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Estudo da anatomia e bioquimica caulinar de mudas de
Eucalyptus urophylla cultivadas em alta concentracio de CO:

RESUMO - De acordo com o ultimo Painel Intergovernamental sobre Mudangas
Climaticas (IPCC), a atmosfera do planeta Terra apresenta a maior concentracéo de
CO2 registrada nos ultimos 800.000 anos. Modelos de predigdo da composigéo
atmosférica indicam uma tendéncia de aumento da concentragdo desse gas em um
futuro proximo. Plantas que possuem fotossintese do tipo C3, como o eucalipto,
devem ter o crescimento e 0 acumulo de biomassa favorecidos caso a concentragcao
de CO:2 predita pelo IPCC se confirme. O objetivo do presente trabalho foi verificar as
modificacdes anatdbmicas no caule induzidas por alta concentracdo de CO:2 e avaliar
o conteudo de lignina da parede celular em caules de Eucalyptus urophylla quando
submetidos as concentragdes de 410 ppm e 980 ppm desse gas. Para tanto, foram
feitas avaliagbes estruturais (composicdo anatébmica do caule) e bioquimicas
(concentragao e biossintese de lignina) de plantas jovens cultivadas em elevada
concentracdo de CO2. Foi verificado que as plantas avaliadas apresentaram um
aumento na espessura do tecido cortical e dos tecidos condutores (xilema e floema)
de seiva. Além disso, verificou-se a deposicdo de menor quantidade de lignina na
parede celular de células recém-diferenciadas. Contrariamente, ndo foram verificadas
alteragcdes na quantidade relativa da lignina caulinar, da proteina COMT1 e do
proteoma subcelular envolvido na biossintese de parede celular. Nossos dados
indicam que o aumento da concentragdo de CO2 em plantas jovens de Eucalyptus
urophylla induz aumento no crescimento caulinar e menor lignificagdo de células
recém-diferenciadas.

Palavras chave: Estresse abiotico, fisiologia vegetal, protedmica



Study of the anatomy and biochemistry stem of Eucalyptus
urophylla seedlings cultivated at high CO: concentration

ABSTRACT - According to the latest Intergovernmental Panel on Climate Change
(IPCC), one atmosphere on planet Earth has the highest CO2 concentration recorded
in the last 800.000 years. Prediction models of atmospheric composition that may
cause an increase in concentration of this gas in the future. Plants with C3 type
photosynthesis, such as eucaliptus, should have favorable growth and biomass
volumen if the IPCC predicted COz2 concentration is confirmed. The aim of the present
study was to verify how anatomical changes in capsules induced by high CO2
concentration and to evaluate the cell wall lignin content in Eucalyptus urophylla stems
when submitted to 410 ppm and 980 ppm concentration of this gas. For this, the
analyzed compositions (stem anatomical composition) and biochemical (line
concentration and biosynthesis) of Young plants cultivated in CO2 concentration werw
used. It was selected that the evaluated plants showed an increase in the thickness
of the cortical and conductive tissues (xylem and phloem) of sap. In addition, the
deposition of the smallest amount of cell line in the cell Wall of newly differentiated
cells was verified. In contrast, there were no changes in the relative amount of causal
line, COMT1protein and subcellular proteome and subcellular proteome used in cell
Wall biosynthesis. Our data show that increasing CO2 concentration in young
Eucalyptus urophylla plants induces increased stem growth and lower lignification of
newly differentiated cells.

Keywords: Abiotic stress, plant physiology, proteomics
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1. INTRODUCAO

De acordo com o Earth System Research Laboratory (ESRL, 2019), a liberagéo
de dioxido de carbono (CO2) aumentou de 315 ppm em 1958 para 415 ppm em 2019.
Ha uma expectativa de que a concentragdo de CO2 média atinja a marca de 985 ppm
em 2100, dependendo do desenvolvimento sécio-econdmico global e de politicas
publicas e privadas de mitigacdo da emisséo dos gases de efeito estufa (IPCC, 2014).
Em plantas, muitos efeitos sdo esperados caso exista uma nova condigao climatica. O
aumento do CO2 pode acarretar um aumento no numero, tamanho e area total das
folhas, tamanho do ramo, biomassa e taxa de crescimento (Huang et al., 2007),
principalmente em mudas e arvores jovens (Wang, 2007). Contudo, € importante
ressaltar que estas alteracdes provocadas pelo aumento da taxa de CO2 podem variar
entre as espécies e cultivares florestais utilizados pelo homem (Voelker et al., 2016).

O género Eucalyptus esta entre as plantas lenhosas mais sensiveis ao aumento
de COs2. Por ser uma planta do tipo C3, este cenario pode impactar positivamente nas
taxas de fixagdo de carbono e favorecer o seu crescimento (Atwell et al., 2003). Em
plantas do tipo C4, nas atuais concentragbes de CO2 (410 ppm) ha saturagcédo da
enzima PEPCase (fosfoenol piruvato carboxilase) ndo apresentando efeito direto com
o aumento do CO2z (Pimentel, 2011). Estudos indicam que ha crescimento da planta
(diferenciacdo celular) quando todos os recursos abioticos (temperatura,
disponibilidade de agua, nutrientes) sdo oferecidos plenamente (Korner, 2015).
Mckiernan et al. (2012) realizaram um estudo para verificar as alteragées na produgéo
de metabdlitos frente a elevagao de CO2 em Eucalyptus. globulus e E. paciflora. Foi
observado que o enriquecimento da atmosfera com CO:2 induziu diferencas na
producdo de metabdlitos secundarios, em ambas as espécies. Salomon et al. (2019)
realizaram um estudo em que plantas de E. tereticornis apresentaram aumento no
tamanho de células do xilema apds cultivo em elevada concentragdo de CO2.
Ghannoum et al. (2010) estudaram a espécie de eucalipto de rapido crescimento, E.
saligna, e de crescimento mais lento, E. Sideroxylon e observaram que a elevagéo do
CO:2 e temperatura estimularam individualmente o acumulo de biomassa em ambas as
espécies de plantas. De acordo com estudo feito por Hasegawa et al. (2016), em solos
florestais de eucalipto no leste da Austradlia, a elevacdo do CO2 aumenta a
disponibilidade das plantas captarem nitrogénio e fosforo no solo, atribuida a microbiota

da rizosfera.
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A parede celular € uma estrutura pertencente da célula vegetal, constituida por
agrupamentos de macromoléculas, dentre elas, polissacarideos, proteinas e
substancias fendlicas. A parede celular tem, como fung¢des, proporcionar rigidez
mecanica, controlar a expansao celular e transportes intracelulares, além de proteger
a célula de organismos patogénicos e predadores (Evans et al., 2000).

Dentre os principais constituintes da parede celular, destacam-se a celulose e a
lignina. A celulose € um dos polissacarideos naturais mais abundantes. Seguido da
lignina que é impregnada na parede celular secundaria, € uma macromolécula que
confere rigidez mecanica, impermeabilidade, auxilia na condugao de agua, resisténcia
a biodegradagao e fundamental mecanismo de defesa da parede celular (Bhuiyan et
al., 2009). O processo de lignificagcdo ocorre com a formagdo dos monolignois
(hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S)) no citoplasma, transporte para a parede
celular através da membrana celular e polimerizagdo na parede celular. Os
aminoacidos fenilalanina e tirosina sdo os compostos de inicio para a biossintese da
lignina pela rota do acido cindmico (Hatfield e Vermerris, 2001).

A qualidade da lignina, assim como os tipos de ligagbes quimicas e sua
composic¢ao influenciam diretamente no aproveitamento da celulose na industria de
producao de papel (Rencoret et al., 2009), ja que maiores concentragdes dificultam o
processo de deslignificagdo da produgdo de celulose. Uma das enzimas-chave na
producdo de monolignois € a COMT. Tal enzima possui sete isoformas em eucalipto e
esta envolvida na conversao da 5-OH alcool coniferilico em alcool sinapilico resultando
no monoligndl siringil no metabolismo da lignina (Carocha et al., 2015).

O estudo proposto junto com estratégias de melhoramento genético irdo
contribuir para o processo de deslignificagao, reduzindo a porcentagem de lignina total,
aumentando a proporgao das ligninas reativas (grupo siringil) em relagdo as menos
reativas ou mais dificeis de serem deslignificadas e utilizagado de cruzamentos artificiais

na formagé&o de hibridos e selecdo de gendtipos mais favoraveis.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi verificar se o crescimento em atmosfera
enriquecida com CO2 pode influenciar a estrutura anatémica caulinar e o padrao de
deposigao de lignina em caules jovens em inicio de estrutura secundaria de Eucalyptus

urophylla.

2.2 Objetivos especificos

v Identificar possiveis alteracbes anatdbmicas em caules de plantas jovens
submetidas ao estimulo de COg;

v Quantificar o teor relativo de lignina em caules de plantas jovens submetidas ao
estimulo de COg;

v Monitorar a biossintese de monolignéis por meio da quantificagdo relativa da
enzima COMT1;

v Avaliar alteragbes na quantidade de proteinas envolvidas na biossintese de

parede celular em plantas jovens submetidas ao estimulo de COa.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Mudancas climaticas

De acordo com o ESRL (“Earth System Research Laboratory”) (2017), a
liberacao de diéxido de carbono (CO2) ocasionada pela queima de combustiveis fosseis
oriundas das atividades industriais e agricolas possivelmente contribuiram para o
aumento da concentracdo de CO2 na atmosfera, passando de 278 ppm em 1750 para
a marca de 415 ppm em 2019 sendo a concentragdo mais alta registrada pelo Mauna
Loa. Atualmente, o planeta Terra apresenta os niveis mais elevados da concentragao
desse gas nos ultimos 800.000 anos e prevé-se um aumento ainda mais expressivo
devido a dependéncia por combustiveis fosseis e ao aumento populacional (IPCC,
2013).

Estima-se que em 2100, segundo o modelo RCP8.5 (modelo do quinto relatério
do IPCC), a concentragao de CO2 média sera de 985 ppm (794 - 1142 ppm), com 90%
de nivel de confianga nessa previsdo. O aumento de CO2 associado ao aumento da
temperatura e mudangas nos padrées de precipitacao podem modificar as taxas de
crescimento das plantas terrestres em um futuro proximo, aumentando a taxa
fotossintética, producéo de biomassa (Norby et al., 2010), respostas fisiolégicas (Wang
et al., 2012), idade (Norby et al., 2010) e condigdes ambientais (Ellsworth et al., 2017;
IPCC, 2013).

As alteragdes nas mudancgas climaticas terdo grandes impactos para os seres
humanos, animais e plantas. Frente a este cenario, a agricultura depende diretamente
das condi¢cdes climaticas. Estas grandes mudangas nas temperaturas globais e
padroes de precipitacdo podem tornar as plantas vulneraveis a estress bidtico
(patdégenos, pragas e ervas daninhas) e abidticos (frio, luminosidade, nutrientes e seca)
(Vaughan et al., 2016).

Diversos estudos baseados no hemisfério norte indicam que as mudancgas
climaticas terdo importantes consequéncias na distribuicdo e funcionamento dos
ecossistemas e sua biota (Chen et al., 2011). As florestas sdo vulneraveis as mudangas
climaticas, ja que podem sofrer redugdes significativas na precipitagdo sazonal, bem
como aumentos na temperatura resultantes da expansao dos polos da zona subtropical
(Cai et al., 2012).
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Espécies vegetais que possuem metabolismo fotossintético do tipo C3 podem
ser favorecidas, pois o primeiro produto estavel formado é composto por trés carbonos,
o fosfoglicerato (3-PGA). O fator limitante a assimilagdo de carbono em plantas C3 é
em relacao as propriedades cataliticas de oxigenase e carboxilase da enzima Rubisco
(Portis; Parry, 2007). Portanto, estas espécies podem ser impactadas positivamente
nas taxas de fixagdo de carbono. Respostas positivas de crescimento em atmosfera
com elevada concentragdao de CO2 em espécies de plantas lenhosas tém sido
observadas, especialmente nos casos em que outros recursos foram adequadamente
fornecidos (Atwell et al., 2003).

As plantas C4, com a enzima primaria de carboxilacdo FosfoEnol Piruvato
Carboxilase (PEPCase), tem maior afinidade pelo substrato COz2, esta saturada nas
concentragdes atuais de CO2 e ndo apresenta efeito direto com o aumento de COz2, ao
menos sob falta d’agua, pois a menor abertura estomatica, nestas condigdes, permite
maior economia de agua (Pimentel, 2011).

O aumento do CO2 atmosférico ao longo da escala de tempo geoldgico
possibilitou a evolugao das varias espécies (Becklin et al., 2014). Gendtipos de arvores
que aumentam sua produtividade em altas concentracbes de CO:2 podem ser
importantes para sustentar a produtividade de florestas em climas futuros (Aspinwall et
al., 2015).

Segundo Atwell et al. (2003), o género Eucalyptus esta entre as plantas lenhosas
mais sensiveis ao aumento de CO2. Verificou-se que as respostas mais acentuadas
ocorrem nas fases iniciais do estabelecimento da arvore, principalmente nos dois
primeiros anos de crescimento (Atwell et al., 2003). O caule juvenil se apresenta na
forma de cilindro, com di&dmetro uniforme, desde a base até o topo (Evans et al., 2000).
De maneira geral, ele apresenta elevados valores de densidade, comprimento de fibra
e espessura de parede da fase juvenil até que a arvore atinja a maturidade. Na fase
juvenil, a taxa de incorporagao de biomassa é crescente e tende a se estabilizar, até
que a arvore atinja a idade adulta. Desta forma, a arvore juvenil apresenta parede
celular delgada, menor porcentagem de celulose, menor resisténcia mecanica, fibras
curtas e maior porcentagem de lignina se comparada com arvore adulta (Truguilho et
al., 1996).

3.2 Eucalipto
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O género Eucalyptus é uma planta alégama, pertence a familia Myrtaceae, é
composto por 850 taxons (Stevens, 2001), € a cultura madeireira mais utilizada nas
regides tropicais e subtropicais. O eucalipto € de ocorréncia natural na Australia,
Tasmania e outras ilhas da Oceania, possuindo cerca de 600 espécies adaptadas a
diversas condi¢des de solo e clima (Goulart et al., 2014).

As primeiras plantas de eucalipto trazidas para o Brasil foram em meados do
sécudo XIX para utilizagdo da madeira na fabricacédo de linhas de trem. Ha relatos que
as primeiras plantas foram plantadas no Jardim Botanico e Museu Nacional do Rio de
Janeiro, nos anos de 1825 e 1868 (Goulart et al., 2014). Os primeiros estudos com
eucalipto no Brasil iniciaram em 1904, por Edmundo Navarro de Andrade, no Horto
Florestal de Rio Claro, SP. O crescimento de areas florestais aumentou depois de
promulgada a Lei de Incentivos Fiscais ao Reflorestamento, Lei n° 5.106 de 1966. A
eucaliptocultura pode se consolidar com o Plano Nacional de Desenvolvimento (Il
PND), criado pelo Governo Federal, na década de 1970 (Brasil, 1974).

As espécies mais utilizadas no Brasil, em decorréncia das caracteristicas da
madeira, sao: Eucalyptus grandis, E. saligna, E. urophylla, E. viminalis, hibridos de E.
grandis x E. urophylla e E. dunnii. As espécies de eucalipto em geral sao utilizadas por
apresentar alta taxa de crescimento, elevada producao de sementes, madeira versatil,
potencial econémico, resposta positiva ao menejo, alta adaptabilidade a diferentes
condigbes ambientais, adquirir maior biomassa em pouco tempo e confere grande
atratividade ao cultivo de eucalipto tendo alta competitividade de seus produtos nos
mercados externo e interno (Silva, 2005).

No mundo, as florestas plantadas correspondem a cerca de 264 milhdes de
hectares (Fao, 2006) sendo composta por Pinus e Eucalyptus, no Brasil em 2015 a
area plantada era correspondente a 5,6 milhdes de hectares, sendo localizadas
principalmente nos estados de Minas Gerais (24%), Sao Paulo (17%) e Mato Grosso
do Sul (15%). A produgéo de eucalipto, além de ser responsavel por criar postos de
trabalho, se destaca por melhorar a qualidade do ar, reducdo dos niveis de poluicdo
sonora, conforto térmico, redugcao da erosao, melhoria da vazao hidrica, redugao da
pressdao sobre florestas nativas, produgcdo de mel, geléia, propolis e aumento da
biodiversidade. A principal vantagem do eucalipto € a sua multiplicidade de uso (Iba,
2015).

Devido as condicbes edafoclimaticas, o eucalipto se desenvolve bem no Brasil

e tem importancia econémica para a industria mundial de madeira como principal fonte
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de papel e celulose (Klabin, 2010). Atualmente, o Brasil € o 3° maior produtor mundial
de celulose, perdendo somente para os Estados Unidos e o Canada. Ocupa também a
92 posi¢ao no ranking dos maiores produtores de papel.

Empresas de papel e celulose buscam elaborar medidas de controle e
monitoramento genético das plantagdes de eucalipto com o objetivo de obter genétipos
mais adaptados as possiveis alteragdes climaticas e que permitam expansao das areas
plantadas sem que exista reduc¢ao da producdo. As espécies e hibridos mais utilizadas
sdo Eucalyptus grandis e E. globulus (Fibria, 2010).

Eucalyptus gradis teve recentemente seu genoma sequenciado por meio de uma
geracdo de auto-fecundagdo de uma arvore chamada BRASUZ1, acarretando um
marco muito importante no campo da biotecnologia de arboreas. O genoma dessa
espécie possui tamanho igual a 640 MB, contendo 36.376 genes preditos e distribuidos
em 11 cromossomos (Myburg et al., 2014). Este sequenciamento envolveu 35
instituicdes e 80 pesquisadores de varios paises. Esta informacao é importante para
que estimule novos estudos em relagao a expressao génica, crescimento e respostas
metabdlicas em E. grandis e espécies relacionadas, ja que as informagdes da

constituicdo génica foram disponibilizadas publicamente.

3.3 Composiciao da parede celular

A parede celular é uma estrutura pertencente a célula vegetal, constituida por
agrupamentos de macromoléculas heterogéneas, dentre elas, polissacarideos,
proteinas e substancias fendlicas. A parede celular € uma estrutura muito complexa e
possui diversas fungdes, tais como, proporcionar rigidez mecénica, controlar a
expansdo celular e transportes intracelulares, proteger a célula de organismos
patogénicos e predadores (Taiz & Zeiger, 2013).

A parede celular é dividida por trés regides distintas na maioria das plantas:
parede primaria, parede secundaria e lamela média.

A parede celular primaria é formada durante o crescimento celular, sendo
delgada, estruturada de forma simples, porém algumas podem ser espessas e
multiestratificadas. Sao formadas por microfibrilas de celulose, polissacarideos nao-
celulésicos (hemicelulose e pectina) e proteinas estruturais, a parede primaria é
produzida por células em expansao.

A parede celular secundaria é formada apds cessar a expansao da célula. Situa-

se entre a membrana plasmatica e a parede primaria da célula, é estruturalmente mais
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complexa. As células apresentam sistema condutor de agua (xilema), fibras e vasos
com paredes secundarias espessas, multiestratificadas e impermeaveis pela presenca
da lignina. E formada por uma fina camada de microfibrilas de celulose, microfibrilas
mais espessas que conferem propriedades fisicas e mecanicas a célula e terceira
camada fina de microfibrilas (Taiz & Zeiger, 2013).

A lamela média é uma camada delgada, n&o lignificada, sendo localizada entre
paredes celulares vizinhas, enriquecidas com polissacarideos pécticos (pectinas),
podendo ser incorporados com glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (HRGPs). Tendo
como principal fungao ser uma camada adesiva flexivel entre as células (Rowell, 2005).

A parede celular € composta por biopolimeros tridimensionais, sendo composta
por celulose, hemicelulose e lignina. A lignina que esta presente na parede celular
secundaria dos vegetais com proporgédo de 70% (Rowell, 2005). E formada por um
complexo heteropolimero polifendlico, sendo o polimero mais abundante depois da
celulose. E um regulador biolégico que confere rigidez mecanica, impermeabilidade,
auxilia na condugao de agua, resisténcia a biodegradagao, fundamental mecanismo de
defesa e atua preenchendo os espacos entre e entorno da celulose e hemicelulose,
conferindo suporte a estrutura da biomassa (Bhuiyan et al., 2009).

Esta macromolécula € formada pela polimerizacédo oxidativa de 3 precursores
de alcool p-hidroxicinamil, chamados de monoligndis, sao eles, hidroxifenil (H) (ndo
metoxilada, derivada do alcool p-cumarilico), guaiacil (G) (com uma metoxila, derivada
do alcool coniferilico) e siringil (S) (com duas metoxilas, derivada do alcool sinapilico),
que se diferem na composi¢cdo da metilagdo no anel aromatico (Baucher, 2003). Em
angiospermas, a lignina é produto do tipo guaiacil-siringil (LGS), oriunda da
copolimerizagéo dos alcoois coniferilico e sinapilico (Rowell, 2005).

Nas plantas, o processo de lignificagao ocorre com a formag¢ao dos monolignais,
transporte para a parede celular e polimerizagdo. Os aminoacidos fenilalanina e
tirosina, sdo os compostos de inicio para a biossintese da lignina pela rota do acido
cindmico (Hatfield e Vermerris, 2001). A deposi¢ao desse polimero confere rigidez e
protecdo da parede celular contra patdégenos e degradagado microbiana (Vanholme,
2010).

Os mondmeros da ligina sao formados pela acado de dez enzimas: fenilanalina
amoénia-liase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (4CH), 4-coumarato CoA ligase (4CL),
hidroxicinamoil CoA:shiquimato/quinato hidroxicinamoiltransferase (HCT), p-cumarato
3-hidroxilase (C3H), cafeoil-CoA O-metiltransferase (CCoAOMT), ferulato 5-hidroxilase
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(F5H), cafeato O-metiltransferase (COMT), cinamoil-CoA redutase (CCR), cinamil

alcool desidrogenase (CAD) (Vanholme et al., 2010). Os monoligndis sao sintetizados
no citoplasma e transportados para a parede celular através da membrana celular por
intermédio de trasportadores do tipo ABC (Liu et al., 2011).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram feitos sobre a via de biossintese da
lignina, pois ha grande interesse neste tema devido a possibilidade de se obter plantas
mais adequadas aos processos de deslignificacdo usados na industria de celulose e
papel, e também na crescente industria de conversao da biomassa lignificada em etanol
(Vanholme, 2008).

A figura 1 mostra esquematicamente a rota biossintética da lignina a partir da
desaminacdo da fenilalanina através da enzima fenilalanina amonialiase (PAL),

levando a sintese do grupo cinamoil-CoAs (Chen et al., 1999)
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Figura 1: Rota biossintética da lignina. Os circulos coloridos indicam os genes que
formam o “toolbox” da lignina em Eucalyptus, descrito por (Carocha et al., 2015). As
setas em preto representam as reacdes bioquimicas catalisadas pelas mesmas.
Adaptado: Carocha et al., 2015

Em arvores, os tecidos vasculares secundarios sao oriundos da atividade dos
meristemas secundarios que promovem o crescimento secundario em espesssura do
caule. A madeira € amplamente utilizada na industria de constru¢cao de papel e
celulose. Recentemente, o aumento global pelo consumo de madeira acarreta uma
maior compreensdo molecular sobre o desenvolvimento do tronco de arbodreas para
melhorar a reproducao de arvores (Baucher et al., 2003).

Durante o processo de diferenciagao celular, na parede celular primaria, as
células jovens do xilema s&o alongadas e sem aumento de largura, em decorréncia do
aumento do didmetro ha a formacdo da parede celular secundaria a partir dos
elementos de vaso, fibras ou parénquima (Déjardin et al.,2010).

ApéOs essa expansado, a parede secundaria é formada e ha formacdo de uma
matriz densa de microfibrilas de celulose localizadas transversalmente, limitando a
expanséo radial. A primeira camada formada é chamada de S1, com caracteristica de
ter angulo microfibrilar quase transversal, a segunda camada é a S2 que tem arranjo
longitudinal e camada mais espessa. A ultima camada é chamada de S3, oriunda de
uma abrupta reorientacdo das microfibrilas retornando a orientagao transversal. Estas
mudanc¢as na orientacdo das microfibrilas sdo sempre paralelas a reorientacdo dos
microtubulos corticais (Mellerowicz et al., 2001).

Com a finalizagado da formagéao dos vasos e fibras na parede celular secundaria,
inicia o processo de lignificacdo. A deposig¢ao de lignina € gradualmente associada a
hemicelulose presente na parede celular, eliminando agua e tornando as células
impermeaveis e rigidas (Déjardin et al., 2010). A lignificagdo inicia nos elementos de
vaso e células da parede secundaria, posteriormente as fibras e células isoladas. A
lignina é detectada primeiro na lamela média, nos cantos das células, quando
completada a deposicdo da camada S1. Sequencialmente, avanga para o interior
durante a formacéo da camada S2, sendo mais intensa na formacao da camada S3 até
toda a parede ser lignificada (Mellerowicz et al., 2001).

Quando o processo de lignificagdo € concluido, as células sofrem morte celular

programada, a membrana se dissocia no vacuolo e ha liberacdo de hidrolases
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especificas, o pH citosdélico baixo ativa hidrolases citosélicas que fazem as organelas
e 0 nucleo desaparecerem. As células do parénquima permanecem vivas e funcionais
por um longo tempo, mesmo que tenham sido lignificadas, depois de um tempo elas
irdo morrer e se tornarao parte do cerne da arvore. (Déjardin et al., 2010)

3.4 A proteémica de plantas

O termo protedmica foi utilizado pela primeira vez na década de 1990 por Marc
Wilkins em referéncia ao termo gendémica, que descreve toda a colegdo de genes em
um organismo (Liebler, 2002).

Segundo Wilkins et al. (1995) o proteoma é o complemento expresso de um
genoma, ou seja, sdo todas as proteinas codificadas por um genoma. Mesmo a
expressao génica revelando informagdes importantes, como a abundancia de mRNA,
nem sempre esta informacdo € correlacionada com a abundancia de proteinas
expressas. Isso porque a abundancia de proteinas expressas depende da transcricéo,
traducdo e modificacbes poés-traducionais que podem resultar na modificacdo da
funcao das classes proteicas (Chen & Harmon, 2006).

Neste sentido, a protedmica € uma ferramenta muito importante para o estudo
de sistemas bioldgicos complexos e dinamicos, pois permite a analise de um vasto
numero de proteinas que influenciam diretamente a bioquimica celular, fornecendo
informagdes sobre o estado biolégico ou mudancgas sistémicas (Chen & Harmon, 2006).

A protedbmica tem por objetivo caracterizar mudangas na abundancia de
proteinas em sistemas biologicos, sendo necessarios procedimentos que sejam muito
sensiveis e acurados. O Farrell (1975) publicou um trabalho que mostrava resultados
da caracterizacdo do proteoma a partir da eletroforese bidimensional. Porém, esta
técnica tem limitagdes na sensitividade e ¢€ ineficiente para analisar proteinas
insoluveis. Afim de solucionar esta limitagéo, a protedmica do tipo “shotgun” tem como
metodologia digerir proteinas de alta complexidade obtendo peptideos, seguida pela
separagao em cromatografia liquida e analises por espectrometria de massas (Old et
al., 2005).

Atualmente, ha uma grande variedade de métodos de quantificagdo de proteinas
a partir da espectrometria de massas envolvendo marcagdes isobaricas de peptideos.

Ha limitacbes neste método, como a utilizagdo de grandes quantidades de material



12

bioldgico e alto custo dos reagentes. Neste sentido, os métodos de quantificagdo que
nao utilizam marcagao tém sido usados com frequéncia e sdo mais baratos. Destaca-
se a quantificacdo por contagem espectral que tem alta eficiéncia, consiste em analisar
o numero de espectros de fragmentagcédo (MS2) adquiridos e confrontados em bancos
de dados para identificacdo da proteina (Old et al., 2005).

Na literatura, encontramos nos artigos as palavras “gel eletroforese” e
“protedbmica” representando cerca de 30% das publicagcdes em protedmica entre os
periodos de 2000-2005 (Jorrin-Novo et al., 2009). Dentre eles, a grande maioria dos
estudos de protedmica de plantas tratam de caracterizar o perfil do proteoma de varios
orgaos, tecidos, células e organelas das principais culturas. Segundo Gion et al. (2005),
estudos em espécies arbdreas sao feitos em relacdo a formacado da parede celular,
através da comparacao de tecidos sob diferentes idades e condicbes ambientais. As
pesquisas com eucalipto sao recentes, Cledon et al. (2007) descreveram as principais
proteinas expressas durante a formag&o da madeira juvenil de Eucalyptus grandis em
trés diferentes idades.

Recentemente, foi divulgado o proteoma do arroz (Oriza sativa L.) (Agrawal &
Rakwal, 2006), utilizando as técnicas de gel 2D, espectrometria de massas,
sequenciamento de Edman e tecnologia multidimensional de identificagao de proteinas
(MudPit), muitas proteinas e genes foram identificados a partir de folhas, érgaos
reprodutivos, raizes, sementes e organelas de arroz (Imin et al., 2004). Milho e trigo
também ja tiveram seu proteoma analisados quando submetidos a estresses bidticos e
abidticos (Majoul et al., 2004). Pinus pinaster foi a primeira arvore a ter seu proteoma
analisado, onde foram caracterizados 63 proteinas relacionadas com os tecidos
fotossintetizantes e xilema (Costa et al., 1999).
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal e condicoes de cultivo

Mudas clonais de Eucalyptus urophylla (I-144) com aproximadamente 30 dias de
crescimento foram adquiridas em tubetes no viveiro AGRIFLORA (Araraquara - SP),
transferidas para vasos de 15L contendo substrato florestal e cultivadas por uma
semana na estufa do Departamento de Tecnologia da Universidade Estadual Paulista
(Jaboticabal — SP). Apds esse periodo, as mesmas foram acondicionadas em camaras
de crescimento (Fitotron - Weiss Gallenkamp) a 27 °C de temperatura, 40% de umidade
relativa, 12 horas de fotoperiodo e concentracdes de didxido de carbono controladas:
410 ppm (controle), 700 ppm (tratamento) 980 ppm (tratamento). Apds 30 dias de
cultivo, um segmento de 20 cm da parte mediana dos caules jovens (Figura 2) foi
coletado e submetido as analises para massa seca, anatomia caulinar, quantificacéo
de lignina e espectrometria de massas. O delineamento utilizado foi o delineamento

inteiramente casualizado (DIC).

Figura 2: Planta Eucalyptus urophylla. A chave vermelha indica a porgao de 20

cm da regido mediana do caule a ser utilizado.

4.2 Massa seca



14

Para determinar a massa seca, dois lotes de plantas tiveram por¢des caulinares
pesadas para obter o peso da massa fresca, secas no liofilizador por 24 horas, apds o
material foi pesado por 3 vezes até obter peso constante e por fim, peso da massa
seca. Ao mesmo tempo, dois lotes de plantas foram cultivadas por 30 dias em camaras
de crescimento nas concentragdes de 410 ppm e 700 ppm respectivamente, as por¢des
caulinares foram pesadas para obter o peso da massa fresca, secas no liofilizador por
24 horas, apos o material foi pesado por 3 vezes até obter peso constante e por fim,
peso da massa seca.

Cada lote foi composto por 10 plantas, sendo 5 repetigdes bioldégicas com dois
caules cada. A analise estatistica foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk a 95% de

confianga.

4.3 Avaliacoes anatomicas

Porgdes caulinares de Eucalyptus urophylla foram fixadas em FAA (alcool
butilico 95%, acido acético glacial, formaldeido 30-40% e agua destilada) (Johansen,
1940) e, posteriormente, desidratados utilizando uma série crescente de alcool
absoluto (70%, 85%, 95% e 100%). As amostras desidratadas foram incluidas em
parafina, cortadas com micrétomo (10um) e, finalmente, foram confeccionadas laminas
contendo os cortes histologicos. As laminas foram coradas com Azul de Toluidina
(O'Brien et al., 1964) e Acido Periddico-Schiff (PAS) (Pearse, 1980). A montagem da
ldmina com laminula foi relizada utilizando balsamo-do-canada.

Para o preparo das laminas, a por¢cdo mediana de cada amostra caulinar foi
dividida em 5 segmentos de até 1cm e cada valor médio registrado para os tecidos das
plantas controle e tratamento foi composto por 50 medigdes. Utilizando a régua na
ocular do microscopio de luz foram feitas medidas de espessura dos seguintes tecidos:
cortex, floema secundario, xilema secundario e parénquima medular. As imagens foram
feitas com auxilio do microscopio de luz LEICA DM 1000 LED com camera acoplada.
Para andlise da densidade ética utilizou-se o programa ImageJ. A analise estatistica foi

utilizado o teste n&o paramétrico Mann-Whitney a 95% de confiancga.

4.4 Teor de lignina caulinar



15

Para determinar o conteudo de lignina, o material coletado foi desidratado em
estufa e completamente pulverizado. Posteriormente, o material foi lavado

extensivamente em agua quente até a adicdo de solugéo de tolueno e alcool (2:1, v/v)

por 10 min. Finalmente, as amostras foram secas em estufa por 3 horas a 105°C.

Uma aliquota de 0,3 g do material foi entdo transferida para um baléo
volumétrico. Adicionou-se acido sulfurico e manteve-se a mistura por 1h a 25°C.
Finalmente, foi adicionada agua deionizada e a mistura foi mantida em estufa por 2
horas. O material foi entdo filtrado e pesado em balanca analitica.

Para as determinagdes do conteudo de lignina, foram utilizadas cinco repetigdes
biolégicas no controle e tratamento, em cada repeticdo foi utilizado trés caules de
plantas. Foi realizada a analise estatistica segundo o teste de Shapiro-Wilk a 95% de

confianca.

4.5 Analises em espectrometria de massas

Aliguotas de 2g de material pulverizado em nitrogénio liquido foram solubilizadas
em 10 mL de tamp&o de amostra (125 mM Tris pH 6,8, 20% glicerol, 1% SDS, 1%
DTT). Apos agitagdo das amostras e centrifugagdo a 3200 rcf (15 min, 4°C), o
sobrenadante foi transferido para um novo frasco. As proteinas foram entdo semi-
purificadas por precipitagao (12 h a -30°C), apés adi¢gao de 10x volume de acetona em
relagdo ao volume da amostra. Finalmente, o pellet protéico foi ressuspendido em 75
ML tampao de amostra. A quantidade de proteinas isoladas foi estimada pelo método
de Bradford, utilizando a proteina albumina bovina sérica como padrao.

Previamente as analises por espectrometria de massas, as proteinas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida. Para tanto, 100 ug de proteinas
foram submetidas a migracao (a 20 mA) por apenas 30 min (1 cm de deslocamento). A
visualizagdo da migragao parcial foi realizada por coloragdo com Coomassie Coloidal

durante 16h. Finalmente, cada banda protéica foi segmentada em quatro partes e as

proteinas digeridas por adi¢cao de 4 ug de tripsina por reacao (Shevchenko et al., 2006).

A eluigado dos peptideos digeridos foi realizada utlizando 5% acido formico:acetonitrila
(1:2, v/v) por trés ciclos de 15 minutos, seguidos de um ciclo de 10 minutos de
acetonitrila 100%.

Os peptideos tripticos foram separados em sistema cromatografico de alto
desempenho (LC Thermo Finnigan Surveyor com valvula de derivagdo em linha para
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obter taxas de fluxo nano-LC) por 120 min, em coluna de fase reversa (150um, 15 cm
de comprimento, empacotada com Hamilton C18 HxSil) e utilizando gradiente de agua
e acetonitrila em concentracdes crescentes. Os espectros de massas foram adquiridos
em um instrumento do tipo LTQ-Orbitrap XL (Thermo) operado no modo positivo. Os
peptideos selecionados para fragmentagdo foram excluidos do préximo ciclo de
aquisicao de dados por 20s.

A identificacdo das proteinas foi realizada pela abordagem de correlagado
espectral e as sequéncias de proteinas do genoma da espécie Eucalyptus grandis v.
2.0 foram obtidas a partir do website Phytozome (Goodstein et al., 2012). As buscas
contra o banco de dados foram realizadas a partir do programa PatternLab for
Proteomics version 4.1.0.12 pela ferramenta Comet (Eng; Jahan; Hoopmann, 2013)
utilizando a carbamidometilacdo da cisteina e oxidacdo da metionina, como
modificagdo estatica e dindmica respectivamente. Os alinhamentos de espectros
peptidicos PSM (“peptide spectrum matches”) foram filtrados utilizando o software
SePro (Carvalho et al., 2012, 2016) e a taxa de falsos positivos (FDR) ajustados para
1%. As proteinas que compartilharam peptideos comuns foram agrupados de acordo
com o principio da maxima parciménia. A abundancia do peptideo comum da proteina
COMT1 (Eucgr.A01397) foi registrado utilizando a abordagem do “normalized ion
abundance factor’ (NIAF) normalizado dividindo a area do pico cromatografico do
peptideo comum pela soma da area do pico cromatografico de todos os peptideos.
Adicionalmente, os componentes celulares das proteinas foram determinados via
Blast2GO (Conesa et al., 2005) e o NIAF das proteinas relacionadas a parede celular
foram determinados e identificados (Tabela 1S). Foram utilizadas trés repeti¢gdes
bioldgicas do controle e do tratamento, em cada repetigao foram utilizados trés caules,

a analise estatistica segundo o teste de Shapiro-Wilk a 95% de confiancga.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de E. urophylla apresentaram aumento de massa seca quando
cultivadas a 410 ppm (Figura 3), diferentemente foi encontrado quando cultivadas a

700 ppm ndo havendo diferenga na quantidade de massa seca.
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Figura 3: Massa seca de plantas jovens de Eucalyptus urophylla. Barras cinza
escuro sao plantas que foram cultivadas por 30 dias nas concentracoes de CO2 de 410
ppm e 980 ppm. Barras cinza claro representam as plantas que nao tiveram contato

com estas duas concentragdes de COs-.

As plantas jovens de E. urophylla apresentaram alteracdo na estrutura
anatbmica apos cultivo a 980ppm de CO:2 por 30 dias. Houve diferenga significativa
entre as plantas cultivadas a 410 e 980 ppm em relagédo a espessura do cortex (Figura
4A), floema secundario (Figura 4B) e xilema secundario (Figura 4C). Contrariamente,
nao foi observada diferenca no parénquima medular das plantas submetidas ao
estimulo aqui avaliado (Figura 4D). Tais varia¢gdes podem ser o resultado do aumento
do volume celular que ocorreu nas plantas cultivadas em alta concentragcdo de COa.
Evidenciando os efeitos do cultivo em alta concentragdo de CO:2 na diferenciagao

tecidual de plantas de eucalipto.
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Resultado semelhante foi encontrado por Domec et al., 2017, em que plantas
cultivadas em ambientes com elevado CO2 tiveram aumento na espessura do xilema e
consequentemente espessamento na parede celular. Pritchard et al., 1999, observou
aumento modesto na biomassa total do caule, por aumento no didmetro do caule e nédo
com comprimento do caule, indicando a alocacédo preferencial de carbono para o

crescimento secundario (xilema e floema) sobre o crescimento primario..
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Figura 4: Espessura dos tecidos caulinares de plantas jovens de Eucalyptus
urophylla cultivadas por 30 dias nas seguintes concentragdes de CO2: 410 e 980 ppm.
Espessura do cortex (A), floema secundario (B), xilema secundario (C) e parénquima

medular (D). Nos graficos, os asteriscos indicam diferenca significativa de acordo com
o teste Mann-Whitney Rank Sum (p<0,05).

A coloragao conjunta de Azul de Toluidina e PAS permitiu maior detalhamento
dos tecidos em analise. Quando as plantas jovens de E. urophylla foram cultivadas em
alta concentracédo de COz2, o xilema secundario apresentou um segundo padréo de

coloracdo. Este tecido recém-diferenciado de xilema secundario apresentou menor
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reagao com o corante Azul de Toluidina, que em ph 6.8 cora tecidos com parede celular
secundaria de azul, detectando lignina. Ja paredes arroxeadas sugerem a detecgao de
celulose e hemicelulose (polissacarideos), sugerindo menor acumulo de lignina nesses
novos tecidos do xilema secundario (Figura 5A e 5B). O estudo da densidade otica
desse tecido corroborou quantitativamente com a menor coloragdo observada
visualmente (Figura 5C), enquanto o tecido condutor adjacente apresentou a mesma
densidade otica do xilema secundario das plantas cultivadas em baixa concentracao
de CO2 (410ppm). O tecido recém-diferenciado tem espessura de 39% em relagéo ao
total do xilema secundario (Figura 5D). Esses resultados sugerem que esse tecido foi
diferenciado em condigdes de alta concentragdo de CO:2 e que as células do mesmo

apresentam menores quantidades de lignina depositada em suas paredes.
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Figura 5: Imagens de microscopia de campo claro da secgéo transversal do caule
de plantas jovens de Eucalyptus urophylla cultivadas por 30 dias. Imagem do caule de
plantas mantidas na concentragédo de 410 ppm, aumento de 4x e escala de 100 uym (A),
imagem do caule na concentragao de 980 ppm, aumento de 4x e escala de 100 um (B).
CT, cortex; FS, floema secundario, XS, xilema secundario; PM, parénquima medular.

Densidade otica do XS1, XS2 e XS3, XS representa xilema secundario (C). Proporgao
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da espessura em porcentagem dos XS1, XS2 e XS3 (D). Nos graficos, os asteriscos

indicam diferenga significativa de acordo com o teste Mann-Whitney Rank Sum
(p<0,05).

Plantas cultivadas nas concentragbdes de COz2 iguais a 410 ppm e 980 ppm nao
apresentaram diferenga significativa em relacédo ao acumulo de lignina (Figura 6A).
Além disso, a quantificacdo do peptideo da enzima-chave na biossintese de lignina
(Figura6B), a COMT1, ndo indicou variagao na biossintese de lignina nos caules jovens
de E. urophylla. Tais resultados sugerem que alteragées no metabolismo da lignina
ocorram somente nos tecidos recém-diferenciados, ja que nas analises de teor de
lignina e na quantificacdo da enzima COMT1 foi utilizado tecido caulinar total e ndo
somente o tecido recém-diferenciado.
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Figura 6: Conteudo de lignina de plantas jovens de Eucalyptus urophylla cultivadas
por 30 dias em duas concentragdes de CO2: 410 e 980 ppm (A), fator de abundancia
de ions normalizado (NIAF) do peptideo ILM(+15.994900)ESWYYLK da proteoforma
COMT1 (B). Nos gréficos, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).

Resultado semelhante foi encontrado pelos autores K. Kim et al., (2015) em que
plantas Liquidambar styraciflua foram submetidas a duas concentragdes diferentes de
CO2 (391ppm e 550ppm) por 11 anos. A porcentagem de lignina teve tendéncia de

diminuicdo quando comparada com o controle. Porém, este resultado ndo apresentou
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diferenga significativa em lignina quando comparado o controle com a condi¢cao de
aumento de CO..

Estas informagdes também corroboram com trabalhos anteriores (Olszyk et al.,
2005; Atwell et al.,, 2003), que mostram que nao ha diferenga signficativa nos
componentes estruturais da madeira quando a concentragao de CO:2 é elevada (Norby
et al., 2010).

Gibeaut et al., (2001) especulam que o aumento ou diminui¢do do acumulo de
lignina é decorrente de um maior ou menor direcionamento de carboidratos para a
parede celular e/ou ao aumento/diminuicdo de atividades enzimaticas em alta
concentragado atmosférica de gas carbdnico. Entretanto, em outras espécies arbdreas
como Betula pendula o conteudo de celulose, acidos urbnicos e lignina apresentaram
diminuicdo em alto COz, indicando que arvores tendem a investir mais carboidratos no
crescimento (respiragao e divisao celular) em detrimento dos componentes da parede
celular quando cultivadas sob elevada concentragao de gas carbénico (Oksanen et al.,
2005, Poorter et al., 1997).

A quantidade e composi¢do da lignina varia nos tecidos e células, camadas da
parede celular e condigbes ambientais (Rencoret et al., 2011). Com 0 aumento do COz,
a planta pode realocar esqueletos de carbono para crescimento, espessamento da
parede celular e lignificagcdo. A biossintese da lignina inicia com o aminoacido
fenilalanina e no final formam trés monoligndis, que diferem no grau da metoxilagéo do
anel aromatico, sendo hidroxifenil (H), guaiacil (G) e seringa (S) (Carocha et al., 2015).
O monoligndl siringila é formado por meio da metilagédo do 5-hidroxiconiferil aldeido em
sinapaldeido por meio da proteina COMT (Eucgr.A01397). A proteina COMT1 tem alta

expressao no desenvolvimento do xilema e formacéao de lignina (Carocha et al., 2015).
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Figura 7: Classificagdo funcional, segundo o termo componente celular, das 56
proteinas identificadas em caules de Eucalyptus urophylla. Proteinas identificadas em
Eucalyptus urophylla cultivadas na concentragcdo de CO2 a 410ppm (A). Proteinas
identificadas em Eucalyptus urophylla cultivadas na concentragdo de CO2 a 980 ppm
(B). Fator de abundéancia de ions normalizado (NIAF) das proteinas pertencentes a
parede celular (C). No grafico, foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk (p<0,05).

Foram identificadas 56 proteinas (Tabela 1S) nos caules jovens de plantas E.
urophylla cultivadas a 410 e 980 ppm. Considerando a localizagdo celular das
identidades em nucleo (GO:0005634), mitocéndria (GO:0005740), parede celular
(GO:0005618), cloroplasto (GO:0009507) e membrana plasmatica (GO:0005886)
(Figura 7 A e B), néo foi verificada alteragcdo na proporg¢ao das proteinas classificadas
em cada um desses termos. Além disso, a analise quantitativa das proteinas
classificadas como sendo de parede celular (Figura 7C) ndo indicou variagao entre os
tratamentos de COaz. Esses resultados sugerem que n&o houve aumento na biossintese
de enzimas relacionadas ao acumulo dos componentes da parede celular (celulose e
lignina) e de proteinas estruturais de parede. Como n&o foram detectadas variagbes na
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quantidade da enzima-chave da biossintese de liginina COMT1 e foram verificados
aumentos na espessura de diferentes tecidos caulinares, os resultados aqui indicados
corroboram com aqueles verificados na Figura 5 em que novos tecidos caulinares foram
diferenciados quando as plantas foram submetidas a altas concentra¢des de COz e que

esses tecidos possivelmente apresentam menor quantidade de lignina depositada.
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6. CONCLUSAO

A alta concentragcéo de CO2 (980ppm) atmosférico induziu no aumento do
numero de células e de camadas celulares em mudas de Eucalyptus urophylla.

Entretanto, este estimulo ndo resulta em aumento no teor total de lignina.
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Tabela 1S. Proteinas caulinares identificadas por espectrometria de massas

em mudas de Eucalyptus urophylla expostas nas seguintes concentragdes de

COz2: 410 e 980ppm, conforme descrito no Material e Métodos. Proteinas

pertencentes a classificacao parede celular de componentes celulares obtidas

pelo Blast2Go.

NIAF - NIAF -
Identificacdo Descrigao funcional 410ppm 980ppm
Eucgr.F02754.1.p Thioredoxin superfamily protein 0.004172 0.003719
Eucgr. 101035.1.p serine carboxypeptidase-like 18 0.016364 0.005255
Eucgr.B02486.1.p Fasciclin-like arabinogalactan (FLAs) 1b 0.006002 0.004875
Eucgr.J00938.1.p Fasciclin-like arabinogalactan (FLAs) 2b 0.004751 0.003491
Eucgr.A01158.1.p Fasciclin-like arabinogalactan (FLAs) 3b 0.01672 0.004294
Eucgr.C00146.1.p Serine carboxypeptidase 0.003507
Eucgr.A00746.1.p Lipid transfer protein 4 0.007384 0.004571
Eucgr.F04198.1.p Peroxidase 0.002516 0.00403
Eucgr.G01192.1.p Serine carboxypeptidase 0.007633 0.003904
Eucgr. 101600.1.p Lysosomal alpha mannosidase 0.003042 0.003085
Eucgr.D00484.1.p Oryzain alpha chain like 0.008447 0.004845
Eucgr.C00147.1.p Serine carboxypeptidase 0.008702 0.00323
Eucgr.A02888.1.p Beta soluble isoenzyme 0.004252 0.003569
Eucgr.100240.1.p ACT7actin 7 0.013191 0.003851
Eucgr.G02544.1.p voltage dependent anion channel 1 0.016159 0.0043
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Eucgr.G03412.1.p Citrate synthase family protein 0.003518 0.004906
Eucgr.B03603.1.p Mithocondrial substrate carrier family protein 0.00632 0.005017
Eucgr.C00615.1.p Profilin 8 0.009858 0.003177
Eucgr.K00264.1.p tubulin beta 8 0.082841 0.006688
Eucgr.F04189.1.p Small subunit ribosomal protein S18e 0.034896 0.023463
Eucgr.F02916.1.p ATP Synthase Subunit Beta 0.004738
Eucgr.F01476.1.p Phosphoglycerate kinase 1 0.016406 | 0.0160063
Eucgr.D02588.1.p Large subunit ribosomal protein L13e 0.006 0.00373
Eucgr.102018.1.p voltage dependent anion channel 1 0.015431 0.011237
Eucgr.B00589.1.p F-type H+-transporting ATPase subunit gamma 0.005161 0.00489
Eucgr.K03281.1.p Small subunit ribosomal protein S20e 0.011369 0.004418
Eucgr.K01666.1.p beta-6-tubulin 0.021042
Eucgr.F03689.1.p Fasciclin-like arabinogalactan protein 1 0.005753 0.003953
Eucgr.D01847.1.p Tubulin 0.014521 0.006501
Eucgr.A02108.1.p Tubulin alpha-5 0.011123 0.0041
Eucgr.K01232.1.p Glutathione s-transferase 0.008159 0.008178
Eucgr.l01913.1.p Thioredoxin H2 0.007518 0.003544
Eucgr.B00034.1.p 14-3-3 Protein 0.00978 0.014793
Eucgr.H00972.1.p Chaperone protein htpG family protein 0.003287 0.01704
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Eucgr.H01629.1.p Thioredoxin F2 0.004754 0.004982
Eucgr.F01691.1.p Thioredoxin superfamily protein 0.0172 0.003375
Eucgr.J02133.1.p voltage dependent anion channel 1 0.019245 0.005871
Eucgr.A01732.1.p receptor like protein-kinase related family protein 0.007338 0.004213
Eucgr.E03676.1.p Small subunit ribosomal protein S27e 0.006863 0.017124
Eucgr.J02738.1.p ATP synthase subunit beta 0.012198 0.014082
Eucgr.F00470.1.p Tubulin alpha - 2 0.012428 0.006203
Eucgr.J01234.1.p Rubisco activase 0.014652 0.005947
Eucgr.H04787.2.p Annexin D1-related 0.0003623
Eucgr.E01024.1.p Heat shock protein 70KDA 0.008351 0.003649
Eucgr.D01093.1.p Large subunit ribosomal protein L4e 0.002731 0.003271
Eucgr.K01666.1.p Beta-6-tubulin 0.006392 0.002897
Eucgr.K01232.1.p Glutathione s-transferase PHI 9 0.000749 0.008955
Eucgr.J01477.1.p General regulatory factor 7 0.005392 0.005339
Eucgr.102771.1.p Heat shock 70KDA protein 6 0.00382 0.005772
Eucgr.C03199.1.p Sucrose synthase 4 0.000735 0.005256
Eucgr.100241.1.p Actin 7 0.002746 | 0.0038403
Eucgr.K03205.1.p Large subunit ribosomal protein L4e 0.0004723 0.040589
Eucgr.101037.1.p Serine carboxypeptidase-like clade | 0.002616 0.011574
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Ribulose-bisphosphate carboxylase large chain

Eucgr.C03525.1.p (rbcL) 0.0006382 0.003139
Eucgr.C00962.1.p Profilin -2 0.007154 0.00456
Eucgr.101495.1.p Basic chitinase 0.006196 0.003631




