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Efeito da alta temperatura e do enriquecimento por CO2 em poliploides de

Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis

RESUMO - O Eucalyptus é uma arvore de crescimento rapido e com alta
capacidade em assimilar e estocar grandes quantidades de carbono atmosférico.
No presente trabalho, foi realizado um estudo do crescimento e das mudancas
induzidas no proteoma global de Eucalyptus poliploides cultivados em diferentes
combinagdes de temperatura e CO2. O crescimento em alta concentragao de
CO2 induziu a redugado na area foliar de todos os gendtipos. No entanto, foi
observada expansido da area foliar quando as plantas foram cultivadas em
ambiente de alta temperatura. Além disso, sob alta temperatura houve a reducao
no numero de folhas e no numero de ramificagdes para a maioria dos gendétipos
de Eucalyptus. No entanto, o conteudo de perdxido de hidrogénio e malonaldeido
sugeriram que nenhuma das condigdes e estimulo desencadearam resposta a
estresse oxidativo em nenhum dos gendtipos cultivados. Analises de
espectrometria de massas das amostras foliares do gendtipo diploide
contrastado com os cinco poliploides sob condi¢gado controle, demonstraram que
a poliploidia, induziu diferengas particulares para cada um dos gendétipos
poliploides, porém n&o se destacam como grandes mudangas no proteoma
constitutivo. Diferentes padrées na abundancia do proteoma foram observados
quando as plantas foram cultivadas em estimulo de CO2 e temperatura, o qual
esta de acordo com os dados fenotipicos que mostram que a alta temperatura é
maior indutor de diferenciagdo do proteoma entre os gendtipos de Eucalyptus.
Foram identificadas enzimas de todas as reag¢des do Ciclo de Calvin-Benson e
Acido tricarboxilico, no entanto, nenhuma alteragdo na abundancia destas frente
aos estimulos foi observada. Deste modo, podemos inferir que a
heterozigosidade do género aliada a duplicagdo dos cromossomos permitiu aos
gendtipos maior plasticidade para enfrentaram as diferentes condigbes sem
afetar seu desenvolvimento.

Palavras-chave: Eucalyptus, poliploidia, prote6mica, carbono, temperatura.



Elevated temperature and CO2 enrichment effects on Eucalyptus

urophylla x Eucalyptus grandis polyploids

ABSTRACT - Eucalyptus is a fast-growing tree with a high capacity to assimilate
and store large amounts of atmospheric carbon. In this study, we investigated the
growth and induced changes in the global proteome of polyploid Eucalyptus
cultivated under different combinations of temperature and CO2. Growth in high
CO2 concentration led to a reduction in leaf area for all genotypes. However, an
expansion of leaf area was observed when plants were cultivated in a high-
temperature environment. Additionally, under high temperature, there was a
reduction in the number of leaves and branches for most Eucalyptus genotypes.
Nevertheless, hydrogen peroxide and malondialdehyde content suggested that
none of the conditions and stimuli triggered oxidative stress response in any of
the cultivated genotypes. Mass spectrometry analyses of leaf samples from the
diploid genotype contrasted with the five polyploids under control conditions
showed that polyploidy induced differences for each of the polyploid genotypes,
but they did not stand out as major changes in the constitutive proteome. Different
patterns in proteome abundance were observed when plants were cultivated
under CO2 and temperature stimuli, aligning with phenotypic data indicating that
high temperature is a more significant inducer of proteome differentiation among
Eucalyptus genotypes. Enzymes from all reactions of the Calvin-Benson Cycle
and Tricarboxylic Acid were identified, yet no changes in their abundance in
response to stimuli were observed. We can conclude that the heterozygosity of
the genus, coupled with chromosome duplication, granted the genotypes greater
plasticity to face different conditions without affecting their development.

Keywords: Eucalyptus, polyploid, proteomics, carbon, temperature.



1. INTRODUGAO

Nas ultimas décadas, as mudangas climaticas tém se tornado cada vez
mais evidentes. Segundo o ultimo relatério do IPCC (IPCC, 2022), mesmo em
caso de adogao de medidas mitigadoras dos efeitos climaticos, 0 aumento médio
na temperatura do planeta Terra esta estimado em 2°C, com possibilidade de
atingir 4°C até o final do proximo século. Associado e intimamente relacionado
ao aumento da temperatura global estd o aumento da concentragédo do didxido
de carbono (CO2), que pode chegar a 800 ppm, um aumento de 90% em relagao
aos 420 ppm atuais (NOAA, 2022).

As florestas sdo importantes agentes mitigadores das mudancgas
climaticas devido ao seu potencial em sequestrar e armazenar o CO2 atmosférico
(Sork, et al., 2013). Atualmente, ha uma grande quantidade de trabalhos que
buscam entender o efeito do aumento na concentracdo de CO:2 e da temperatura
em espécies arboreas; porém, a grande maioria busca compreender tais efeitos
isoladamente, principalmente em relagao as alteragdes na expressao dos genes.
O aumento da temperatura induz alteragdes no proteoma, com énfase para as
proteinas envolvidas no metabolismo antioxidante (Santana Costa et al., 2017,
Maher et al., 2019). Em Picrorhiza kurroa o cultivo em atmosfera enriquecida de
COz2 e de alta temperatura induziu mecanismos bioquimicos adaptativos para
cada uma das condi¢des (Kumar et al., 2020). Enquanto o cultivo em alto COz2
estimulou a incorporagdo de carbono atmosférico, o crescimento em alta
temperatura estimulou o metabolismo antioxidante. Além disso, a alta
temperatura estimulou a expressdo de reguladores especificos, proteinas
termotolerantes e sinalizadores (Vu et al., 2019). O incremento combinado de
CO2 e de alta temperatura induz modulagdes das caracteristicas de massa,
altura, area foliar e nos metabdlitos, a magnitude das respostas € gendtipo
dependente (Pinto et al., 2022).

A poliploidia consiste na duplicagdo do conjunto de cromossomos do
organismo e pode ser obtida artificialmente em explantes submetidos ao
tratamento com agentes antimitéticos, como colchicina, trifuralin e orizalin (Ruiz
et al., 2020). Sendo assim, poliploides podem ser muito interessantes para
obtencdo de ganho genético devido a rapida resposta a duplicagdo em
caracteristicas como tamanho de alguns 6rgaos, duracao do periodo vegetativo,



tolerancia/resisténcia a estresse bidtico e abidtico e na adaptabilidade em novos
habitats (Chen e Ni, 2007). Contudo, o efeito da poliploidia estende-se além da
duplicacdo no numero de cromossomos acarretando reajuste no tamanho do
nucleo, reorganizacdo dos cromossomos e nova conformagdo das marcas
epigenéticas, resultando em uma reagdo em cadeia para a nova dindmica dos
transcritos, metabdlitos e das proteinas (Leitch e Leitch, 2008). Muitos estudos
ja foram realizados visando desvendar os mecanismos moleculares de
poliploides que conferem melhores respostas fenotipicas (Li et al., 2021; Zhang
et al., 2019), fisiolégicas (Chen et al., 2021) e de tolerancia estresses abidticos
(Rao et al., 2020; Yibo et al., 2022; Syngelaki et al., 2021).

Tendo em vista (1) a importancia de espécies florestais para a mitigagao dos
efeitos das mudangas climaticas, (2) o potencial da poliploidia em gerar novas
respostas fenotipicas e (3) a protedmica, como ferramenta de monitoramento da
expressao dos produtos finais da expressao génica, o objetivo do presente
trabalho foi identificar mudancgas e caracterizar as respostas do proteoma foliar
em tetraploides de E. urophylla x E. grandis, e de seu isogénico diploide, quando
estimuladas pela combinacdo do aumento na concentracdo de CO:2 e de

temperatura.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A cultura do eucalipto

Pertencente a Familia Myrtaceae, o género Eucalyptus compreende mais de
700 espécies (Silva et al., 2019), das quais menos de 30% sao economicamente
exploradas (Flores, 2016). O centro de origem da espécie € na Australia, Nova
Zelandia, Nova Guiné e numa pequena porcao de ilhas da Indonésia
(Grattapaglia et al., 2012). Os subgéneros de destaque sdo Symphyomyrtus com
predominancia na representatividade das espécies, cujos exemplos sédo E.
grandis, E. camaldulensis e E. globulus, e Monocalyptus (Grattapaglia et
al.,2012).

O género compreende espécies aldbgamas ou com sistema reprodutivo misto

(limite de 35% de autofecundacao), sendo um motivo de redu¢do nos ganhos



genéticos e queda de produtividade relativamente recentes (Tambarussi et al.,
2018).

O programa de melhoramento de Eucalyptus no Brasil iniciou suas atividades
com Edmundo Navarro, em 1941, por meio do convite de Carlos Arnaldo Krug,
do Instituto Agronédmico de Campinas - IAC (Castro et al., 2016). Isso devido as
pesquisas pioneiras de Edmundo na Estagdo Experimental em Rio Claro, por
volta de 1919, quando ja se caracterizavam mais de 150 espécies do género
(Castellano et al., 2013).

As espécies que se destacam por suas propriedades para a industria sao E.
grandis, E. urophylla, E. camaldulensis, E. globulus, E. radiata, E. staigeriana,
além do Corimbia citriodora que ainda converge sua grande fonte de variagéao
genética para o melhoramento (Grattapaglia, 2004; Coppen, 2002), bem como a
hibridizagao destes.

No Brasil, 0 ano de 2021 foi encerrado com cerca de 9,93 milhdes de hectares
em area plantada, dos quais, aproximadamente 76% englobam plantios de
Eucalipto, enquanto o Pinus corresponde a pouco mais de 19%, com uma
produtividade meédia de 38,9m%ha/ano e 29,7 mdhal/ano, respectivamente.
Destaque é dado para os estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana, Mato
Grosso do Sul, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (IBA, 2022).

Fonte: FGV IBRE& Iba
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Figura 1: Produtividade anual de plantios de eucalipto e pinus segundo registros do IBA.

A cultura ainda se destaca por sua adaptacdo em ampla diversidade de
ambiente, crescimento rapido, bem como o aproveitamento de subprodutos,

como: papel, celulose, carvao, lenha, além dos produtos sélidos, como madeira



para constru¢cado e méveis (Albaugh et al., 2013). Com mais pesquisas no setor,
NOVOS USOS € por vezes, usos mais sustentaveis sdo possiveis com a cultura,
como produgao de bio-6leo, celulignina catalitica, singas e alcool a partir da

celulose (Paludzyszyn-Filho e Santos, 2011).
2.2.A poliploidia

Evolutivamente, estudos mais conservadores estimam que ao menos 30%
das angiospermas tenham em sua ancestralidade pelo menos um evento de
poliploidizagdo, por outro lado, ha grupos que defendem maior amplitude de
espécies que passaram por esse mecanismo de diversificagdo, seguida da
trajetoria de diploidizagdo (Koh et al., 2012).

A poliploidizagao consiste na duplicagédo do conjunto de cromossomos do
genoma (Stebbins, 1947), e de acordo com a constituicdo dos parentais podem
ser classificados como autopoliploides ou alopoliploides, se houver apenas uma
espécie envolvida ou duas, respectivamente (Figura 2).

Apesar de ser de grande uso para o melhoramento genético em plantas, a
poliploidizagdo tem muito baixas taxas de ocorréncia natural (Zhu et al., 1998).
Particularmente, para o género Eucalyptus, os poliploides descritos foram
artificialmente obtidos (Guo et al., 2017), com destaque para a técnica de
duplicagao utilizando colchicina em células zigdticas. A colchicina, assim como
orizalina e trifuralina, atuam inibindo a formacdo das fibras do fuso, e
consequentemente as cromatides-irmas ndo migram para polos opostos, uma

vez que a citocinese também nao ocorre (Silva et al., 2019).
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Figura 2: Representacgéo da constituicao de auto e alopoliploides. (a) origem de um autopoliploide
a partir da duplicacdo dos cromossomos de um genotipo, cuja constituicdo é de apenas uma
espécie. (b) origem de um alotetraploide a partir da hibridizagao entre duas espécies, seguida da
duplicagcdo cromossémica. (c) origem de um alotetraploide a partir da ndo redugao dos gametas.
(d) origem de um alotetraploide a partir da hibridizacdo de dois parentais interespecificos
autopoliploides. (e) origem de um alotetraploide segmental a partir da troca de segmentos

homélogos entre os cromossomos de espécies préoximas. Fonte: Chen, 2007.

O uso da poliploidia como estratégia para obtengao ganho ocorre em fungao
da rapida resposta a duplicagdo em caracteristicas como tamanho de alguns
orgaos, duracéo do periodo vegetativo, tolerancia/resisténcia a estresse bidtico
e abidtico e até por vezes na adaptabilidade em novos habitats (Chen, 2007).

O efeito da poliploidia, vai muito além da duplicacdo no numero de
cromossomos, acarretando reajuste no tamanho do nucleo, reorganizagado dos
cromossomos e nova conformagao das marcas epigenéticas, resultando em uma
reacdo em cadeia para a nova dindmica dos transcritos, metabdlitos e das
proteinas (Leitch e Leitch, 2008).

E importante destacar a complexidade no comportamento dos conjuntos de
genomas (subgenomas) presentes no alopoliploide e esclarecer terminologias

utilizadas. A expressao dos subgenomas pouco € igualitaria, e uma diversidade



de dominancia de um subgenoma sobre o outro pode ser encontrada (Figura 3).
Ha uma dualidade na utilizacao das terminologias para “dominancia em nivel de
expressao” (ELD) e viés de expressao homoéloga” (HEB). Aqui adotaremos que
ELD diz respeito ao padréo de expressao quanto a todo o genoma, ja HEB é
particular a cada gene em poliploidia e contrastado com o parental (Buggs,
2013).
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Figura 3: llustragdo da expressao dos parentais diploide e do alopoliploide. As cores vermelha e
azul, correspondem ao distinto cromossomo de cada um dos parentais e os segmentos pretos
correspondem aos locus exemplificados. (1) perfil de expressao alélico igualitario ao parental
para cada subgenomas (padrao aditivo). (2) dominancia da expresséo para o subgenoma A, em
todos os locus pontuados e B seguindo a tendéncia de A. (3) dominancia em nivel de expressao
para o subgenomas B para todos os locus pontuados, com contribuigdo aditiva e A seguindo a
tendéncia de B. (4) dominancia em nivel de expressao do subgenoma B e viés, uma vez que a
expressao de A é reprimida para todos locus. (5) dominancia da expressdo do subgenomas A
para todos os locus, com contribuigdo (viés) variavel para cada locus pontuado. (6) auséncia de

dominancia, uma vez que a contribuigdo depende do locu analisado. Fonte: Buggs, 2013.

A possibilidade de ocorrer o viés de expressao, também conhecida como sub-
funcionalizagéo, € uma possibilidade onde ambos os subgenomas estao ativos,
mesmo que nao proporcionalmente. Neste sentido, a expressao dos dois
subgenomas podem tomar alguns caminhos distintos além da sub-
funcionalizagdo, como a n&o-funcionalizagédo e a neo-funcionalizagdo (Glombik
et al., 2020). Quando levamos em consideragao a existéncia de genomas de
espécies diferentes em um mesmo organismo é possivel a sobreposigdo ou

dominéncia de um genoma a outro, como a expressao materna dominante ou a



paterna dominante (Yoo et al., 2014), culminado em niveis de expresséo que
nao atendem o quesito de aditividade, como os transgressivos up e transgressivo
down (Yoo et al., 2014).

Outra possibilidade é a de mutagcdes genéticas ou epigenética que podem
inativar um subgenoma completamente, também podem conferir uma nova
funcdo. No entanto, sdo necessarias pesquisas com o intuito de desvendar a

respeito das forgas direcionadoras para tais alteragdes (Soltis et al., 2016).

2.3.Mudangas climaticas

O ultimo relatério divulgado pelo Painel Intergovernamental das
Mudangas Climaticas (IPCC, ARG) traz cinco cenarios climaticos dependentes
da atividade antropica a nivel social, econémico e de responsabilidade ambiental
para o final deste século. A emissdo dos gases que contribuem para o efeito
estufa se destaca pela complexidade do panorama, onde ndo é mais sustentavel
apenas as medidas de reducdo de emissdo, mas também de resgate.

Os gases que mais contribuem para o efeito estufa sdo o dioxido de
carbono (CO2), metano (CHa4), éxido nitroso (N20) e diéxido sulfurico (SO2), no
entanto, o CO2 é fator chave devido a sua maior vida util na atmosfera e por
favorecer o aumento da temperatura do globo (NOAA, 2022).

Esta previsto para o final deste século um aumento de quase duas vezes
a concentragcédo de CO2 em relagao ao atual: 423,68 ppm, registrada neste junho
(NOAA, 2023). Intimamente relacionada, até o final do século, ha grande
probabilidade de que a temperatura do planeta Terra ira aumentar em pelo
menos 2°C, com possibilidade de aumento préoximo aos 4°C. A partir dos dados
registrados pelo observatorio de Mauna Loa no Hawai (NOAA), o ano de 2022
foi um dos anos mais quentes da historia (NOAA, 2022).

Ainda sobre o ultimo relatério, os panoramas trazidos correlacionam os
diferentes fatores climaticos, como disponibilidade hidrica, concentragao dos
gases que contribuem para o efeito estufa, nivel dos mares, e outros fatores
indiretamente afetados. Além disso, os outros fatores como disponibilidade
hidrica e nutricional também serdo impactados com as oscilagdes, trazendo mais
variaveis para um cenario cada vez mais obscuro com relagéo a resposta das

plantas a tais variagoes.



Em especial, as florestas sdo importantes agentes nas mudancgas
climaticas, a respeito do panorama presente e futuro, em razao do potencial em
sequestrar e armazenar o CO2 atmosférico (Sork et al., 2013). A plasticidade
fenotipica € a capacidade que algumas plantas possuem para ajustarem o
metabolismo frente a oscilagdes, como por exemplo garantir aquisicdo do C,
principalmente em condigbes de temperaturas acima da 6tima (Drake et al.,
2015) e é a caracteristica explorada nos programas de melhoramento para
garantir o estabelecimento das culturas.

O crescimento das espécies frente ao aumento de temperatura apresenta
indices variaveis e dentre os fatores que influenciam nesta resposta esta sua a
origem geografica (Way e Oren, 2010). Ha um limiar de temperatura 6tima, e
para as espécies arbodreas de clima temperado, o aumento de temperatura
contribuira para um maior crescimento, ja as de clima tropical esse limiar ja esta
muito préximo, acarretando reducdo nas taxas de crescimento. Além disso,
trabalhos que consideram varios fatores no desenvolvimento de arbdreas
reforcar temperatura como principal forga de estimulo para as particularidades

dos genatipos.

Increased
growth

A

v

Decreased
growth

Response to increased
growth temperature
o

>

Growing season temperature

Figura 4. Crescimento tedrico de espécies arboéreas frente a diferentes temperaturas.
As nuances de cores indicam a variagao de respostas possiveis. Espécies de clima
temperado (azul) podem apresentar resposta positiva quanto ao crescimento quando
em maiores temperaturas, mas reduzem o crescimento frente a condigdes limitantes a
agua e nutrientes. Espécies de clima tropical (em vermelho), podem apresentar redugéo
no crescimento, além de menor variagao de resposta entre os individuos ou espécies.
Fonte: (Way e Oren, 2010).



Tao importante quanto conhecer os efeitos dos estresses de maneira isolada,
€ entender o funcionamento do metabolismo das plantas quando estes estéao
combinados. No entanto, pouco é sabido quanto a esta combinacgao especifica,
incluindo o nivel de sensibilidade das culturas que foram desenvolvidas em
programas de melhoramento para regides especificas (Mittler e Blumwald,
2010).

A abordagem de protedmica permite entender os mecanismos-resposta a
nivel molecular e fisiologico, induzidos frente aos diferentes estresses, bem
como as respostas das plantas quando isoladas a cada um dos estresses ou
entdo, em resposta combinada (Rizhsky et al., 2002) e quando partilham
algumas rotas, denominadas cross-talk (Chinnusamy et al., 2004). A interagéo
entre ambos os estresses cria um novo estado molecular (Mittler, 2006), que
pode ser aditivo ou antagonista, o qual € determinada pelo estresse mais severo
(Pandey et al., 2015), permitindo assim o entendimento quanto aos mecanismos

adaptativos em resposta a combinagao dos estresses (Hu et al., 2015).

2.4.A proteGmica

Comparativamente a outras técnicas de estudo da expressdo de genes, a
protedmica se destaca por atuar sobre o produto final dos genes, ou seja, as
proteinas, uma vez que a sequéncia de DNA somente oferece poucas
informagdes consistentes quanto a sua funcionalidade e a de mRNA néo oferece
tdo mais informagdes (Salvato e Carvalho, 2010). Além disso, oferece melhor
elucidacao quanto a cascata de resposta das plantas a combinagao de diferentes
estresses, podendo ela ser exclusiva, independente para cada agente ou comum
a ambos (Rizhsky et al., 2002).

Ha duas abordagens para a identificacdo de proteinas, quando intactas é
denominada top-down, e bottom-up quando ha uma etapa de digestdo das
proteinas e entdo os peptideos sdo analisados (Nesatyy e Suter, 2008). A
ascensao da espectrometria de massas e também da computagcdo permitiu
técnicas de identificagdo e quantificacdo das proteinas com maior preciséo,
desde a separacao até a minuciosa atribuicao das identificacbes de cada

elemento biolégico analisado (Rozanova et al., 2021).
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Para a separagao dos peptideos na cromatografia, ha duas estratégias que
podem ser aplicadas dependendo do objetivo da analise. Quando a busca parte
da obtencdo de informagdo predominantemente quantitativa e exploratéria
(Rozanova et al, 2021) ha a selegdo dos MS1 mais abundantes (estabelecido o
N a priori) e conduzindo-os para a obteng&o dos scans do tipo MS2, denominada
aquisicao dependente de dados (data-dependent acquisition — DDA) (Sajic et al.,
2015). Ja quando a busca por informagao é mais direcionada, uma “janela” de
fragmentacdo é escolhida e entdo todos os MS1 s&o conduzidos para
fragmentagao e obteng¢ao dos scans do tipo MS2 (Bruderer et al., 2015).

A técnica tem ampla abordagem para estudos na deteccdo de proteinas
diferencialmente acumuladas para espécies cultivadas sob estimulo de CO2
(Baldassi et al.,2018; Aspinwall et al., 2018; Wujeska-Klause et al., 2019),
aquecimento (Lee et al.,, 2007; Skylas et al., 2002; Ferreira et al., 2006),
comparagao de poliploides de espécies cultivadas como o trigo (Islam et al.,
2003), canola (Albertin et al., 2006), algodao (Hu et al., 2011), Tragopogon (Koh
et al., 2012), Arabidopsis (Ng et al., 2012), entre outros fatores. No entanto, a
combinagao da concentragdo de CO:2 e a alta temperatura sédo fatores pouco
explorados na literatura, principalmente quando associada a gendtipos

poliploides.

3. OBJETIVO
Caracterizar as respostas fenotipicas e do proteoma foliar em tetraploides
de E. urophylla x E. grandis e de seu isogénico diploide, quando estimulados

pelo aumento na concentragao de COz2, temperatura e agao combinada.

4. MATERIAL E METODOS

4.1.Material genético e tratamentos

Os genatipos utilizados foram cedidos pela empresa Suzano SA (Jacarei,
SP, Brasil). De um unico hibrido de E. grandis x E. urophylla diploide, os brotos
in vitro foram submetidos a duplicacdo cromossémica por colchicina, e
selecionados cinco tetraploides somaticos (2n=4x) em fungcdo do melhor

desempenho quanto ao incremento médio anual de celulose por hectare por ano
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(IMACEL), totalizando seis genotipos. Os gendtipos foram entdo denominados
de G1 a G5 para os tetraploides e G6 para o parental diploide. As mudas se
desenvolveram em tubetes do tipo ellepot até atingirem 60 dias e entdo foram
transferidas para vasos de 5 litros contendo substrato (Bioplant). Quando
atingidos aproximadamente 30 cm de comprimento, as mudas foram adubadas
(superfosfato simples, sulfato de aménio e cloreto de potassio nas proporgdes:
8-2-1) e transferidas para camaras de crescimento controlado (Fitotron). As
camaras foram ajustadas para 60% de umidade e fotoperiodo de 12h/12h e
luminosidade de 250 micromol photons m2.s” . Os tratamentos combinaram
temperatura e concentragédo de CO2 com base nas previsdes climaticas do IPCC
(IR6), sendo as temperaturas de 25°C (controle) e 29°C e as concentragdes de
420 ppm (controle) e 680 ppm, totalizando 4 cenarios, dos quais as mudas foram
submetidas por um periodo de 30 dias, tendo sido as mesmas adubadas a cada
15 dias por meio de adigdo de NPK (superfosfato simples, sulfato de aménio e
cloreto de potassio nas proporg¢des: 8-2-1). Foram utilizadas 3 repeticoes

bioldgicas de cada gendtipo, sendo cada uma delas composta de 2 plantas.

4.2.Avaliacéo do crescimento das plantas: numero de folhas e area foliar
Foram contabilizadas as folhas completamente expandidas que se
desenvolveram durante os 30 dias de estimulo de cada planta, seguido do
registro de area foliar com auxilio do medidor eletronico de area foliar da marca
LI-COR, modelo 3100. A partir desses dados foi estabelecida a area foliar

normalizada, sendo:

namero de folhas

area foliar

4.3. Avaliacao do crescimento das plantas: altura
Antes da entrada das plantas nas camaras a altura entre o coleto e o
meristema apical foi realizada e assim repetida ao final do experimento para

obtenc&o do incremento (altura final - altura inicial).
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4.4. Avaliacao do crescimento das plantas: ramificagdes
Da mesma maneira que a altura, o niumero de ramos laterais também foi
obtido a partir da diferenga entre os ramos laterais do ultimo dia de experimento

€ O primeiro.

4.5. |dentificacédo de estresse oxidativo

A identificacdo de um possivel estresse oxidativo nas plantas foi
monitorado por meio da quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H202) e de
peroxidacao lipidica (formagéao de malonaldeido, MDA). A quantificagao de H20:2
foi realizada por meio do protocolo de Alexieva et al. (2001), em que 0,250 g de
folhas foram maceradas em acido tricloroacético e centrifugadas por 12.000 g a
5 °C durante 15 min. O sobrenadante foi suspendido em 200 yL de 100 mM de
tampao fosfato de potassio (pH 7.5) e 800 pyL de solugédo 1 M de iodeto de
potassio e mantido em ambiente escuro e em baixa temperatura. A quantificagao
de absorbancia foi realizada no espectrofotdmetro PerkinElmer-Lambda a 390
nm e expressa em pmol/g de matéria fresca. Ja a peroxidagao lipidica foi
estimada pelo método descrito por Gratao et al. (2012) cuja concentragéao é
estimada pelo conteudo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).
Para tanto, foi macerado 0,250 g de folha, seguida da homogeneiza¢ado com 20%
(p/v) de polivinilpirrolidona insoluvel (PVPP) e 0,1% de TCA e centrifugacéo a
10.000 g durante 5 min. Uma aliquota de 250 uL do sobrenadante foi adicionado
1 mL de TBA a 0,5% em TCA a 20%. Esta solugao foi incubada em banho-maria
a 95 °C por 20 min e a reagao interrompida por resfriamento rapido em gelo. A
absorbancia do TBARS formada foi determinada em espectrofotdmetro a 535
nm. As medi¢des seguiram por corregao para turbidez inespecifica subtraindo a
absorbancia a 600 nm. A concentracdo de equivalentes de MDA foi calculada
usando o coeficiente de absorbancia 1,55 x 107 mol'cm™" e os resultados

expressos em pymol.mg-" de massa fresca.

4.6.Analise do proteoma foliar: extracao de proteinas
Uma aliquota de 1 g de material foliar foi macerada em nitrogénio liquido
e homogeneizado em solugao de extracdo (500 mM Tris, 50 mM EDTA, 700 mM
sacarose, 100 mM KCI, 1% beta-mercaptoetanol, pH 8,0) por 10 min a 4°C.
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Posteriormente, foi adicionado fenol comercial (Phenol saturated, Pierce™) e a
mistura agitada em temperatura ambiente por 10 min. As amostras foram entao
centrifugadas por 10 min a 4 °C e 4.100 g e o sobrenadante coletado. As
proteinas foram precipitadas por 16 h em solug¢ao precipitante (0,1 M acetato de
amoénio em metanol) a -30 °C. Em seguida, centrifugadas por 20 min a 4 °C e
4.100 g, o sobrenadante descartado e as proteinas ressuspendidas em tampéo
de amostra (125 mM Tris pH 6,8; 20% glicerol; 1% SDS e 1% DTT). Finalmente,
a quantidade de proteinas extraidas foi quantificada por meio do “Qubit protein
assay kit” (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.7.Analise do proteoma foliar: preparo da amostra

Previamente a digestao proteica, uma aliquota de 50 ug de proteinas foi
transferida para um microtubo e 10x o volume equivalente de solucédo de 0,1 M
de acetato de aménio em metanol foram adicionados ao mesmo tubo. A
precipitagdo ocorreu por 40 min a 4°C, seguida de centrifugagdo por 6 min a
4.000 g. O sobrenadante foi descartado ao final do processo de precipitagéo.
Para lavagem do pellet proteico, o metanol foi adicionado as proteinas, a mistura
centrifugada por 8 min a 4.000 g, seguido do descarte do sobrenadante.
Finalmente, o precipitado foi reconstituido em 25 mM de solugcdo aquosa de
bicarbonato de aménio (AmBic) por 10 min a 70 °C, seguido do processo de
reducao de pontes dissulfeto (30 mg ditiotreitol em 1 ml Ambic a 25mM) por 20
min a 56 °C e resfriado em gelo. A alquilagéo (36 mg de iodoacetamida em 1 mL
de AmBic 25 mM) ocorreu por 20 min a temperatura ambiente no escuro.

A digestao proteica ocorreu utilizando tripsina na proporgéo 1:10 (tripsina
. proteina) por amostra a 37 °C overnight e posteriormente submetidas a
centrifugagdo a vacuo. Para dessalinizagdo, os peptideos tripticos foram
ressuspendidos em 0,1% acido formico em pontas de pipeta do tipo zip-tip
(Merck Millipore) de acordo com as recomendag¢des do fabricante. Apds a
quantificacdo dos peptideos por meio de fluorescéncia usando o “Qubit protein
assay kit” (Thermo Fisher Scientific), a aliquota de 1 ug foi analisada em

cromatografia liquida acoplada ao espectrémetro de massas.
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4.8. Andlise do proteoma foliar: espectrometria de massas

Foi utilizado um cromatografo liquido do tipo EASY-nLC1000 (Thermo
Fisher Scientific) para a separagéo online dos peptideos, por 90 min em nano-
coluna de fase reversa (15 cm, 3 ym, 100 A) e em gradiente decrescente de
polaridade (solvente A: 0,1% acido férmico em agua e solvente C: 0,1% acido
férmico em acetonitrila). A separagao cromatografica ocorreu em fluxo constante
de 300 nL.min"'. As aquisicbes de espectros de massas ocorreram em sistema
de alta resolugéo do tipo Q-Exactive (Thermo Fisher Scientific), utilizando-se o
modo de operacado DDA. Para tal, para cada ciclo de aquisicao de espectros do
tipo survey (MS1), de 400 a 1.600 m/z, os vinte peptideos mais abundantes
foram selecionados para fragmentagcdo de aquisicdo de espectro de
fragmentacdo (MS2). A fragmentagéo utilizada foi do tipo HCD a 35 eV. As
resolucdes utilizadas para as aquisicdes dos espectros de MS1 e de MS2 foram
70.000 e 35.000 FWHM (full width at half maximum), respectivamente. Somente
foram selecionados para fragmentagéo os ions peptidicos de carga igual a +2 e

+3, com exclusao dinamica ajustada para 10 s.

4.9. Analise do proteoma foliar: analise de dados

A identificacdo dos peptideos e inferéncia das proteinas foliares foram
realizadas por meio de buscas utilizando o software MaxQuant (v2.1.3.0) e a
ferramenta de busca Andromeda (Tyanova, Temu, Cox, 2016). Para tanto, as
informagdes espectrais foram contrastadas com aquelas oriundas do
processamento do banco de dados de Eucalyptus grandis v.2.0, encontrado no
portal Phytozome (Goodstein et al., 2012). Os parametros utilizados nas buscas
foram: 20 ppm de tolerancia para o ion precursor, a oxidagcdo da metionina foi
adicionada como modificagdo variavel e a carbamidometilagdo da cisteina como
modificagdo estatica. Foram permitidas até duas auséncias de digestdo nos
sitios de clivagem da tripsina, assumindo 1% para false-discovery rate (FDR)
considerando a estratégia target-decoy. A abundancia se deu por meio do LFQ
(Label-free quantification) intensity . Nas analises comparativas, inicialmente a
abundancia das proteinas foi normalizada pela relacdo “LFQ/MSMS count’,
transformada para logz e submetidas a andlise de normalidade e
homocedasticidade, seguidas do Teste-t de Student pelo software Perseus

(Tyanova, Temu, Cox, 2016) quando necessario. A identificagdo nas variagdes
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das quantidades das proteinas foi realizada de forma relativa, aplicando-se o
teste estatistico mencionado acima (p<0,05) e a diferenga do log2LFQ igual ou

maior que 1.

4.10. Perfis de comparacéao

Para as caracteristicas fenotipicas analisadas, os dados foram submetidos a
ANOVA, seguida do teste de tukey (p<0.05) para resposta na concentragao de
CO:z2 controle comparada com a resposta na concentracdo de CO2 elevada em
cada uma das temperaturas separadamente.

Os dados do proteoma foliar foram submetidos incialmente a um
agrupamento hierarquico, em que as proteinas diferencialmente abundantes
foram normalizadas pelo z-score e a distancia Euclidiana com ligagdo completa
foi aplicada nos agrupamentos, utilizando-se o software Perseus. Para a
abordagem comparativa da resposta do proteoma foliar, com énfase na
poliploidia, e entre os estimulos, foi aplicado o teste-t (p < 0,05) e diferenca
log2LFQ = 1 entre os gendtipos tetraploides comparados com parental diploide,
e a condigdo controle (CT°C e aCO2) comparada com os estimulos,
respectivamente. Na protedmica dirigida do Ciclo de Calvin e do Ciclo do acido
tricarboxilico, foram utilizadas as informag¢des da rota, das enzimas e suas
proteoformas depositadas no banco de dados Phytozome, onde os bancos

Pfam, InterPro e Phanter foram utilizados na classificacdo funcional.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Crescimento e estresse oxidativo em folhas de plantas cultivadas em
atmosfera modificada.

O cultivo em atmosfera enriquecida por COz2 resultou em diminui¢do da
area foliar em plantas do genétipo diploide (G6) e dos tetraploides G3 e G5 em
relacdo aquelas cultivadas em menores concentracées de CO:2 (Figura 1).
Embora sem significancia estatistica, o mesmo padrao de resposta foi observado
nas plantas dos gendtipos tetraploides G1, G2 e G4. O cultivo em atmosfera
enriquecida por COz2 e em alta temperatura induziu menor ramificagao de brotos,
em especial nos gendtipos G1, G2, G5 e G6, e reducédo no numero de folhas das

plantas aqui estudadas, principalmente nos gendétipos G1, G2, G3 e G5 (Figura
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1). Contrariamente a resposta observada quando as plantas foram cultivadas
somente em alta concentragdo de CO2, um aumento na area foliar foi observado
nas plantas cultivadas em atmosfera enriquecida de CO:2 e em alta temperatura,
especialmente nas plantas dos genotipos G2, G4, G5 e G6 (Figura 1).

O desenvolvimento das plantas € um processo dinamico e sob influéncia
de muitos fatores, (Root et al., 2003), dentre eles, o CO2 (Rogers et al., 2004).
Apesar de muitos trabalhos indicarem um aumento da area foliar como
consequéncia ao aumento de CO2, essa ndo € uma resposta obrigatéria
(Duursma et al., 2016). Particularmente, a alta temperatura tem a caracteristica
de induzir a iniciagdo de algumas estruturas, como raizes, folhas, ramificagdes,
brotamento, perfilhamento e érgéos reprodutivos, e expandir num periodo menor
(Morison e Lawlor, 2002). A partir disso, podemos sugerir que em temperatura
ambiente, 0 eCO2 atrasou o desenvolvimento das folhas de Eucalyptus, ao passo
que o efeito combinado da maior temperatura e elevada concentragcao de CO2
(eCO2) estimulou o desenvolvimento destas. Em sorgo, por exemplo, o CO2tem
maior influéncia sobre o periodo reprodutivo, retardando as plantas a iniciarem
a emissao da panicula, prolongando o ciclo da planta (Ellis et al. 1995). Nesta
dinamica, Dermody, Long e Delucia (2006) demonstram que o eCOz2 atrasou a

senescéncia do dossel de plantas, induzindo o crescimento de novas folhas.
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No entanto, ndo podemos deixar de pontuar a importante influéncia que o
gendtipo tem nessa interagdo e nos mecanismos desencadeados por essa
(Morison e Lawlor, 2002). Drake et al. (2015) enfatizam a influéncia da variabilidade
e do centro de origem das varias espécies e gendtipos de Eucalyptus na resposta
a diferentes estimulos. Na interac&do entre o aumento da temperatura e do CO2 em
gendtipos de arboreas Telopea speciosissima, a influéncia da area foliar mostrou-
se dependente do gendtipo, ja que ambos responderam com a expansido das
folhas, mas em diferentes amplitudes.

Outra consequéncia do estimulo combinado foi a redugdo no numero da
emissao das ramificagdes. Apesar de nao constatada a diferenga estatistica, Pinto
et al. (2022) também notaram essa tendéncia de redugcdo sob as mesmas
condigdes em genotipos hibridos de E. grandis. O mecanismo de penalizar uma
caracteristica em favor de outra € comum no balango metabdlico (Hartmann et al.,
2020) e aqui notamos a penalizagao do crescimento lateral em decorréncia do
aumento da area foliar.

Em plantas, as espécies reativas de oxigénio (ERO) s&o frequentemente
geradas como subprodutos do transporte de elétrons, o qual ocorre na membrana
interna das mitocéndrias e na membrana dos tilacdides cloroplastidiais. A produg¢ao
desequilibrada de ERO pode ocasionar danos celulares o que, em larga escala,
pode resultar em morte tecidual e comprometimento do crescimento das plantas
(Petrov et al., 2015). No presente trabalho, os niveis de perdxido de hidrogénio
(H202) e do malonaldeido (MDA) foram utilizados para avaliagdo do estresse
oxidativo e possiveis danos celulares associados a esse. Embora n&o se tenha
observado variagdes significativas entre os tratamentos aqui estudados, algumas
consideragdes se fazem importantes: foi possivel observar que o crescimento em
atmosfera enriquecida em COz2 induziu um maior acumulo de H202 em plantas do
gendtipo diploide (G6) e que essa condicao foi revertida quando as plantas foram
cultivadas em atmosfera combinada (Figura 2). Contrariamente, plantas do
gendtipo poliploide G1 apresentaram redugdo no acumulo de H202 quando
cultivadas somente em atmosfera enriquecida por CO2 (Figura 2). Nessas plantas,
0 padrao de acumulo de H202 foi retornado aos niveis controle quando cultivadas
em atmosfera enriquecida em CO2 e em alta temperatura combinadas. Plantas do

gendtipo G3 e G4 mostraram-se as mais recalcitrantes para a reversao dos efeitos
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oxidativos induzidos por cultivo em alta concentracdo de CO:2. A quantificacdo de

MDA néo indicou lise celular nos genétipos e tratamentos aqui avaliados (Figura 2).

H,0, MDA
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Figura 2: Conteudo de peréxido de hidrogénio (H202) e malonaldeido (MDA) nas folhas em
genotipos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis diploide (G6) e tetraploides (G1 a
G5) apos 30 dias de cultivo sob condigdes controladas. aCO»= 410 ppm; eCO»= 680 ppm;
CT= 25 °C; HT= 29°C. *Diferenca estatistica segundo o teste de Tukey (p<0.05).

5.2. Analise global do proteoma foliar de plantas cultivadas em atmosfera
modificada.

A avaliagédo de agrupamento hierarquico, realizada entre os proteomas foliar
dos gendtipos aqui estudados em condigao ausente de estimulo controlado, indicou
similaridade entre o proteoma foliar do gendtipo diploide (G6) e o proteoma foliar
de plantas tetraploides G4, o que sugere maior semelhanga entre esses genotipos
na expressao constitutiva de genes em condigbes de crescimento ausentes de
estimulos (Figura 3). Contudo, a relagdo de semelhanga entre os gendtipos G6 e
G4 foi alterada quando as plantas foram submetidas a diferentes condigdes de
cultivo. Embora o cultivo das plantas em condicdo controle (CT-aCOz2) tenha
resultado na manutencdo da similaridade do proteoma foliar do gendtipo diploide
em relagdo ao tetraploide G4, nota-se que o estimulo combinado de atmosfera
enriquecida de CO2 e de alta temperatura resultou em maior dissimilaridade do
proteoma do gendtipo diploide em relacdo a todos os tetraploides aqui avaliados. E
importante notar que as relagdes entre os proteomas dos genotipos estudados nao
apresentaram um padrao definido, alternando-se de acordo com as condigbes de

cultivo impostas as plantas (Figura 3).
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Figura 3. Cluster hierarquico do proteoma foliar de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis em genotipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apos 30 dias de cultivo sob
condigdes controladas. aCO2= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C; HT= 29°C.

A plasticidade apresentada pela avaliagdo do proteoma global indica que
além do centro de origem das espécies, as diferengas produzidas estédo
intimamente relacionadas as particularidades do proprio gendétipo (Huang et al.,
2015). Com relagado aos gendtipos aqui analisados, a hibridizagdo entre duas
espécies diferentes, o processo de duplicagdo do conjunto de cromossomos e o
reajuste da informagéo genética podem ser fonte de diferenciagdo. Denaeghel et
al., (2018) ja demonstraram que para cada uma das espécies do género Escallonia:
E. rubra, E. rosea, e E. illinita o processo de duplicacao foi particular, resultando em
diferentes comportamentos referentes a arquitetura, morfologia e plasticidade
fenotipica quanto a tolerancia a baixas temperaturas. O processo de duplicacio
cromossbmica pode causar grandes alteragdes no genoma por gerar mutagoes,

alteracdes no balango da abundéancia das proteinas, na disposi¢ao dos elementos
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transponiveis, além de inUmeras possibilidades de alteragées na mitose e meiose
(Comai, 2005).

No entanto, sdo escassos os relatos na literatura sobre a variabilidade dos
varios novos poliploides induzidos a partir de um mesmo parental. Riley e Chapman
(1958) conseguiu provar a existéncia de modulagdo nas taxas de crossover entre
os cromossomos homologos (Hollister, 2015).

As dissimilaridades entre o proteoma foliar dos gendtipos aqui avaliados
foram mais pronunciadas quando as plantas foram cultivadas em alta temperatura
(Figura 4). Nota-se que o padrao mais dissimilar na expressao global de genes (i.e.
do proteoma) do gendtipo diploide foi observado quando as plantas foram
cultivadas em atmosfera enriquecida de CO2 e em alta temperatura. Dong et al.,
(2011) monitoraram a expressao dos genes em alopoliploides de G. hirsutum a
nivel de estresse e de 6rgdo. A variabilidade foi pontuada a partir dos genomas
parentais, e demonstrou ser particular para cada nivel analisado, enfatizando o viés
de expressdo e na sub-funcionalizagdo. Os autores ainda mostraram que a
expressado € orgao e tempo-dependente e que, para o material estudado pelos
autores, o estresse salino e o térmico (calor) foram os que mais induziram
alteracoes.

Tendo em vista a auséncia de um padrao de respostas do proteoma foliar
entre 0s genodtipos, uma abordagem comparativa foi realizada visando a
identificacdo individual das proteinas com variagdo significativa de abundancia
(teste-t p<0,05 e diferengca log2LFQ = 1) entre o genotipo diploide (G6) e os
gendtipos poliploides (G1 a G5) em condigdo ausente de indugdo de qualquer
estimulo durante cultivo (Tabela 1). Nao foram identificadas proteinas com variagao
significativa na abundéancia entre o proteoma do gendétipo G6 e o proteoma foliar do
genodtipo poliploide G4. Esse resultado corrobora aquele descrito na analise de
agrupamento hierarquico, evidenciando uma maior semelhanga entre esses dois
gendtipos dentre todos aqui estudados. Contrariamente, o gendtipo mais dissimilar,
quanto ao numero de proteinas diferencialmente abundantes, em relagdo ao
gendtipo diploide foi o tetraploide G3 e evidenciando que nenhuma proteina

diferencialmente abundante foi comum entre os tetraploides (Tabela 1).
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Figura 4. Analise multivariada do proteoma foliar de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis em gendtipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apds 30 dias de cultivo sob
condigdes controladas. aCOx= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C; HT= 29°C.

Em A. thaliana o numero de transcritos em genotipos tetraploides mostrou-
se sutiimente variavel quando comparados com o parental diploide (Song et al.,
2020). Em Tragopogon, a quantidade de proteinas, i.e., produto génico especifico,
do poliploide foi similar ao diploide parental e menor que o hibrido diploide,
indicando que, por vezes, a hibridizacdo confere maior diversidade de respostas do
que a duplicagéo (Koh et al., 2012). Com isso, entendemos que a abundancia de
proteinas em gendtipos poliploides induzidos ndo é homogénea e, muito menos,
previsivel.

Os eventos descritos anteriormente indicam que apesar dos tetraploides
terem a mesma origem parental, o padrao de expresséo entre eles ndo € o mesmo.
Principalmente considerando que eles se originam de um hibrido interespecifico e
de alta heterozigosidade. Neste sentido Grover et al. (2012) sugere a possibilidade
de ocorréncia do desbalang¢o quanto ao padrao de expressdo dos pares génicos
em alopoliploides. Song et al (1995) demonstraram a instabilidade do genoma de
poliploides artificialmente induzidos de Brassica, a qual acarretou variagcéo do perfil
de expressdo dos genes. Dessa forma, podemos hipotetizar que os diferentes
padrées de abundancia dos genes/proteinas devem-se, possivelmente, a um
processo de randomizagdo do material genético ocorrido durante o processo de
poliploidizagdo, onde parte dos cromossomos podem ter sido perdidas (1), ou parte
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pode ter sido silenciada (2),ou entdo, copias génicas podem ter se reorganizado e
passado a codificar para uma nova fungao (neofuncionalizag¢ao) (3) (Wang et al.,
2012 e Yoo et al., 2014).

Entre as proteinas mais abundantes na distincdo dos tetraploides com
parental diploide (Tabela 1), duas delas s&o heat shock proteins (Eucgr.H04692.1
e Eucgr.L02860.1). As Heat Shock Proteins (HSP) sao proteinas expressas durante
o ciclo de vida natural das plantas para manutencao das atividades gerais (Waters
et al., 1995), no entanto, seu principal papel € o de minimizar os efeitos negativos
desencadeados pela alta temperatura durante o ciclo de vida das espécies
(Comastri et al., 2018). Wang et al. (2017) identificaram o aumento e manutengao
no numero de genes codificantes para as Small Heat Shock Proteins (SHSP) em
trigo, considerado uma evidéncia de melhor adaptagdo nos ambientes mais hostis.
Neste mesmo sentido, a casein lytic proteinase B3 (Eucgr.101982.1), também tem
sua expressdo aumentada em condicoes de estresse térmico, induzindo
conformagdes particulares aos cloroplastos impedindo danos (Parcerisa et al.,
2020). Como estratégia evolutiva, durante o processo de diploidizagdo dos
ancestrais poliploides das espécies, foi favorecido a retengédo dos genes duplicados
que conferem tolerancia a agentes bidticos e abidticos, como as HSPs (Sterck et
al., 2007).

Outra proteina que apresentou a diferenga na abundancia maior que duas
vezes quando tetraploide, foi a ferritin 4 (Eucgr.J00176.1). Muitas hipéteses para a
funcao da ferritin nas plantas foram sugeridas, mas pouco foi atribuido com grande
grau de confianga (Briat et al., 2010). Ravet et al. (2009) associaram os niveis
diretamente proporcionais de ferritin na folha e a atividade das enzimas
detoxificantes, demonstrando seu papel em combater os efeitos negativos
desencadeados por algum estresse. Em plantas de péra submetidas a estresse
térmico (alta temperatura) e salino, apresentaram maior acumulo da ferritin 4
(PpFer4) enfatizando sua importante atuacéo durante o periodo de adaptagao a
nova condi¢gdo imposta (Xi et al., 2011). Esses dados so6 reforcam a hipotese de
que a poliploidia permitiu maior plasticidade metabdlica para que alguns gendtipos
de Eucalyptus se tornassem mais resilientes as mudancgas de CO:2 e temperatura.
Tal caracteristica € de suma importancia frente as mudancgas climaticas que se
tornam cada vez mais intensas e frequentes, principalmente para culturas perenes

que enfrentaram tais alteracdes durante todo seu ciclo de vida.
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5.3.Respostas do proteoma foliar de plantas cultivadas em atmosfera
enriquecida de CO2 e em alta temperatura
Visando uma melhor compreensdo das alteracbes induzidas pelo
crescimento em atmosfera enriquecida de CO2 e em combinagdo com a alta
temperatura, as respostas e efeitos no proteoma foliar dos gendétipos aqui
avaliados foram individualmente estudados e classificados de acordo com as

categorias indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Classificagdo da resposta do proteoma foliar segundo a abundéancia
em genotipos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis diploide (G6) e

tetraploides (G1 a G5) depois de 30 dias sob cultivo em condi¢des controladas.

Enriquecimento de CO;

Tipo de efeito Alta temperatura (HT) HT + eCO;
(eCO.)

Dominante (caso 1) aumento diminui¢do ou sem alteracao aumento
Dominante (caso 2)  diminuigdo ou sem alteragao aumento aumento
Codominante aumento aumento aumento
Antagonista (caso 1) aumento diminuigao sem alteracao
Antagonista (caso 2) diminuicéo aumento sem alteracao
Inibitério diminuigdo ou aumento diminuigdo ou aumento auséncia
Exclusivo sem alteracéo sem alteracéo aumento

As respostas do proteoma foliar do genétipo diploide (G6, Tabela 3) para
o estimulo combinado de alta temperatura e enriquecimento de COz2, foram
predominantemente caracterizadas pelo efeito exclusivo no estimulo combinado
da alta temperatura e enriquecimento por CO:2 (classificacdes na Tabela 2).
Contrariamente, a resposta do proteoma das plantas dos gendtipos poliploides
mostrou-se mais diversa, tendo sido também observados efeitos de
codominéancia, inibicdo e antagonismo entre os estimulos avaliados. Os
gendtipos que apresentaram os maiores numeros de proteinas diferencialmente
abundantes quando estimuladas pelo COz: e pela temperatura e em relagao aos

estimulos individuais, foram os poliploides G3 e G4.
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Uma hipdtese que deve ser considerada € que a diversificagcdo na
abundancia das proteinas dos poliploides, exceto para G4, pode ser atribuida a
dosagem alélica, a qual esta intimamente relacionada aos parentais envolvidos
na hibridizac&o (Birchler et al. 2005). A relagao entre a expresséo e a dose do
alelo, ou seja, a sua quantidade, pode ser dependente ou independente (Shi et
al. 2015). No estudo aqui conduzido, a abundancia das proteinas indica ser
independente, uma vez que todos os tetraploides sao gerados a partir do mesmo
parental (hibridizagdo) e, posteriormente, seguidos juntos para o evento de
duplicacdo. A independéncia da expressdo esta relacionada a dinamica de
diversos elementos envolvidos na ativagao ou desligamento dos genes em
diversos momentos do estadio de desenvolvimento (Shi et al., 2015), a exemplo
dos elementos transponiveis e familias de RNA (Hollister et al. 2011).

Para algumas espécies a diversidade dos alelos acarretada pela
poliploidizacado s6 é desencadeada quando efetivamente em ambiente hostil ao
seu desenvolvimento, demonstrado na espécie modelo A. arenosa (Baduel et
al., 2018, 2019). E a diversidade alélica &€ obtida devido ao favorecimento do
rompimento de ligagbes entre genes (crossing-over) e que tem maior
probabilidade de ocorréncia em regdes génicas para caracteristicas
desfavoraveis ao desenvolvimento, e o comportamento é oposto para genes que
conferem adaptabilidade (Schmickl e Yant, 2021). No entanto, para a dosagem
alélica em poliploides, além da condi¢cdo de recombinagao entre o conjunto de
cromossomos, ha também a estabilidade no pareamento dos cromossomos. A
proximidade evolutiva das espécies envolvidas em um alopoliploide pode levar
a instabilidade durante a meiose ou perfeita estabilidade, como ocorre em
Brassicas, a depender das espécies combinadas (Zhou et al., 2016).

Visando um melhor entendimento das fun¢des desempenhadas pelas
proteinas exclusivas ao efeito combinado do eCO:2 e da alta temperatura entre
0os gendtipos, destacamos as proteinas que foram comuns a maioria dos
gendtipos e que apresentaram um aumento na sua abundéancia em pelo menos
2x quando comparada com a condi¢ao controle (Tabela 3).

A ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
(Eucgr.K02223.1) foi comum ao diploide G6 e aos poliploides G2, G3 e G4. No
mesmo sentido, o tetraploide G3 e o diploide G6, apresentaram maior

abundancia da ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
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(Eucgr.B03013.1), assim como a lycopene beta/epsilon cyclase protein
(Eucgr.C03415.3). O maior efeito da interagdo eCOz2 e alta temperatura esta na
abundancia da enzima RuBisCO, por meio de duas proteofomas codificantes
para a subunidade menor. E interessante notar que ha predominancia dos
poliploides na maior abundancia da RuBisCO. Por muitos motivos, o
melhoramento genético classico invariavelmente assume perdas de
caracteristicas em favorecimento de outras caracteristicas. Galmés et al., (2019)
pontuam a auséncia de responsividade da RuBisCO a variagdes ambientais,
que, no entanto, pode ser recuperada com o processo de formacao de hibridos
e até mesmo da duplicagao cromossémica. Associado a isso esta a sensibilidade
da RuBisCO gendtipo-dependente, como relatada em gendtipos de arroz (Gesch
et al., 2003).

A lycopene beta/epsiloncyclaseprotein (Eucgr.C03415.3) também teve
aumento na abundancia em condi¢do combinada. As lycopene ciclases, beta
(LCY-B) e épsilon (LCY-g) sao amplamente conhecidas pelo papel dinamico em
salvaguardar o fotossistema (Pogson e Ressler, 2000) isso devido ao processo
de converséo de licopeno a luteina na via de biossintese de carotenoides (Song
et al. 2016), e na atenuagéo do estresse oxidativo (Cantrell et al., 2003). Além
disso, em plantas transgénicas para superexpressédo da LCY-g, foi constatado
menor dano de membrana por meio da quantificacdo de MDA e aumento no
conteudo de peroxidase (SOD) e superéxido dismutase (POD) para atenuagao
do estresse quando comparadas com plantas selvagem, ambas sob estresse
salino (Yin et al., 2020). Apesar de haver apenas comprovagdes quanto ao
estresse salino e hidrico (Shi et al., 2015; Qingbo et al., 2019) os mecanismos
para minimizar o estresse oxidativo independem da natureza do estressor, sendo
assim, é possivel que as lycopeno ciclases estejam atuantes nos poliploides de
eucalipto pelas mesmas razdes.

Os poliploides G2, G3 e G4 compartilham a redug¢ao na abundéancia da
acyl carrier protein 3 (Eucgr.B01262.2). Ha diferentes isoformas para a acyl
carrier protein (ACP’s), no entanto, apesar de serem cofatores na rota dos acidos
graxos (Huang et al., 2017), o impacto individual de cada uma delas n&o é
igualitario (Fu et al., 2020). A atuagado das ACP’s € a de prevenir 0s organismos

de uma interferéncia direta do ambiente sobre o seu metabolismo, para isso



34

promove uma interface, através de camadas de cuticula, suberina e membranas
(Beisson et al., 2007)

O diploide G6 e o tetraploide G4, tiveram a inibicdo na abundéancia da
CP12 domain-containing protein 1 (Eucgr.K03545.1). Em consonéncia com a
(glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH) e phosphoribulokinase
(PRK), a CP12 atua no ciclo de Calvin (Gontero e Maberly, 2012). De modo que
a CP12 esta na forma de um complexo, em conjunto com GADPH e PRK para
regular a atividade do ciclo de Calvin durante o ciclo circadiano das plantas
(Tamoi et al., 2005). Marri et al. (2009) propdéem a agao antagbnica da CP12 e
as tiorredoxinas, cuja maior proporgao pode levar a impulsionar o ciclo na
assimilagao de CO:2 ou supressao dele, respectivamente. Além disso, quando
em condigdes que perturbam o metabolismo e se faz a produgédo de espécies
reativas de oxigénio, a CP12 atua sobre essas, impedindo que a fixagdo do

carbono seja comprometida (Marri et al., 2014).

5.4. Alteracdes metabdlicas das plantas cultivadas em atmosfera enriquecida
de CO2 e em alta temperatura.

No presente trabalho, foram identificadas proteoformas das 11 enzimas
que atuam no Ciclo de Calvin-Benson (figura 5). Visando monitorar o efeito dos
do eCO2 e da alta temperatura no metabolismo das mudas de Eucalyptus,
ressaltamos a somatdria da abundancia das proteoformas para cada enzima
aqui identificadas (Tabela 4).

O ciclo é o responsavel por captar CO2 atmosférico, por meio das 13
reacdes, e gerar moléculas de carbono simples (Bassham et al., 1950).
Nenhuma diferenca estatistica foi detectada entre os tratamentos ou entre os
gendtipos, no entanto, € notavel uma tendéncia de aumento na abundancia das
enzimas quando em incremento de CO2 apenas. Segundo Santos et al. (2014) a
abundancia das enzimas do Ciclo € mais pronunciada quando as mudas de E.
urophylla sao submetidas a atmosfera de 1000 ppm, concentragao superior em
mais de 30% da utilizada no nosso trabalho.

Contudo, em condicado de aumento de temperatura somente ou
combinada com o eCOz2, a abundéncia é bastante similar ao controle, sugerindo
haver mecanismos de regulagdo ou até mesmo inibigdo pelo aumento em 4°C

na temperatura.
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Figura 5. Proteoformas das enzimas do ciclo de Calvin identificadas em
gendtipos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis diploide (G6) e
tetraploides (G1 a G5) quando cultivados em atmosfera enriquecida em COz2e

alta temperatura. RBC: ribulose -1,5,bisfophate carboxylase; PGK: phosphoglycerate kinase; GAPDH:
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; TPI: triose phosphate isomerase; FBA: fructose-1,6-
bisphosphate aldolase; FBPase: fructose-1,6-bisphosphatase; TK: transketolase; SBPase: sedoheptulose-
1,7-bisphosphatase; RPE: ribulose-5-phosphate 3-epimerase; RPI: ribose-5-phosphate isomerase; PRK:
phosphoribulokinase. Simbolo “v “indica que a proteina foi identificada por espectrometria de massas.

O perfil de abundéancia das proteinas (indicados na Tabela 3) quando
confrontado com as abundéncias das enzimas do Ciclo de Calvin nos permite
pontuar sobre alguns reguladores. A CP12, que é uma das candidatas em
regular o funcionamento do ciclo, quando em ambiente de aumento CO2somente
e combinado com o aumento da temperatura teve sua abundancia reduzida em
G2, G3, G4 e G6, no entanto, isso nao refletiu diretamente para tornar o ciclo
mais ou menos estimulado. As ferredoxin/thioredoxin (Fd/TRX) sdo importantes
enzimas também envolvidas na regulagdo do Ciclo, atuando no status das
reacOes para conversao da energia luminosa, sendo a thioredoxin abundante em
nossas amostras (indicadas na Tabela 3). O mecanismo de atuagdo das
thioredoxin, para a maioria das proteinas, € o de remover as pontes dissulfeto

para converté-las em funcional, no entanto, para um pequeno grupo, essa
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remogé&o converte-as em n&o funcionais (Gonzalez et al., 2014). Ja a ferredoxin
tanto no embrido, 6rgaos reprodutivos e vegetativos de Arabidopsis demonstram
também ter o papel de detoxificacdo do metabolismo, e até mesmo em condi¢des
de auséncia de estresse, concentrar enzimas responsaveis por inativar as ROS
como prevencgao de intempéries futuros (Ravet et al., 2009). Em nossos dados,
as TRX foram mais abundantes entre os poliploides, mas de maneira muito
particular dependendo do gendtipo. Além disso, sinalizou ter efeito dominante ao
CO2 ou exclusivo, no entanto, também ndo demonstrou estar diretamente
relacionada as respostas obtidas no ciclo.

E esperado que o enriquecimento da atmosfera em CO2 contribua para
aumento nas abundéancias das enzimas do Ciclo de Calvin, no entanto, outros
fatores sdo essenciais para que isto ocorra, como: disponibilidade da 3PG,
intensidade luminosa suficiente para gerar ATP, eficiente atividade da rubisco &
mais importante que a quantidade, a fim de que a regeneragao ocorra em tempo
habil e, por ultimo, que as outras reagdes adjacentes ao ciclo de Calvin estejam

em sincronia (Stitt et al., 2021).

Tabela 4: Somatéria da abundancia das enzimas do Ciclo de Calvin-Benson
identificadas em gendtipos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis diploide
(G6) e tetraploides (G1 a G5) quando cultivados em atmosfera enriquecida em

CO: e alta temperatura.
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O Ciclo do acido tricarboxilico € composto por oito enzimas principais
responsaveis pela incorporacdo do carbono nas mitocéndrias. O ciclo é
responsavel pela respiragdo mitocondrial, produgcdo energética e fonte de
esqueletos carbdnicos para outras rotas (Fernie et al., 2004).

Foram identificadas ao menos duas proteoformas de cada uma das
enzimas do ciclo (Figura 6). Assim como para as enzimas do Ciclo de Calvin-
Benson, a abundéancia de cada uma das enzimas do ciclo foi calculada e a
somatéria da contribuicdo da abundéncia de todas as suas proteoformas
identificadas (Tabela 5). Os gendtipos G1 e G3 se diferenciam entre si a partir
da somatdria de todas as enzimas do ciclo. Este resultado ressalta a
diferenciacao imposta pela duplicacdo induzida sobressaindo a imposi¢cao do
aumento de temperatura e concentracédo de COo.
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Figura 6. Proteoformas das enzimas do TCA identificadas em gendtipos de
Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5)

quando cultivados em atmosfera enriquecida em CO:2 e alta temperatura. csy:
citrate synthase; ACO: aconitase; DH: isocitrate dehydrogenase; ODC: oxoglutarate dehydrogenase
complex; SCoAL: succinyl-CoA ligase; SDH: succinatedehydrogenase; FUM: fumarase; MDH: malate
dehydrogense; ME: malic enzyme; PDC: pyruvate dehydrogenase complex. Simbolo “v “indica a proteina
identificadas por espectrometria de massas nas amostras.
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Apesar da auséncia de diferenga significativa, os gendtipos G1 e G6
apresentaram uma tendéncia em aumentar o acumulo das enzimas do ciclo do
acido tricarboxilico quando em aumento de temperatura, a qual é reduzida
quando combinado com o CO2. No entanto, para os outros gendtipos néo
conseguimos identificar a mesma tendéncia.

Com o aumento na concentragdo de CO:2 é possivel que tenha existido
um aumento na expressao de enzimas de outras rotas biossintéticas em razao
da maior oferta dos esqueletos carbdnicos oriundos do CBB (Austen et al., 2019).
Além disso, a maior oferta de carbono pode conferir respostas metabdlicas mais
rapidas frente a estresses (Wahid et al., 2012), como langando a estratégia de
sintetizar compostos antioxidantes e termotolerantes (Austen, 2019). Tamaoki et
al. (2003) ja sugeriram a variagdo genética natural em Arabidopsis como a

responsavel pela tolerancia ao dano oxidativo.

Tabela 5: Somatoria da abundéncia das enzimas do Ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) identificadas em gendtipos de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis
diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) quando cultivados em atmosfera

enriquecida em CO: e alta temperatura.
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6. CONCLUSAO

As plantas dos tetraploides somaticos apresentaram o mesmo padrao de
resposta fenotipica que o parental diploide. O crescimento em atmosfera
enriquecida de CO:z2 foi caracterizado pela diminuigdo da area foliar, fenétipo esse
revertido quando as plantas foram cultivadas sob estimulo combinado de alto
CO:2 e alta temperatura. Vale ressaltar que essa condicdo de cultivo também
induziu diminuicdo na ramificacao lateral das plantas. Nas condi¢des de cultivo
aqui avaliadas n&do houve inducido de estresse oxidativo e danos celulares nos
genotipos.

A abundancia das proteinas dos gendtipos tetraploides n&o apresentou
grande diferengca na expressao constitutiva de genes em relagdo ao gendtipo
diploide. No entanto, o crescimento em alta temperatura induziu as maiores
diferengas proteicas nos gendtipos aqui avaliados, incluindo proteinas unicas,
que nao haviam sido induzidas quando as plantas foram individualmente
estimuladas.

A protedmica de interpretacao dirigida para as enzimas do Ciclo de Calvin
e Ciclo do acido tricarboxilico indicou a mesma tendéncia de aumento para
ambos os metabolismos estudados quando os gendtipos se desenvolveram em
atmosfera enriquecida por CO2 somente quando em alta temperatura ou
condigdo combinada, as enzimas do CBB e do TCA apresentaram mesmo

padrao de abundancia que na condigao controle.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Combinar o desenvolvimento de novos gendtipos ja em condi¢do climatica
futura é estratégia de grande importancia. Para tetraploides de Eucalyptus, o
enriquecimento por CO2 associado a amenas ou altas temperaturas acarretam
respostas opostas na arquitetura das mudas.

A prote6mica nos mostrou que a expresséo de genes de poliploides é mais
complexa e menos previsivel em relagdo a uma simples duplicagédo
cromossbmica e aumento de dosagem alélica. Além disso, a hibridizagdo dos
parentais contribuiu para maior diversidade alélica, tanto do parental diploide
como dos tetraploides, refletindo em individuos mais flexiveis as oscilagées do
ambiente.

Explorar as rotas alvos dos estimulos mais uma vez reforgcou que o
incremento por CO2 tende a incentivar maior atividade, enquanto maiores
temperaturas inibem essa capacidade do COa.

Esta abordagem exploratéria contribuiu para o entendimento do metabolismo
de mudas tetraploides no enfrentamento a condi¢des futuras de enriquecimento
de CO: e altas temperaturas. Assim, abre uma gama de janelas para aprofundar
os conhecimentos durante maiores periodos de desenvolvimento e associagao

com outros cenarios climaticos.
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APENDICES

Apéndice 1A. Numero de folhas de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis
em gendtipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apds 30 dias de cultivo sob
condic¢des controladas. aCO2= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C; HT= 29°C.
*Diferenga estatistica segundo o teste de Tukey (p<0.05).
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Apéndice 2A. Area foliar média de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis em
gendtipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apds 30 dias de cultivo sob
condic¢des controladas. aCO2= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C; HT= 29°C.
*Diferenga estatistica segundo o teste de Tukey (p<0.05).
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Apéndice 3A. Numero de ramos foiares de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus
grandis em genotipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apds 30 dias de
cultivo sob condig¢des controladas. aCO2= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C;
HT= 29°C. *Diferenca estatistica segundo o teste de Tukey (p<0.05).
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Apéndice 4A. Incremento em altura de Eucalyptus urophylla x Eucalyptus grandis
em genotipos diploide (G6) e tetraploides (G1 a G5) apds 30 dias de cultivo sob
condigdes controladas. aCO2= 410 ppm; eCO2= 680 ppm; CT= 25°C; HT= 29°C.
*Diferenca estatistica segundo o teste de Tukey (p<0.05).
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