz2. Os dados correspondentes as proteoformas da sacarose sintase nao retornou
diferengas estatisticas, no entanto, a abundancia observada desta enzima sugeriu
uma tendéncia de diminui¢do no caule de plantas submetidas a atmosfera enriquecida
com COz2. Além disso, de acordo com os resultados obtidos das proteinas envolvidas
no metabolismo antioxidante, também foi possivel identificar uma tendéncia no
aumento da abundéancia relativa dessas proteoformas nas duas espécies quando
submetidas ao tratamento de CO:2 atmosférico. O aumento no metabolismo de
carboidratos no proteoma vascular indica um fornecimento de energia para manter a
homeostase energética da planta. Além disso, a presenca de enzimas envolvidas na
respiracao celular sugere um estimulo da glicélise para aumentar a disponibilidade de
carboidratos na condi¢do de CO2 atmosférico aumentado. O aumento do metabolismo
de acucares induzido pelo CO:2 também estimula a expressdo de enzimas
fotorrespiratérias, que estdo envolvidas na adaptacdo da planta ao estimulo externo
para gerar energia e sustentar o crescimento. Os resultados sugerem uma resposta
sistémica das plantas ao estimulo externo de CO2, onde proteinas envolvidas no
crescimento e desenvolvimento estédo interconectadas com proteinas relacionadas a
respostas de estresse e metabolismos secundarios. Isso sugere uma reorganizacao
do proteoma em resposta ao aumento de CO2, fornecendo uma compreenséo
abrangente dos mecanismos moleculares subjacentes as respostas das plantas a
concentracoes elevadas de COo..

As andlises do proteoma de seiva em Eucalyptus grandis e Eucalyptus
urophylla indicou um aumento na abundancia relativa de proteinas envolvidas em
processos metabdlicos principalmente relacionados ao metabolismo de substancias
organicas e proteolises na concentragdo de 680ppm de CO2. Além disso, as proteinas
principalmente envolvidas em respostas de defesa celular e estresse oxidativo tiveram
sua expressao reduzida neste mesmo tratamento. Contudo, foi observado um
aumento nos agucares presentes na seiva das espécies estudadas quando expostas
ao CO:2 elevado, sugerindo uma possivel alteragdo no metabolismo das plantas em
resposta ao estimulo de CO2. As proteinas identificadas nas mudas de Eucalyptus
cultivadas em condi¢bes de CO:2 elevado sugerem seu envolvimento nos processos

metabolicos da seiva, matriz extracelular e apoplasto. Algumas dessas proteoformas
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séo altamente expressas em resposta ao CO2 elevado e podem atuar como moléculas
sinalizadoras na seiva. As proteinas relacionadas ao metabolismo de carboidratos
indicam a resposta imediata da planta ao CO:2 elevado, enquanto as envolvidas no
metabolismo da parede celular desempenham um papel na comunicacdo e no
crescimento da planta. As proteinas associadas a defesa sistémica regulam a
homeostase vascular e favorecem o crescimento. Estratégias de engenharia genética
podem ser usadas para modular a expressdo dessas proteinas, melhorando a
resposta das plantas a concentragdes mais altas de CO2 e promovendo um
crescimento mais eficiente. Esses resultados podem contribuir para uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na resposta das espécies de eucalipto ao
aumento de CO: e fornecer informagdes Uteis para o manejo e cultivo dessas espécies

em ambientes com altos niveis de di6xido de carbono.
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