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MUDANCAS NO PROTEOMA CAULINAR DE Eucalyptus globulus e Eucalyptus
grandis EM RESPOSTA A VARIACOES DE TEMPERATURA

RESUMO - A industria de papel e celulose brasileira ocupa uma posicao de
destaque no mercado mundial. O Eucalyptus grandis é a espécie mais plantada pelo
setor florestal e a principal fonte de matéria-prima para a industria de papel e
celulose. Contudo, seu crescimento em regides de baixa temperatura é limitado.
Contrariamente, a espécie Eucalyptus globulus apresenta melhor crescimento em
baixas temperaturas, tornando-se cada vez mais interessante para a industria
nacional de papel e celulose. Tendo em vista que a temperatura € um modulador
chave no metabolismo das plantas, uma analise global do proteoma foi realizada em
plantulas cultivadas em temperaturas controladas, visando a identificacdo de
proteinas diferencialmente reguladas entre as espécies e entre as diferentes
condicBes de cultivo, deteccdo de vias metabolicas estimuladas pela temperatura e
deteccdo de alteracdes no metabolismo antioxidante e de lignificagdo. A estratégia
adotada permitiu a identificacdo de 3.111 proteinas caulinares, representando
aproximadamente 9% do proteoma predito para a espécie modelo E. grandis. O
perfil de expressdo génica, em termos de numero de proteinas identificadas,
corroborou com o padréo de densidade génica para os cromossomos de Eucalyptus.
Foram identificadas proteinas envolvidas em diversas vias metabdlicas, com
destague para as vias relacionadas com o metabolismo energético, de aminoacidos
e nucleotideos, de lipideos e carboidratos. Com relacdo as proteinas
diferencialmente reguladas, 16 proteinas apresentaram alteracdo em sua
abundéancia somente em E. grandis, 38 somente em E. globulus e 12 apresentaram
alteracbes em ambas as espécies. Além disso, um total de 103 proteinas
antioxidantes foram detectadas nos caules de ambas as espécies. O perfil de
regulacdo frente ao estimulo térmico, revelou que as alteracbes nas proteinas
antioxidantes sdo mais proeminentes quando as mudas de Eucalyptus foram
expostas a altas temperaturas. Com relagcdo a biossintese de lignina, a nossa
abordagem prote6mica resultou na identificacdo de 27 das principais enzimas
envolvidas neste metabolismo, corroborando com as predicbes de genes e o
“toolbox” de lignificacdo proposto. A analise quantitativa revelou diferencas na
abundancia de isoformas especificas dependendo do estimulo térmico em que as
plantas foram expostas; contudo, o tratamento a alta temperatura foi aquele que
induziu mais diferencas entre os proteomas relacionados com a lignificacdo de E.
globulus e de E. grandis. A partir dos resultados obtidos, conclui-se que o estimulo
térmico promove alteragbes importantes no proteoma caulinar jovem de Eucalyptus,
evidenciando aumento na atividade antioxidante em plantas expostas ao calor e
expressao diferencial mais proeminente em plantas submetida ao frio.

Palavras chave: Eucalyptus, biomassa lignocelulésica, enzimas de neutralizacédo de
espécies reativas de oxigénio, estresse térmico



CHANGES IN PROTEOME STEM OF Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis
IN RESPONSE TO TEMPERATURE CHANGES

ABSTRACT - The Brazilian pulp and paper industry occupies a prominent position in
the world market. The Eucalyptus grandis is the most used species in the forest
sector and the main source of raw material for Brazilian industry. However, its growth
in low temperature regions is limited. In contrast, the Eucalyptus globulus species
shows a better growth at low temperatures, for whom interest has increased within
the national pulp and paper industry. Since temperature is a key modulator in plant
metabolism, a global proteome analysis was performed on seedlings grown at
controlled temperatures, aimed at the identification of differentially regulated proteins
between the species and between the different culture conditions, detection of
metabolic pathways stimulated by temperature and detection of alterations in
antioxidant metabolism and lignification. The strategy used here allowed the
identification of 3,111 stem proteins, representing approximately 9% of the predicted
proteome of the E. grandis model species. The gene expression profile, in terms of
the number of proteins identified, corroborated with the gene density pattern for the
Eucalyptus chromosomes. Proteins involved in several metabolic pathways have
been identified, especially the pathways related to energy metabolism, and
metabolism of amino acids, nucleotides, lipids and carbohydrates. Regarding the
differentially regulated proteins, 16 proteins showed alterations in their abundance
only in E. grandis, 38 only in E. globulus and 12 presented alterations in both
species. In addition, a total of 103 antioxidant proteins were detected in the stems of
both species. The regulation profile upon thermal stimulus revealed that changes in
antioxidant proteins are more prominent when Eucalyptus seedlings were exposed to
high temperatures. Regarding the biosynthesis of lignin, our proteomic approach
resulted in the identification of 27 of the main enzymes involved in this metabolism,
corroborating with the gene predictions and the proposed lignin toolbox. Quantitative
analysis revealed differences in the abundance of specific isoforms depending on the
thermal stimulus to which the plants were exposed; however, the high temperature
treatment was the one that induced more differences between the proteomes related
to the lignification of E. globulus and E. grandis. The results demonstrate that thermal
stimuli cause important alterations in the Eucalyptus stem proteome, evidenced by
the increase in the antioxidant activity in plants exposed to heat and the most
prominent differential expression in plants submitted to cold environments.

Key words: Eucalyptus, lignocellulosic biomass, temperature stress, reactive oxygen
species scavenging enzymes.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e
Agricultura, as florestas plantadas correspondem a uma area global de cerca de 264
milnBes de hectares, sendo a maioria delas compostas por espécies de Pinus e
Eucalyptus (FAO, 2006). Dentre as plantas de Eucalyptus economicamente
importantes, Eucalyptus grandis é provavelmente uma das espécies mais cultivadas
devido as suas altas taxas de crescimento e adaptabilidade a diferentes condicGes
climaticas. Recentemente, o marco do sequenciamento do genoma de Eucalyptus
grandis foi realizado por Myburg et al. (2014), permitindo a exploracao da informacao
genética em relagcdo ao crescimento e respostas metabdlicas em E. grandis e

espécies relacionadas.

Devido ao seu impacto crucial sobre o metabolismo em organismos vegetais,
as plantagbes estdo mundialmente ou localmente delimitados por regides de
temperatura. No Brasil, a distribuicdo de plantas de Eucalyptus é baseada em zonas
climaticas, onde a espécie E. grandis e seus hibridos sao principalmente cultivadas
em regibes tropicais; enquanto a espécie E. globulus é preferida em areas
temperadas (POTTS, 2004; DASGUPTA et al.,, 2015). Devido a tolerancia de E.
globulus ao crescimento em baixas temperaturas, as respostas moleculares
induzidas nessas condicdes tém sido exploradas (GAMBOA et al., 2007;
FERNANDEZ et al., 2010, 2012). Embora esses estudos de expressdo génica
tenham sido utilizados para entender as respostas de E. globulus ao estresse
térmico, ndo ha relatos sobre tecnologias em larga escala utilizadas para

compreender esse fenbmeno.

Além da caracteristica de tolerdncia a baixas temperaturas, a estrutura
quimica da parede celular de E. globulus difere de outras espécies de Eucalyptus,
pois 0 seu polimero de lignina apresenta uma composicao diferente em relacdo a
propor¢cdo das subunidades hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S). Em
angiospermas, as subunidades de S (duplamente metilado, nas porgdes de 3- e 5-
hidroxila) e G (isoladamente metilado, na parte grupo 3-hidroxila) possuem grande
importancia na determinacdo do grau de condensacdo da lignina (BHYUIYA; LIU,

2010). Devido a maior facilidade de digestdo da celulose oriunda de parede celular
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contendo lignina rica em subunidades S, a alta razado S/G na lignina de E. globulus &
uma caracteristica atraente para a degradacéo da parede celular durante a producao
de papel e celulose. Devido ao seu potencial de fornecer informacdes sobre as
proteinas que foram efetivamente codificadas a partir do genoma de Eucalyptus,
tecnologias de protedmica em larga escala foram usadas para detectar as alteracdes
na abudancia de espécies protéicas em caules jovens de E. globulus e E. grandis
induzidas pelo cultivo em diferentes temperaturas. A identificacdo de tais alteracdes
pode auxiliar no desenvolvimento e selecdo de clones tolerantes a altas e baixas

temperaturas e com maior rendimento lignocelulésico.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1.0 género Eucalyptus e sua importancia no setor florestal

O género Eucalyptus, pertencente a familia Myrtaceae, € composto por 822
individuos (THE PLANT LIST, 2013). De acordo com a classificacdo proposta por
Brooker (2000), o genéro esta dividido em seis subgéneros monotipicos: E. subg.
Acerosa, E. subg. Cruciformes, E. subg. Alveolata, E. subg. Cuboidea, E. subg.
Idiogenes e E. subg. Primitiva, e sete subgéneros politipicos: E. subg. Angophora, E.
subg. Corymbia, E. subg. Blakella, E. subg. Eudesmia, E . subg. Symphyomyrtus, E.
subg. Minutifructa e E. subg. Eucalyptus.

No cenario mundial as florestas plantadas correspondem a 264 milhdes de
hectares (FAO, 2006), compostas em geral por espécies de Pinus e Eucalyptus, em
que o cultivo do ultimo é correspondente a aproximadamente 72% das florestas
plantadas do Brasil (IBA, 2015). Seu cultivo tem grande importancia econdmica para
a industria mundial da madeira, sendo a principal fonte de matéria prima para
industria de papel e celulose (IBA, 2015). Diversos setores industriais utilizam a
matéria prima das plantacdes florestais, tais como o setor de papel e celulose,
madeira sélida, painéis de madeira industrializada, siderurgia, carvao vegetal, entre
outros (ABRAF, 2013).

Os primeiros individuos de eucalipto foram trazidos ao Brasil em meados do
século XIX para utilizagdo como matéria-prima na fabricacdo de linhas de trem. As
espécies de eucalipto introduzidas no Brasil apresentaram crescimento rapido, alta
produtividade, elevada producdo de sementes, facilidade de propagacédo vegetativa,
boa resposta ao manejo e alta adaptabilidade a diferentes condicbes ambientais
(MORA; GARCIA, 2000; SILVA, 2005), adquirindo mais biomassa em menos tempo

em relacdo a espécies nativas.

As plantacbes de culturas, incluindo as florestas plantadas, estao
mundialmente ou localmente limitados por regides de temperatura, isso se da pelo
impacto causado sobre o metabolismo das plantas quando expostas a temperaturas
limitantes. Dessa forma, as plantas de Eucalyptus estdo distribuidas com base em
zonas climaticas. Por exemplo, a espécie E. grandis e seus hibridos sao

preferencialmente cultivadas em regifes de clima tropical; enquanto que a espécie
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E. globulus é preferida em areas de clima temperado (POTTS, 2004; DASGUPTA et
al., 2015).

O setor industrial de papel e celulose ocupa posicéo de notoriedade no Brasil,
gerando emprego e renda. Devido ao alto desempenho produtivo o pais manteve em
2014 a posicao como o quarto maior produtor mundial de celulose de todos os tipos
e o primeiro produtor mundial de celulose de eucalipto (IBA, 2015). Também
manteve a lideranca no ranking global de produtividade florestal, com produtividade
média dos plantios de 39 m3/ha.ano e 31 m¥ha.ano, para Eucalyptus e Pinus, de
modo respectivo (IBA, 2015). O setor de florestas plantadas tem contribuindo no PIB
brasileiro com aumentos constantes, representando 5,5%, no ano de 2014, do PIB
industrial. Os estados brasileiros que possuem a maior concentracdo de plantio
florestal sdo, Minas Gerais, Sdo Paulo, Parana e Santa Catarina, sendo os dois
primeiros com predominio de area plantada por Eucalyptus (ABRAF, 2013).

2.2.Qualidade da madeira de E. globulus e E. grandis e o estimulo térmico

Os constituintes quimicos da madeira estdo intimamente ligados as suas
propriedades. Esse material organico € um biopolimero tridimensional, formado
principalmente por celulose, hemiceluloses e lignina, que sédo responsaveis pela
formacao da parede celular e suas propriedades. A composi¢cdo quimica da madeira
tem grande relevancia para a industria, uma vez que essas propriedades definem a
aptiddo da madeira para uma finalidade. Para a industria de papel e celulose, a
qualidade da madeira esta relacionada ao tipo de lignina que a compde, uma vez
gue o teor de lignina esta correlacionado de maneira negativa com o rendimento da

pasta.

A celulose é o polimero mais abundante da biomassa produzida na biosfera,
seguidamente da lignina, que representa até 30% dessa biomassa (BOERJAN et al.,
2003). A lignina exerce papel fundamental, em termos biologicos, além de
apresentar relevancia em mecanismos de defesa, conferir rigidez mecéanica,
impermeabilidade, e estd relacionada a condutividade de agua e resisténcia a
biodegradacdo (BHUIYAN et al., 2009). O polimero de lignina apresenta trés
diferentes subunidades: “p-hydroxyphenyl” (H), “guaiacyl” (G) e “syringil” (S). A
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medida que a razdo das subunidades S (duplamente metilado, nas porcdes de 3- e
5- hidroxilo) para G (isoladamente metilado, na parte grupo 3-hidroxilo) determina o
grau de condensacéo da lignina (BHYUIYA; LIU 2010), e a alta razdo S/G na lignina
€ uma caracteristica atraente para a degradacdo da parede celular durante a
producdo de papel e celulose. A composi¢cdo e o teor de lignina oscilam entre as
espécies e dentro de uma mesma espécie, nos diferentes o6rgaos e tecidos, e, nas
varias fases do desenvolvimento e em resposta a condicbes externas a planta
(PLOMION et al., 2001; BHUIYAN et al., 2009; CAROCHA et al., 2015) .

Respostas moleculares induzidas por baixa temperatura foram estudadas em
plantas de E. globulus, devido a sua importancia econdmica e a sua tolerancia ao
frio. Fernandez et al. (2010), por intermédio do uso da técnica de qRT-PCR,
observaram uma regulacéo diferencial dos genes ELIP (early light-inducible protein),
NCED (9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase) e GS (galactinol synthase) em plantas
de E. globulus expostas ao frio. Gamboa et al. (2007) isolaram um cDNA que
codifica o fator de transcricdo CBF (cold-binding factor) a partir de plantas de E.
globulus ap0s exposicdo a temperaturas ambientais baixas, enquanto, Fernandez et
al. (2012) observaram a regulacdo positiva de trés genes DHN (dehydrin) na

aclimatacao a frio.

Além da caracteristica de tolerancia a baixa temperatura, as paredes de
células de plantas de E. globulus diferem de outras espécies de Eucalyptus pois o
polimero de lignina apresenta uma composigéo diferente em relagéo as subunidades
H, G e S, demostrando uma alta razdo S/G, caracteristica importante para a
industria. No entanto, um profundo conhecimento de todas as etapas envolvidas na
biossintese de lignina de Eucalyptus (Figura 1) é essencial antes do uso de técnicas
de engenharia genética para as paredes celulares de espécies plantas deste género.
Recentemente, Carocha et al. (2015) realizaram uma analise profunda dos genes
essenciais envolvidos na biossintese de lignina em E. grandis, usando a expressao
de alto rendimento de perfis de RNA-seq combinados com PCR em tempo real

quantitativo.
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Figura 1: Biossintese de Lignina. (b) Circulos coloridos indicam as 17 enzimas que constituem o “toolbox” de lignificagao de
Eucalyptus, descrito por Carocha et al. (2014). Setas em preto indicam as reacdes consideradas como
fundamentais na biossintese de lignina. Fonte: Carocha et al. (2014).
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2.3.0 sistema antioxidante das plantas expostas a fatores abidticos

Estresses causam danos as plantas e podem interferir na qualidade da
madeira, influenciando a deposicdo de lignina na parede celular (MOURA et al.,
2010). Dentre todos os fatores abidticos que os organismos vegetais estdo sujeitos
durante o seu ciclo de vida, variacdes térmicas sdo provavelmente os fatores
climaticos mais limitantes. A geracdo de EROs € um fenbmeno comum em plantas
sob estresses abidticos e, quando ocorre em niveis elevados, pode afetar
negativamente o metabolismo celular. Consequentemente, as EROs precisam ser
rapidamente neutralizadas para minimizar potenciais danos nas células vegetais
(Figura 2).

As enzimas catalisadoras de EROs sao comuns em planta e estdo bem
descritas na literatura, incluindo principalmente as enzimas superéxido dismutase,
ascorbato peroxidase, gluthationa peroxidase e catalase (APEL; HIRT, 2004,
FOYER, 2005; HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA, 2012; CHOUDHURY et al.,
2013).
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Figura 2: Esquema de neutralizacdo de EROs. Principais sitios de producédo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) em células fotossintéticas e
envolvimento das principais enzimas antioxidantes. Abreviaturas: GO,
glicolato oxidase; 3PGA, 3-fosfoglicerato; RuBisCo, ribulose 1,5-
bisfosfato carboxilase/oxigenase; RuBP, ribulose 1,5-bisfosfato; SOD,
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superoxido dismutase; XO, xantina oxidase; CAT, catalase; APX,
ascorbato peroxidase. Fonte: Das et al. (2015).

A superoxido dismutase (EC 1.15.1.1) € uma enzima antioxidante, que tem
papel fundamental no processo de neutralizacdo de EROs, atuando nos trés
principais compartimentos produtores dessas moléculas (Figura 2). A SOD catalisa a
dismutacéo do superdxido (O2) em oxigénio (O2) e perédxido de hidrogénio (H202). A
atividade dessa enzima em plantas expostas a estimulos térmicos j& foi descrita. Liu
et al. (2013) observaram um aumento na atividade de SOD, CAT e peroxidades em
plantas de Avena nuda L. cultivadas em baixas temperaturas. Wang et al. (2014)
observaram um aumento na atividade de SOD em plantas de trigo de inverno

(Triticum aestivum L.) submetidas a alta temperatura.

As peroxidases (EC 1.11.1.x), comp8e uma familia de enzimas antioxidantes
gue catalisam reacdes oxirredutases. Sao encontradas em diversos organismos, tais
como, plantas, humanos e bactérias e tém como principal molécula aceitadora de
elétrons, o peroxido de hidrogénio (H202). Fazem parte desse familia as enzimas:
ascorbato peroxidase (EC 1.11.1.11), “gluthationa peroxidase” (EC 1.11.1.9),
“peroxiredoxin” ou “thioredoxin peroxidase” (EC 1.11.1.15), catalase (EC 1.11.1.6),
NADH peroxidase (EC 1.11.1.1), “NADPH peroxidase” (EC 1.11.1.2), “fatty-acid
peroxidase” (EC 1.11.1.3), “cytochrome-c peroxidase” (EC 1.11.1.5), peroxidase (EC
1.11.1.7), “iodide peroxidase” (EC 1.11.1.8), “chloride peroxidase” (EC 1.11.1.10),
“phospholipid-hydroperoxide glutathione peroxidase” (EC 1.11.1.12), “manganese
peroxidase” (EC 1.11.1.13), “lignin peroxidase” (EC 1.11.1.14), “versatile peroxidase”
(EC 1.11.1.16), “glutathione amide-dependent peroxidase” (EC 1.11.1.17), “bromide
peroxidase” (EC 1.11.1.18), “dye decolorizing peroxidase” (EC 1.11.1.19),
“prostamide/prostaglandin F(2-alpha) synthase” (EC 1.11.1.20), catalase peroxidase
(EC 1.11.1.21), “hydroperoxy fatty acid reductase” (EC 1.11.1.22) e “(S)-2-
hydroxypropylphosphonic acid epoxidase” (EC 1.11.1.23).

Dentre estas enzimas que decompoem peroxidos, pode-se destacar as
enzimas ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT). A primeira usa como

substrato o ascorbato, e atua no citosol, mitocéndria e cloroplasto; a segunda
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neutraliza o peroxido de hidrogénio e, em plantas, atua nos peroxissomas (Figura 2).
O aumento na atividade da CAT foi observado em plantas de E. dunnii cultivadas a
4°C, em que foi observado um aumento de 25% ap0s trés horas de exposicado ao
estresse (LIU et al., 2014). Clones de Eucalyptus globulus submetidos a aclimatacao
ao frio a curto prazo, apresentaram aumento na atividade das enzimas
antioxidantes, ascorbato peroxidase, glutationa redutase (GR) e superoxido
dismutase. No entanto, apenas para SOD e GR foram observadas diferencas

significativas em relagdo ao controle (COSTA E SILVA et al., 2009).

2.4.A protedmica de plantas

Nas ultimas décadas os cédigos genéticos de diversos organismos foram
completamente sequenciados, representando um importante avanco na area
gendmica. Contudo, a obtencdo da sequéncia de nucleotideos do genoma de um
organismo representa apenas O primeiro passo para a realizagcdo de diversos
estudos a respeito do entendimento da regulagcdo da expressao génica. Tais
avaliacbes em nivel do transcriptoma podem fornecer informacgdes importantes
sobre a constituicdo genética transcrita de um organismo em um determinado
momento; entretanto, ela n&o reflete diretamente o produto final da expressao dos
genes j4 que podem ocorrer modificacdes estruturais das proteinas apoés a
transcricdo e que podem resultar em classes protéicas que desempenham diferentes
funcdes metabolicas (GYGY et al., 1999; CHEN; HARMON, 2006). Protedmica € o
estudo sistematico de um proteoma, ou conjunto de proteinas expressas pelo
genoma de um organismo em uma dada condicdo (PARK, 2004; CHEN; HARMON,
2006). Os significativos avangos obtidos nessa area sdo resultado do
desenvolvimento, integracdo e automatizacdo de uma variedade de técnicas e
equipamentos que permitem separar, identificar, quantificar e caracterizar proteinas,
bem como relacionar estas informagdes com aquelas obtidas por outras abordagens
(SANTOS; TEIXEIRA; SA-CORREIA, 2004). Em geral, a protedmica permite estudos
da expressdo diferencial de proteinas, das modificacbes pds-traducionais, das
interacdes proteina-proteina, e das funcdo desempenhadas por determinadas
proteinas em um evento bioldgico especifico (DIAS et al., 2010).
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Com o0s avangos nas técnicas de protedbmica e nas analises por
espectrometria de massas, a proted6mica tem se tornado uma estratégia alternativa
no estabelecimento de marcadores bioquimicos e uma das mais utilizadas para
andlises metabdlicas e de expressdo génica global (SHEORAN et al., 2005;
PAWLOWSKI, 2007). As andlises do proteoma de plantas sao frequentemente
baseadas em fracionamento protéico por eletroforese bidimensional (2-DE) e
unidimensional (SDS-PAGE). O procedimento padrédo para a identificacdo de
proteinas inicia-se com a digestao enzimatica, sendo tripsina a enzima mais utilizada
(OLSEN et al.,, 2004). Posteriormente, os peptideos sao fragmentados em um
espectrometro de massas, gerando espectros do tipo MS/MS, o0s quais sao
utilizados nas buscas em bancos de dados. Os programas utilizados na busca de
dados baseiam-se na comparacdo entre o padrdo de fragmentagdo teodrico dos
peptideos e o espectro de fragmentacdo obtido experimentalmente. A estratégia de
identificacdo por MS/MS, permite a determinacdo precisa da sequéncia experimental
de aminoacidos, sendo mais eficiente do que a identificacdo de proteinas baseada
somente na comparacdo entre as massas dos fragmentos tripticos (CHEN;
HARMON, 20086).

Um estratégia alternativa € a identificacdo e quantificacdo de proteinas
realizada de forma integrada, diretamente a partir de dados obtidos pelo
espectrometro de massas (WONG et al.,, 2007). Essa estratégia baseia-se na
premissa de que sob condi¢cdes controladas, peptideos idénticos presentes em
diferentes andlises podem ser diretamente comparados (WONG et al., 2007). A
contagem de espectros obtidos para uma determinada proteina correlacionam-se
com a abundéancia protéica, podendo ser utilizados em andlises comparativas entre
diferentes estados fisiologicos (OLD et al., 2005; ZHANG et al., 2006). A estratégia
de pré-fracionamento inicial das proteinas por eletroforese unidimensional, seguido
de separacdo dos peptideos em coluna cromatogréfica e identificacdo e
quantificacdo de proteinas livre de marcacdo em espectrdbmetro de massas é
conhecida como GeLC-MS/MS e tem se tornado frequente, ja que permite a reducao
da complexidade das amostras biologicas e direta quantificacdo das proteinas a

partir dos dados adquiridos em espectrometro de massas.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal e condi¢cdes de crescimento

Sementes de Eucalyptus globulus e Eucalyptus grandis foram obtidas a partir
de um viveiro local, germinadas em mistura de areia e solo (1:1, v/v) e cultivadas em
vasos de 0,5 L em casa de vegetacdo até a obtencdo de 5-6 folhas completamente
expandidas. Em seguida, foram transferidas para as camaras com temperatura
controlada e cultivadas a 10 °C, 22 °C e 32 °C por cinco semanas. No presente
trabalho, esses foram nomeados como baixa temperatura (LT), média temperatura
(MT) e alta temperatura (HT), respectivamente. As camaras foram ajustadas para 10
h de luz, fornecido por um conjunto de diodos emissores de luz (LED, 250 pmols
fotons m2.s1). Apds cinco semanas de tratamento, as folhas foram removidas e os
caules foram rapidamente cortados com tesoura, congelados em nitrogénio liquido e
estocados em -80 °C até o processamento das amostras. Para cada tratamento e
espécie, foram utilizadas cinco réplicas biologicas, sendo cada um deles constituido

por caules de cinco plantas jovens.

3.2.Extracao de proteinas

As proteinas caulinares foram extraidas de acordo com o protocolo original
descrito por Hurkman e Tanaka (1986). Aliquotas de 1 g de material vegetal
macerado em nitrogénio liquido foram transferidas para tubos novos e 4 mL de
tampéao de extracao (500 mM Tris, pH 8.0, 50 mM EDTA, 700 mM sacarose, 100 mM
KCl e 1% beta-mercaptoetanol) foram adicionados ao material. Apés 1 h de
incubacdo, um volume igual de solugcdo de fenol equilibrado (Sigma-Aldrich) foi
adicionado ao extrato e homogeneizado por 5 min a 4 °C. As fases organicas e
aguosas foram separadas por 15 min de centrifugacéo a 3.200 g. As proteinas foram
entdo isoladas por adicdo de 10 mL de 0,1 M acetato de ambnio em metanol na fase
aguosa anteriormente transferida. A precipitacao ocorreu durante 16 h e foi realizada
a -20 °C. Os precipitados foram obtidos por centrifugacéo a 3.200 g durante 15 min a
4 °C. Antes da ressuspenséo, os pellets de proteina foram lavados duas vezes com
2 mL de acetona gelada, seguido por centrifugacdo a 3.200 g durante 15 min.

Finalmente, as proteinas foram ressuspendidas em 100 pL de tampé&o de amostra
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(125 mM Tris, pH 6,8, 20% glicerol, 1% de SDS e 1% DTT) antes do ensaio de

Bradford de quantificacédo protéica.

3.3.Eletroforese em gel de poliacrilamida e digest&do de proteinas

A eletroforese em gel de proteinas foi realizada em sistema descontinuo,
composto por um gel de empilhamento de 4% (30% Acrilamida, 0,8 % Bis-
Acrilamida) e gel de separacao 12% (30% Acrilamida, 0,8 % Bis-Acrilamida). Foram
utilizados aliquotas de 50 pg de proteinas caulinares em tampao de amostra, um
volume igual de tampéo de carregamento (125 mM Tris, pH 6.8, 20% glicerol, 1%
SDS, 1% DTT) foi adicionado e a mistura aquecida por 5 min. Em seguida, as
proteinas foram separadas em condicfes desnaturantes por eletroforese em gel de
poliacrilamida contento dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) com corrente elétrica
de 20 mA por gel, durante um periodo de 2 h. As bandas de proteina foram
visualizadas por coloracdo de Coomassie G-250. As digestdes em gel de proteinas
foram efetuadas por corte das faixas do gel em cinco segmentos, e cada um digerido
separadamente de acordo com o protocolo proposto por Shevchenko et al. (2006). A
digestdo de proteinas foi realizada durante 16h a 37 °C por adicdo de 2 pg de
tripsina em cada tubo. Peptideos tripiticos foram eluidos da matriz de gel por 2 h
usando 5% de &cido férmico: 100% ACN (1:2, v/v) e em seguida secou-se em

centrifugacéo a vacuo.

3.4.Analises de espectrometria de massas

Os peptideos tripticos que foram obtidos e armazenados em -30 °C foram
separados por cromatografia liquida de fase reversa numa coluna C18 (15 cm, 3 um,
120 A) em um gradiente de noventa minutos: de 5% para 80% de &cido férmico a
0,1% em acetonitrila, a fluxo constante de 300 nL/min. As andlises de espectrometria
de massa foram realizadas em um instrumento do tipo Q-Exactive (Thermo Fisher
Scientific) operado no modo de positivos. Aquisicdo dos espectros de massa foi
realizada no modo dependente de dados com ciclos de aquisicdo constituidos por
um “full scan” (400-2000 m/z), a 70.000 FWHM, seguido por dez “data dependent
scans” a 35.000 FWHM. A fragmentagcdo dos peptideos foi obtida por fragmentacéo
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do tipo HCD usando uma energia de colisdo igual a 35 eV (£ 5%), com exclusao

dindmica de 60 s para os ions selecionados.

3.5.ldentificacdo e quantificacdo de proteinas

A identificacdo de proteinas foi realizada utilizando a abordagem da
correlacdo espectral. Para isso, sequéncias protéicas de Eucalyptus grandis foram
obtidas a partir do website Phytozome versao 1.1 (GOODSTEIN et al.,, 2012) e
concatenados com sequéncias reversas para obter uma base de dados contendo
85,874 entradas. As buscas contra o banco de dados foram realizadas pela
ferramenta Comet (ENG; JAHAN; HOOPMANN, 2013) utilizando as seguintes
modificacdes de massas de aminoacido: carbamidometilacdo da cisteina, como
modificacdo estética, e oxidagdo da metionina, como modificacdo dindmica. Todos
os alinhamentos de espectros peptidicos sugeridos PSM (“peptide spectrum
matches”) foram filtrados utilizando o software SePro (CARVALHO et al., 2012,
2016) e ajustados para uma taxa de falsas descobertas (FDR) de 1%. Proteinas que
compartilham peptideos comuns foram agrupadas de acordo com o principio da
maxima parcimbnia. A abundéncia das proteinas foi registrada utlizando a
abordagem do “normalized spectrum abundance factor” (NSAF) (PAOLETTI et al.,
2006).

3.6.Analise global dos dados e proteinas diferencialmente reguladas

A anédlise global dos dados foi realizada por meio de: (1) correlacdo dos dados
de protebmica com a estrutura do genoma de Eucalyptus grandis descrito por
Myburg et al. (2014); (2) agrupamentos hierarquicos usando o método de
agrupamento UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages)
com base na distancia euclidiana, através do programa Genesis (STURN;
QUACKENBUSH; TRAJANOSKI, 2002; STURN et al., 2003); e, (3) mapeamento das
vias metabdlicas utilizando o banco de dados Kegg Metabolic Pathway (KANEHISA;
GOTO, 2000; KANEHISA et al.,, 2016). Adicionalmente, foram realizadas analises
das proteinas diferencialmente reguladas para os tratamentos de baixa e alta

temperatura, contra o controle (média temperatura). Para tanto, utilizou-se a
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ferramenta T-Fold disponivel na plataforma Patternlab (CARVALHO et al., 2012,
2016), considerando apenas proteinas com “fold change” acima de 1,5 e com
diferenca significativa a 5% segundo o teste t-Student. Esse grupo de proteinas foi
mapeado para as vias metabolicas do banco de dados Kegg Metabolic Pathway,
através dos codigos “KOs” e “EC numbers” utilizando a ferramenta iPath (LETUNIC
et al., 2008; YAMADA et al.,, 2011). Adicionalmente, a funcdo molecular das
proteinas diferencialmente reguladas para alta e baixa temperatura, contra a média
temperatura, foi determinada separadamente, com classificacdo nivel 2, via o
Blast2Go (CONESA et al., 2005), para ambas as espécies. Posteriormente, com o
intuito de restrigir o nUmero de proteinas e aumentar o nivel de confianca dos dados,
os NSAFs das proteinas foram transformados em indices espectrais (“spectral
indexes”) (FU et al., 2008) e 1.000 permutacdes randdmicas foram realizadas para
selecao de proteinas diferencialmente reguladas a um nivel de significancia de 5%.

3.7.Analise das enzimas antioxidantes e relacionadas com a lignificacéo

As proteinas relacionadas com a neutralizacdo de EROs que estdo descritas
na literatura (PERONI et al., 2007; BOGUSZEWSKA; ZAGDANSKA, 2012) foram
identificadas em buscas por homologia. Para tanto, utilizou-se a descricdo de
proteinas disponivel no website Phytozome (GOODSTEIN et al.,, 2012) para 0s
organismos Eucalyptus grandis e Arabidopsis thaliana. Também foi realizada a
determinacdo da localizacdo subcelular dessas proteinas, através do uso de
preditores in silico Predotar, Wolf Psort, TargetP, PPDB, SUBAcon, Cell ploc e
Phobius. Nos caso de divergéncia de localizacdo entre os preditores, foi considerado
o resultado obtido para a maioria dos preditores ou adotou-se a localizacdo como
compartilhada. Adicionalmente, foi realizado um agrupamento hierarquico com uso
do programa PermutMatrix (CARAUX; PINLOCHE, 2005) usando os critérios de
distancias euclidianas e UPGMA para a obtencéo dos grupos.

Para a identificacdo de proteinas relacionadas com a via de biossintese de
lignina, foram realizados mapeamentos utilizando o banco de dados KEGG Pathway
(KANEHISA; GOTO, 2000; KANEHISA et al., 2016) e o organismo Arabidopsis
thaliana como modelo. Posteriormente, as identificacdes foram representadas em

graficos de tendéncia de expressdo dessas proteinas nas diferentes condi¢ces
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térmicas. Para as analises das proteinas relacionadas com a lignificacdo e com o
sistema antioxidante, somente foi considerado como proteina diferencialmente
regulada se observada uma diferenca significativa na sua abundancia segundo o
teste estatistico Kruskal-Wallis com nivel de confianca de 99%.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Correlacdo entre os dados protedbmicos e a arquitetura genémica de

Eucalyptus grandis

Os avancos no sequenciamento de nucleotideos em larga escala
aumentaram significativamente a aquisicdo e a exploracdo da informacdo do
proteoma de plantas. Embora o sequenciamento de novo de peptideos seja uma
abordagem poderosa e independente de banco de dados de espectros, a estratégia
de correlacdo espectral contra um banco de dados ainda € a mais amplamente
adotada no campo da protedmica. As iniciativas do sequenciamento do genoma de
Eucalyptus foram lancadas no inicio dos anos 2000 e atingiram um marco para a
biotecnologia florestal: o genoma de E. grandis, composto por uma sequéncia de
640 megabases montados em 11 principais grupos de ligacdo cromossOmica
(MYBURG et al., 2014). Essa referéncia gendmica de alta qualidade é um recurso
genético valioso para estudos que envolvem expressdo génica. A protebmica se
destaca de outras abordagens em larga escala devido a sua capacidade de
identificar os produtos finais da informagédo gendmica. Sendo assim, neste trabalho,
primeiramente correlacionamos os perfis de expressao génica, obtidos de proteinas
codificadas por genes aqui identificados, com o padrdo de densidade de genes
cromossOmicos proposto por Myburg et al. (2014). O perfil de expresséo génica, em
termos de numero de proteinas identificadas, corroborou com o padrdo de
densidade génica para cada um dos 11 cromossomos de Eucalyptus (Figura 3).
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Figura 3. Correlacdo entre dados de protedbmica e estrutura do genoma de
Eucalyptus grandis descrito por Myburg et al. (2014). As identidades
dos cromossomos estdo indicadas pelos nimeros mais externos. a,
desidade de gene por intervalo de 1 megabase (Mb); b, densidade de
genes expressos (numero de proteinas identificadas, picos azuis) e
expressdo de genes variantes (niumero de identificacdes de isoformas
por locus, picos vermelhos) por intervalo de 1 Mb; c¢, cobertura
genOmica baseado em protedmica para cada cCromossomo proposto.
Adaptado: Myburg et al. (2014).

O maior numero de proteinas expressas, dentro de um intervalo genémico de
1 megabase (Mb), foi detectado nos cromossomos 6 e 9, corroborando a alta
densidade de genes sugerida para as posicdoes nesses Cromossomos.
Adicionalmente, os intervalos de 1 Mb do perfil de expressdo de proteinas
codificadas pelos cromossomos 3 e 5 também refletiram a distribuicdo de genes
sugerida desses cromossomos, 0S quais S840 0S maiores mas que posuem as

menores densidades génicas. A posicdo gendmica dos genes que codificam as
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isoformas de proteinas (isto €, proteinas diferentes expressas pelo mesmo locus
génico) também esta de acordo com os padrbes de densidade génica para todos os
grupos de ligacdo cromossdmica sugeridos, onde regides de elevada densidade
génica tendem a expressar o maior numero de isoformas de proteinas. A cobertura
gendmica, em termos de proteinas identificadas, refletiu a distribuicdo génica
através de cromossomos de Eucalyptus. Como consequéncia das propriedades
bioquimicas das proteinas e das estratégias analiticas utilizadas, a maior cobertura
foi alcancada para os cromossomos que codificam o maior numero de sequéncias
protéicas (cromossomos 1, 9 e 10); enquanto os cromossomos 3 e 5 apresentaram o
menor namero de proteinas identificadas. Em geral, a analise de expressao génica
baseada em protedmica corroborou com a arquitetura gendmica e a distribuicdo
espacial dos genes sugerida por Myburg et al. (2014), proporcionando suporte
adequado para as andlises comparativas do proteoma entre as espécies de

Eucalytpus aqui descritas.

4.2.ldentificacdo de assinaturas protedmicas por analise global dos

proteomas caulinares de E. grandis e E. globulus

A distribuicdo de espécies plantadas de Eucalyptus € baseada em zonas
climaticas. Plantas de E. grandis e seus hibridos séo principalmente cultivadas em
regides tropicais; enquanto que E. globulus é preferencialmente cultivada em areas
de clima temperado (POTTS, 2004; DASGUPTA et al., 2015).

Através da analise de agrupamento hierarquico do proteoma caulinar pode-se
confirmar as indicagcdes de cultivo para regides de clima temperado e tropical para
as espécies de E.globulus e E. grandis, respectivamente (Figura 4). Plantas de E.
globulus, quando cultivadas em baixa temperatura, demostraram um perfil de
regulacéo protéica diferente do que quando cultivadas em média e alta temperatura
(Figura 4). Contrariamente, observou-se que plantas de E.grandis cultivadas em alta
temperatura demonstraram um perfil de regulacdo proteica mais diferenciado em
relacdo aquelas expostas a baixa e média temperaturas (Figura 4). As plantas de
E.globulus e E. grandis quando cultivadas em alta e baixa temperatura,

respectivamente, demonstraram um perfil de expressédo proximo da temperatura
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média para cada espécie, evidenciando que as maiores mudancas na regulacéo

protedbmica ocorre quando sdo cultivadas na temperatura mais préxima a zona de
cultivo recomendada (Figura 4).

0.0 3.0

E. globulus E. grandis

LT MT HT LT MT HT

Figura 4: Agrupamento hierarquico do proteoma caulinar de E.globulus e E.
grandis cultivadas em baixa (LT), media (MT) e alta (HT) temperatura
por 5 semanas. As proteinas foram agrupadas de acordo com o NSAF
pelo método UPGMA com base em distancia euclidiana. A cor cinza
indica auséncia e as variacbes de cores do amarelo ao vermelho
intenso indicam uma variagdo de menor para maior abundancia.
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4.3.Proteinas com expresséao induzida ou suprimida

Foram identificadas 296 proteinas, ndo redundantes, diferencialmente
reguladas segundo o teste T-Fold (Tabela 1A). Em E. globulus, o tratamento de
baixa temperatura resultou na inducdo de 77 proteinas caulinares e supresséo de 21
produtos génicos. Paralelamente, o cultivo em alta temperatura resultou na indugéo
de 86 proteinas e inibicdo da expresséo de 29 proteinas caulinares. Em E. grandis, o
cultivo em baixa temperatura estimulou o acumulo de 65 proteinas caulinares,
enquanto inibiu a expresséo de 12 proteinas. Ainda nessa espécie, o tratamento de
alta temperatura resultou na inducdo de 59 proteinas e inibicdo de 13 produtos
génicos. Considerando a funcdo molecular dessas identificacfes (Figura 5), houve
um aumento do percentual de proteinas diferencialmente reguladas que estéo
relacionadas com processos de oxidorredutase nos tecidos submetidos ao
tratamento de alta temperatura em relagdo aqueles submetidos ao cultivo em baixa
temperatura, tanto para E. globulus (Figura 5A-B) quanto para E. grandis (Figura 5C-
D). Esse resultado favorece a hipétese de que o estimulo por alta temperatura
proporciona respostas mais acentuadas no sistema antioxidante em plantas de

Eucalyptus.

Ademais, o aumento de expressdo de proteinas relacionadas ao sistema
oxidativo na regido cambial pode ser considerado como um importante indicador de
caracteristicas indesejaveis em clones de Eucalyptus para a inscustria de papel e
celulose (BRITTO et al, 2012). Avaliando o proteoma da regido cambial de
Eucalyptus, por meio de separacéo eletroforética de géis bidimensionais e anélise
de espectrometria de massas, Britto et al. (2012) identificaram a expressao
diferencial de proteinas, principalmente relacionadas com o sistema antioxidante e
na reposta ao estresse, em clones cuja as caracteristicas da madeira € considerada
inferior para industria de papel e celulose, evidenciando que o aumento da regulacéo

dessas proteinas estéa relacionado a perdas nas propriedades da madeira.
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» GTP binding

B GTPase activity

u|dentical protein binding

Isomerase activity
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® Macromolecular complex binding
Nucleoside-triphosphatase activity

m Oxidoreductase activity

= Oxidoreductase activity, acting on the aldehyde or oxo group of donors
Oxidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD ou NADP as acceptor
Poly(A) RNA binding
P-P-bond-hydrolysis-driven transmembrane transporter activity
Protein complex binding

w Protein dimerization activity
Protein homodimerization activity
Protein kinase binding
Structural constituent of ribossome
Structural molecule activity
Substrate-specifictransmenbrane transporter activity
Transferase activity

Zinc ion binding

2 por funcdo molecular

das 296 proteinas

diferencialmente reguladas em caules de Eucalyptus. A e B: proteinas
diferencialmente reguladas em plantas de E. globulus cultivadas em

baixa e alta temperatura,

respectivamente;

C e D: proteinas

diferenciamente reguladas em E. grandis cultivadas em baixa e alta

temperatura, respectivamente.

Visando uma avaliacdo mais restringente dos resultados contendo as 296

proteinas diferencialmente expressas, segundo o critério T-Fold, uma segunda

selecéo foi realizada somente para essa populacédo de identificacbes. Para tal, foi

calculado o indice espectral (“spectral index”) para todas as identidades e 1000

permutacfes randémicas foram realizadas visando a determinagdo das proteinas

mais diferencialmente reguladas (a 5% de significancia) apdés os tratamentos

térmicos descritos na secao anterior. Mediante essa estratégia, foram identificadas

16 e 38 proteinas com alteragdo em sua abundancia exclusivamente em E. grandis

e E. globulus, respectivamente, e 12 proteinas em ambas as espécies. Dentre
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essas, destacam-se proteinas relacionadas aos processos biologicos de resposta ao
estresse, envolvidas em processos de oxidorredutase, relativas aos fotossistemas e

relacionadas com a lignificacao.

A exposicao de plantas a temperaturas extremas interfere em diversos
processos bioldgicos quem podem levar a alteragdes acentuadas no proteoma, tais
como fotossintese, remocdo de EROs, metabolismo energético e do carbono,
mecanismo de defesa, entre outros (JOHNOVA et al., 2016). Dentre todos os
processos afetados por altas temperaturas, a fotossintese € a mais sensivel. De
maneira semelhante, plantas submetidas ao frio sofrem interferéncia na atividade

fotossintética, e também na fotorrespiracio (JOHNOVA et al., 2016).

Embora, em tecidos caulinares, a resposta fotossintética diferencial ndo seja
esperada, caules jovens sdo fotossinteticamente ativos. Nesse estudo, proteinas
relacionadas com os fotossistemas e com a fotorrespiracdo, foram identificadas
como diferencialmente acumuladas apenas em plantas de E. globulus. Em
comparacdo com a meédia temperatura, uma proteina identificada como do
fotossistema I, a “Photosystem Il protein — PSII” (Eucgr.A00264.1), teve a inducéo
de expressédo em baixa e alta temperatura, em aproximadamente 2,5 e 2,3 vezes, de
modo respectivo. Contrariamente, uma proteina do fotossistema I, a “Photosystem |
reaction centre subunit IV/PsaE” (Eucgr.B02162.1), teve a expressdo suprimida em
-3,4 vezes nas plantas mantidas em baixa temperatura. De modo semelhante, uma
enzima que possui fungdo molecular redox na via da glicolise, a “NADP-dependent
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase” (Eucgr.C02594.1), foi identificada com
regulacéo inibida de -2,5 vezes em plantas de E. globulus submetidas a alta
temperatura. Corroborando com os dados obtidos, a supresséo da expressao das
enzimas “glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase” (CERNY et al., 2014) e “PSI
reaction center subunit 11-2” (ROCCO et al., 2013), ja foi observada em plantas de
Arabidopsis expostas a baixa temperatura. Demonstrando, que a supressao dessas

enzimas é evidenciada em plantas submetidas a temperaturas extremas.

A maioria dos fatores abioticos provocam diversos danos as células, e o
estresse oxidativo € uma das principais causas resultantes desses estresses

(JOHNOVA et al., 2016). A producido excessiva de EROs é um fendmeno comum
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em plantas sob estresses abidticos e, quando ocorre em niveis elevados, pode
afetar negativamente o0 metabolismo celular, havendo a necessidade de
neutralizacdo através de moleculas antioxidantes. Proteinas relacionadas com a
eliminacdo de EROs foram identificadas como diferencialmente acumuladas em
caules de E. grandis. A enzima “Peroxiredoxin” (Eucgr.C03812.1) foi identificada
com inducdo de expressdo de 1,7 vezes, em caules expostos a alta temperatura.
Essa proteina, por sua vez, pertence a uma familia de enzimas antioxidantes que
catalisam reacdes oxirredutases, conhecidas como peroxidases (EC 1.11.1.x). A
inducéo da regulacdo de enzimas dessa familia também foi observada em plantas
de arroz submetidas a alta temperatura (LIAO et al., 2014). Contrariamente, a
proteina “Glutathione S-transferase” (Eucgr.K01232.1) foi identificada em caules de
E. grandis cultivados em baixa temperatura com expressao suprimida de -3,2 vezes.
A familia de genes “glutathione S-transferase” (GST) é composta por enzimas de
desintoxicacao envolvidas na tolerancia ao estresse, e que podem desempenhar um
papel importante na tolerancia ao frio (JOHNOVA et al., 2016). Esses resultados
reforcam a hipétese de que o estimulo térmico por altas temperaturas leva a uma
maior expresséo de enzimas relacionadas com a eliminacdo de EROs em plantas de
Eucalyptus, sendo mais ressaltado em plantas de E. grandis. Além do mais, 0
conhecimento sobre a regulagdo dessas proteinas em plantas de Eucalyptus
expostas a alta e baixa temperatura, pode constituir de base para o

desenvolvimento de variedades tolerantes frente a esses fatores limitantes.

Proteinas de resposta a estresse, tais como, “Heat shock protein”,
“Chaperonin®, “Annexin”, “Cold shock domain containing proteins”, “GDSL-like
Lipase/Acylhydrolase” e “DEAD/DEAH box RNA helicase 15", foram identificadas
com alteracdo de abundancia em plantas de E. globulus. As proteinas “Heat shock
protein” (HSP) e outras chaperonas sdo comumente encontradas em resposta ao
estresse por temperatura, essas por sua vez atuam impedindo a desnaturacao e
protegendo as proteinas da agregacdo (BRITTO et al., 2012; JOHNOVA et al.,
2016). As HSP sao abundantes no proteoma de Eucalyptus (GONCALVES et al.,
2011) e sob condicdo de estresse, facilitam a dobragem de proteinas e ajudam na
estabilizacdo de proteinas e membranas (BRITTO et al.,, 2012). Duas proteinas
“‘Heat shock protein 70KDa” foram identificadas com regulagdo diferencial, as
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proteinas Eucgr.J02987.1 e Eucgr.J02991.1, ambas com inducédo de expressao em
baixa temperatura de 3,7 e 3,1 vezes, de modo respectivo. Também foi identificada
com acumulacdo diferencial, uma chaperona envolvida no processamento de
proteinas, a “Chaperonin ATPase/Chaperonin” (Eucgr.K02244.1), que teve a
expressdo induzida em plantas de E. globulus cultivadas em baixa e alta
temperatura, com variacdo de abundéancia de 5,9 e 3,5 vezes, respectivamente.
Apesar de chaperonas e proteinas HSP apresentarem alteracdes mais proeminentes
frente ao estresse de alta temperatura (JOHNOVA et al., 2016), identificou-se a
regulacdo diferencial dessas proteinas frente ao estimulo de baixa temperatura,
evidenciando o papel fundamental dessas proteinas na resposta a esse estimulo

térmico.

Outras proteinas de resposta ao estresse também foram identificadas em
caules de E. globulus. As anexinas sao proteinas responsivas ao estresse, mas que
também podem atuar no estresse oxidativo de plantas, assim como as peroxidases.
A expressao diferencial de proteinas anexinas foi anteriormente identificada em
caules de Eucalyptus (BRITTO et al., 2012). No presente trabalho, observou-se a
indugcdo de expressdo de duas isoformas de proteinas “Annexin” em caules de
plantas expostas a alta temperatura, a isoforma Eucgr.H04787.2, com inducao de
regulacéo de 2,7 vezes e a isoforma Eucgr.H04787.5, com inducéo de 2,5 vezes.
As proteinas “Cold shock domain” desempenham fungbes importantes no
desenvolvimento e adaptacdo ao estresse, principalmente, no que diz respeito a
aclimatacao ao frio (SASAKI; IMAI, 2012). Em plantas de E. globulus cultivadas em
baixa temperatura houve a indugdo de expressdo em 3,9 vezes da proteina “Cold
shock domain containing proteins” (Eucgr.l01395.1). Semelhantemente, houve a
inducdo de expresséao de 4,5 vezes de uma proteina reguladora de transcricédo, a
“‘DEAD/DEAH box RNA helicase 15” (Eucgr.C01749.2), em plantas de E.globulus
cultivadas em baixa temperatura. Embora a funcdo de proteinas “DEAH box” ndo
esteja totalmente elucidada, essas s&o candidatas como chaperonas de RNA
(JOHNOVA et al., 2016). Contrariamente, a expressdo de uma proteina que
desempenha papel de destaqgue em resposta ao estresse abiotico (TAN et al., 2014),
a lipase “GDSL-like Lipase/Acylhydrolase” (Eucgr.K03589.2), foi suprimida em -2,8
vezes em caules de E. globulus expostos a baixa temperatura.
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A resposta diferencial em caules de Eucalyptus sugere diferencas importantes
entre as espeécies estudadas. Plantas de E. grandis apresentaram inducdo de
expressao de enzimas antioxidantes no cultivo em alta temperatura e a supressao
em exposicdo a baixas temperatura. Esses resultados podem estar ligados a
caracteristicas indesejaveis, no que diz respeito a composicdo quimica da madeira
(BRITTO et al., 2012) em plantas de E. grandis quando comparadas com E.
globulus. No entanto, foi identificada regulacéo diferencial em plantas de E.globulus
de diversas proteinas responsivas ao estresse no estimulo por baixas temperatura, e
essas proteinas podem estar ligadas com a melhor composi¢do quimica da madeira
de plantas de E. globulus, atuando mais eficientemente na manutencdo da
homeostase celular. Tais proteinas podem ser posteriormente estudadas quanto a
interferéncia na composi¢cdo quimica da madeira para direcionamento dos
programas de melhoramento, com o intuito de produzir cultivares com melhor

gualidade de madeira e mais adaptadas a condi¢cdes adversas.

Os estresses causam danos as plantas e podem vir a interferir na
composicdo quimica da madeira, afetando a deposicao de lignina na parede celular
(MOURA et al., 2010). No que concerne ao processo de lignificagdo, somente uma
proteina foi identificada como diferencialmente acumulada em caules de E. grandis:
a proteina “4-coumarate--CoA ligase 3” (Eucgr.K00087.1, 4CL), que apresentou
inducao de expresséo de 4 vezes mais em baixa temperatura do que na condi¢céo de
meédia temperatura. Contrariamente, em caules de E. globulus, a expressdao da
proteina 4CL foi suprimida em plantas cultivadas em temperaturas elevadas.
Embora o dltimo resultado ndo apresente expresséao diferencial, pode-se indicar que
h& uma modulacdo positiva da expressao dessa proteina em plantas de Eucalyptus
submetidas a baixa temperatura e essa modulacdo pode determinar diferencas

importantes no processo de lignificacdo da madeira.
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Figura 6: Proteinas com expressdo induzida ou suprimida em caules de E.
globulus e E. grandis sob estimulo térmico. Barras destacadas em cinza
claro e branco, sédo proteinas diferencialmente reguladas em E. globulus,
nas condicfes de baixa e alta temperatura, respectivamente; Barras em
cinza e cinza escuro, correspondem a proteinas com regulacdo
diferencial em E. grandis, nas condi¢cdes de baixa e alta temperatura,
respectivamente.
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4.4. Mapeamento de vias metabolicas

Em virtude das flutuacdes climaticas globais, as plantas estdo expostas a
condicbes ambientais adversas com maior frequéncia. Ao passo que a temperatura
diverge da faixa Otima de cultivo, modificacbes celulares e moleculares
diversificadas ocorrem no interior da planta com a finalidade de conservar a
homeostase celular (JOHNOVA et al., 2016). Os estresses causados por
temperaturas extremas tem efeitos diversos nas plantas e podem vir a afetar
negativamente o seu crescimento e desenvolvimento, interferindo em uma ampla

variedade de processos fisioldgicos (JOHNOVA et al., 2016).

Com o intuito de identificar as vias metabdlicas relacionadas com o proteoma
caulinar das espécies de Eucalyptus em estudo, realizou-se 0 mapeamento do
proteoma global, das vias metabdlicas do Kegg Metabolic Pathway e por predi¢éo de
homologia com Arabidopsis thaliana (Figura 7). Adicionalmente, foi efetuado o
mapeamento das vias metabdlicas apenas das proteinas suprimidas e induzidas em
caules de E. globulus e E. grandis, através da ferramenta iPath utilizando codigos

KOs e numeros EC (Figura 8).

Dentre as proteinas identificadas em caules de E. grandis e E. globulus,
17,06% foram mapeadas e, estdo principalmente relacionadas ao metabolismo
energético, metabolismo de aminoacidos e nucleotideos e o metabolismo de lipideos
e carboidratos (Figura 7). Em relagdo ao metabolismo energético, houve a
identificacdo de proteinas envolvidas no processo de fixagdo de carbono e do

metabolismo do enxofre (Figura 7).

Para o metabolismo de lipideos e carboidratos, obteve-se o0 mapeamento de
proteinas relacionadas ao metabolismo central dos carboidratos; metabolismo de
outros carboidratos envolvidos no ciclo do glioxalato, fotorrespiracdo, via do
malonato-semi-aldeido, biossintese da trealose, degradacdo de pectina e
biossintese de acucares nucleotidicos (glucose e galactose); metabolismo de &cidos
graxos, mapeando as fases de iniciacao e alongamento, sintese de acido jasmoénico,
beta-oxidacdo e biossintese de corpos cetdnicos; biossitese de isopropandides em

plantas e da via do mevalonato (Figura 7).
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No que diz respeito ao metabolismo de aminoacidos e nucleotideos, foram
identificadas proteinas envolvidas no metabolismo das purinas, pirimidinas, serina e
treonina, cisteina e metionina, aminoaciodos de cadeia ramificada e prolina e
arginina; no metabolismo da lisina; na via de biossintese de ornitina e ciclo da uréia;
e no metabolismo de aminoacidos aromaticos, com destaque para biossintese de

fenilalanina, triptofano, tirosina, capsaicina e a via do chiquimato (Figura 7).
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Figura 7: Rotas metabdlicas em que as proteinas caulinares identificadas de E. globulus e E. grandis estdo envolvidas. As
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utilizando codigos AT, disponiveis no Phytozome, como entrada no banco de dados on-line Kegg Pathway.
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Para as proteinas com regulacdo suprimida e induzida, obteve-se uma
cobertura metabolica similar para E. globulus e E.grandis para as identificacbes
relacionadas com o metabolismo energético, em que as espécies compartilham a
maior parte das proteinas envolvidas na fixacdo de carbono (Figura 8). Em relagédo a
sintese de fenilpropandides as enzimas “trans-cinnamate 4-monooxygenase” (EC
1.14.13.11) e “4-coumarate-CoA ligase” (EC 6.2.1.12) foram identificadas para
E.globulus e E.grandis, de modo respectivo. Algumas diferengcas no metabolismo
das espécies foram observadas, em plantas de E. globulus obteve-se uma cobertura
mais abrangente com relacdo ao metabolismo de carboidratos e lipideos do que em
E. grandis, mapeando a via da pentose fosfato, o metabolismo de biossintese de
acidos graxos relacionado com a fase de alongamento na mitocondria, sintese de
acido jasmonico, beta-oxidagdo e biossintese de corpos cetdnicos; e, também, o
metabolismo de lipideos através da expressdo diferencial de fosfolipases. Vale
destacar que apenas em E. grandis houve a expressao diferencial da enzima do
metabolismo de aminoacido e nucleotideos a “Argininosuccinate synthase“ (EC

6.3.4.5) que direciona para o ciclo da uréia (Figura 8).

Os resultados obtidos através do mapeamento de vias metabdlicas das
proteinas suprimidas e induzidas, correspondem com as respostas metabolicas
esperadas em resposta ao estimulo térmico e que estdo descritas na literatura. As
principais modificacdes no proteoma de plantas apds estresse por temperatura,
incluem, principalmente, os processos metabodlicos do metabolismo de carboidratos
e proteinas, e a fotossintese (JOHNOVA et al., 2016). Em relacdo ao metabolismo
de carboidratos, a regulagéo diferencial de algumas enzimas chave do ciclo do TCA
e do ciclo de glioxilato foram descritas em plantas submetidas ao frio (JOHNOVA et
al., 2016). Bem como, a inducdo de expressdo de enzimas envolvidas na
biossintese de UDP-glicose, glicolise e via pentose fosfato em plantas submetidas a

alta temperatura, ja foram observadas (JOHNOVA et al., 2016).
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espécies de Eucalyptus. As proteinas foram

identificadas a partir do teste Tfold, disponivel na plataforma PatternLab. As proteinas diferencialmente reguladas
(“up” e “down”) em E. globulus e E. grandis estdo destacadas em laranja e amarelo, respectivamente, e, as
proteinas diferencialmente expressas em ambas as espécies estdo detacadas em preto. O mapeamento foi
relaizado através da ferramenta iPath, com codigos de entrada do tipo KOs e niumero EC.
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4.5. O subproteoma antioxidante caulinar de espécies de Eucalyptus e a

regulacéo atraves do estimulo térmico

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo elementos chave nas respostas ao
estresse das plantas. Ascorbato peroxidase (APX), glioxalase (GLX), glutationa
peroxidase (GPX), peroxirredoxina (PRX), superoxido dismutase (SOD), tiorredoxina
(TRX) e catalase (CAT) sdo as enzimas antioxidantes mais comuns em células
vegetais (APEL; HIRT, 2004; FOYER, 2005; HASANUZZAMAN; NAHAR; FUJITA,
2012; CHOUDHURY et al., 2013). Em espécies de Eucalyptus, plantas de E. dunnii
cultivadas a 4 °C apresentaram um aumento de 25% na atividade da CAT apés trés
horas de exposicdo ao estresse (LIU et al., 2014). O aumento de expressdo de
catalase foi confirmado através de analise de transcriptbmica em larga escala, onde
0s autores detectaram um aumento de duas vezes em transcritos relacionados com
a CAT ap06s 24 h de tratamento.

Usando a estratégia de protedmica do tipo GeLC-MS/MS juntamente com a
busca restringente do banco de dados das proteinas codificadas a partir do genoma
de E. grandis, identificou-se 103 proteinas relacionadas com EROs em caules de E.
globulus e E. grandis (Tabela 2A). Embora ndo seja estatisticamente significante,
uma andlise combinada da expressdo de todas as proteinas identificadas
relacionadas ao sistema antioxidante em caules de plantulas de E. globulus indica
um maior metabolismo anti-oxidativo em plantas cultivadas em HT do que em
relacdo as cultivadas em LT (Figura 9). Contrariamente, uma pequena diferenca foi
encontrada em plantas de E. grandis cultivadas a diferentes temperaturas, sugerindo
que as espécies de E. globulus podem ser mais sensiveis a essas mudancas de
temperatura do que a espécie proxima E. grandis. O aumento de expressdo das
enzimas antioxidantes detectadas em caules de E. globulus cultivadas em HT
corrobora com o estudo realizado por Macfarlane; Adams e Hansen (2002) a partir
do qual foi detectado uma taxa de crescimento maximo em mudas de E. globulus
cultivadas a 25 °C, nessa temperatura 0 aumento das taxas de respiracdo é
contrabalancado pela diminuicédo da eficiéncia de conversao de carbono.
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Figura 9: Abundéancia de proteinas de E. globulus e E. grandis relacionadas com o
sistema antioxidante. Foram consideradas a soma do NSAF de todas as
enzimas identificadas para cada condicdo ambiental estudada, em LT,
baixa temperatura; MT, média temperatura e HT, alta temperatura.

Dentre as proteinas antioxidantes identificadas a tiorredoxina foi a enzima
com o maior numero de copias expressas, totalizando 38 proteinas do sub-proteoma
antioxidante caulinar de Eucalyptus (Tabela 2A). De todas as 38 proteinas TRX, 16
foram identificadas como isoformas de sequéncias de apenas seis genes:
Eucgr.B02223, Eucgr.F02962, Eucgr.K02606, Eucgr.K03198, Eucgr.H02332,
Eucgr.K03531. Para os loci genéticos Eucgr.H02332 e Eucgr.K03531 foram
identificadas quatro isoformas protéicas, sendo o ultimo detectado em todas as
amostras de Eucalyptus, e com localizagdo subcelular prevista para o
compartimento do reticulo endoplasmatico, o que sugere um papel constitutivo
dessas proteinas no mecanismo de dobramento de proteinas. Outras proteinas
envolvidas no sistema redox também foram identificadas em um grande nimero de
cOpias. Por exemplo, a enzima superéxido dismutase, envolvida na reducdo de

radicais superoxidos, que representou 18 isoformas de proteinas codificadas por 7
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genes diferentes. O maior numero de isoformas de proteinas foi identificado para o
gene Eucgr.K00110, do qual as proteinas codificadas foram altamente abundantes
em ambas as espécies de Eucalyptus e estédo preditas com localizacdo subcelular
exclusiva dos cloroplastos.

Os preditores in silico de localizagdo subcelular (i.e. Predotar, WofPsort,
PPDB, SUBA) indicaram que 53 proteinas caulinares sao de localizacéao
cloroplastidial, uma importante fonte de producdo de EROs em plantas (Figura 10).
O agrupamento hierarquico de proteinas antioxidantes cloroplastidiais e
mitocondriais sugere um perfil de regulacdo protedmica mais proximo entre as
plantas de E. globulus cultivadas em LT e MT em relacdo ao perfil de regulacdo do
subproteoma de plantas expostas a HT. Embora o perfil de regulacdo do proteoma
antioxidante mitocondrial em caules de E. grandis sugira uma estreita relacdo entre
todos os tratamentos de temperatura, as plantas de E. grandis cultivadas em LT e
HT apresentaram um perfil de expressao de subproteoma mais proximo entre essas
temperaturas em relacdo ao subproteoma cloroplastidial. Essas respostas
diferenciais do perfil de expressdo das proteinas antioxidantes entre as espécies de
Eucalyptus estdo de acordo com o uso distinto das espécies em regides de plantio
de clima tropical ou temperado, sugerindo uma caracteristica de maior producdo das
enzimas antioxidantes quando as plantas de E. globulus s&o cultivadas em
temperaturas mais elevadas. Consolidando os resultados obtidos na andlise do
proteoma global, através do agrupamento hierarquico, que evidenciam a indicagao
de localizacdo de cultivo para as espécies em estudo. Além disso, confirma os
dados obtidos para as proteinas diferencialmente reguladas, em que houve a
identificacdo da inducdo de proteinas oxidorredutase frente ao estimulo térmico por
alta temperatura.
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Figura 10: Enzimas antioxidantes mitocondriais e cloroplastidiais identificadas a
partir de caules de plantas de E. grandis e E. globulus cultivadas em LT
(baixa temperatura), MT (média temperatura) e HT (alta temperatura)
conforme descrito na se¢do de Material e Métodos. As proteinas
identificadas foram agrupadas de acordo com sua expressao relativa e
localizacdo subcelular predita, a partir do programa Permutmatrix.
Preditores in silico foram utilizados para determinar a localizagc&o
subcelular das proteinas identificadas.
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Os genes que codificam as proteinas cloroplastidiais, SOD Eucgr.B03930,
TRX Eucgr.K02606 e as GRXs Eucgr.l01764 e Eucgr.l01760, foram aqueles que
apesentaram uma maior expressao e foram constitutivamente expressos em todos
os tratamentos em ambas as espécies de Eucalyptus (Figura 10). De forma
semelhante, os genes que codificam proteinas mitocondriais APX Eucgr.B02456,
PRX Eucgr.B01112 e TRX Eucgr.A01555, também foram identificados como
altamente expressos em Eucalyptus mediante a exposicdo aos tratamentos
térmicos. De maneira geral, as isoformas de proteinas do sistema antioxidante
mitocondrial e cloroplastidial apresentaram o mesmo perfil de regulagcdo em todos os
tratamentos. Todavia, a proteina SOD Eucgr.B03930.1 apresentou uma tendéncia
de abundancia especifica, sendo hierarquicamente agrupada de forma distinta das
outras isoformas do gene Eucgr.B03930. Enquanto que cinco isoformas
cloroplastidiais derivadas do gene Eucgr.B03930 foram identificadas com alta
expressao em todos os tratamentos térmicos em ambas as espécies de Eucalyptus,
a isoforma Eucgr.B03930.1 foi identificada apenas em caules de E. grandis
cultivados em LT e HT. Esse perfil de regulacdo Unico sugere o recrutamento
especifico desta isoforma para contrabalancar os danos do radical superoxido em
cloroplastos de E. grandis cultivados sob estimulos térmicos extremos. Devido a sua
alta abundancia em ambas as espécies de Eucalyptus, foi realizada uma analise
comparativa dedicada das isoformas do gene Eucgr.B03930. Foi encontrado um
perfil de resposta muito similar para todas as isoformas dessa proteina, conforme
indicado pelo agrupamento, e uma diferenca significativa na abundancia das
isoformas Eucgr.B03930.2, Eucgr.B03930.3, Eucgr.B03930.4 e Eucgr.B03930.5
entre E. grandis e E. globulus cultivados em tratamento com HT (Figura 11),
corroborando com a hipétese de que E. globulus € mais sensivel a um estimulo de
alta temperatura do que E. grandis e que os produtos de genes que codificam a

enzima SOD desempenham um papel importante na resposta antioxidante.
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Figura 11: Abundancia diferencial das variantes de superéxido dismutase (SOD)
Eucgr.B03930 entre caules de E. globulus e E. grandis. As diferencas
significativas foram determinadas de acordo com o teste de Kruskal-
Wallis com nivel de confianca de 99%. Tratamentos: LT, baixa
temperatura; MT média temperatura; HT, alta temperatura.

As peroxidases também sdo conhecidas por desempenhar um papel
importante no metabolismo antioxidante. Foram identificadas 30 isoformas de
peroxidase nos caules de Eucalyptus: 14 APXs, 09 GPXs e 07 TPXs/PRXs. A
importancia do metabolismo antioxidante em caules de E. grandis e E. globulus
podem ser exemplificadas pela redundancia da expressao de 14 isoformas de APX
que sao codificadas por apenas 7 genes (Eucgr.A01180, Eucgr.B02456,
Eucgr.E00760, Eucgr.FO0373, Eucgr.F04344, Eucgr.l01408 e Eucgr.J00965).
Embora a maioria das isoformas de APX tenha sido identificada em ambas as
espécies apds todos os tratamentos térmicos, a isoforma Eucgr.E00760.1 foi
detectada apenas em plantas de E. globulus cultivada em alta temperatura. A
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isoforma Eucgr.101408.2 também mostrou uma expressao preferencial em hastes de
E. globulus, mas somente em plantas cultivadas em baixa temperatura. Do mesmo
modo, duas isoformas GPX do gene Eucgr.C02602 foram identificadas apenas em
hastes de E. globulus apos tratamento em baixa temperatura.

Tiorredoxinas sao proteinas de tamanho pequeno com a capacidade de
reduzir outras espécies de proteinas devido a presenca de dois residuos de cisteina
no sitio ativo canénico (MEYER; REICHHELD; VIGNOLS, 2005; MARTI et al., 2009;
PFALZ et al., 2012; MARCHAL et al., 2014). E interessante notar, que as proteinas
Eucgr.C00774.1 e Eucgr.H00536.1 foram identificadas nas hastes das plantas de E.
grandis e E. globulus e estédo preditas como TRX nucleares. Embora a primeira ndo
tenha mostrado diferencas de expressdo entre 0s ensaios dos tratamentos térmicos
e entre as espécies de Eucalyptus, a ultima foi sobre-induzida em caules de E.
grandis cultivados em LT e HT em relagdo aos cultivados em MT (Tabela 2A). A
localizacdo de tiorredoxinas nucleares ja foi observada em outras espécies de
plantas (SERRATO et al., 2001; MARTI et al., 2009; PULIDO; CAZALIS; CEJUDO,
2009). Entretanto, o papel exato desta familia de proteinas dentro dos nucleos das
plantas permanece desconhecido. As TRX nucleares podem estar diretamente
envolvidas na regulacdo da expressdo génica ou indiretamente envolvidas na
expressao de genes especificos controlando os niveis de EROs dentro dos ndcleos
das plantas. Serrato e Cejudo (2003), observaram uma localizacdo subcelular
predominante de tiorredoxinas nucleares em sementes de trigo estimuladas pelo
estresse oxidativo; Enquanto Pulido, Cazalis e Cejudo (2009) identificaram o
envolvimento da TRX na regulacao dos fatores de transcricdo no estresse oxidativo.
Marchal et al. (2014) identificaram um novo sistema para as TRX nucleares, que
estariam envolvidas na fertilidade do polen em plantas de Arabidopsis. A inducéo de
TRX nucleares em plantas de E. grandis pode estar relacionada a sua maior
adaptacao a diferentes condi¢fes climaticas em comparacdo com a espécie proxima
E. globulus. No entanto, a cascata de sinaliza¢cdo no nucleo, induzida pelo estimulo
de temperatura e os genes-alvo que podem ser regulados por este estresse abiotico

ainda merecem mais estudos em espécies de Eucalyptus.
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4.6. O metabolismo de lignificacdo de Eucalyptus e as modificacdes

decorrentes ao estimulo térmico

Depois da celulose, a lignina é o composto organico mais abundante na Terra
(BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003). A lignina é sintetizada pela polimerizacédo
oxidativa de trés precusores: alcool cumarilico, coniferilico e sinapilicos, que também
sdo denominados como mondmeros de lignina ou monolignadis; os quais, uma vez
liberados na parede celular, sdo oxidados por lacases e peroxidases e depois
submetidos a acoplamento combinatério oxidativo (CESARINO et al.,, 2012). Por
incorporagcao no esqueleto de lignina, estes precursores sdo entdo designados por
unidades de p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S), respectivamente. Os
monomeros de lignina diferem no grau de metoxilacdo no seu anel aromatico
(BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2003) e assim, dependendo da composi¢céo da
lignina, a recuperacao da celulose pode ser afetada pela sua composi¢cao nativa.

Usando a estratégia de prote6bmica descrita neste manuscrito, identificamos e
guantificamos 27 isoformas de proteinas potencialmente envolvidas na biossintese
de lignina nas espécies estudadas. Recentemente, Carocha et al. (2015) realizou um
levantamento do genoma dos genes envolvidos na biossintese dos monolignois e
identificou 38 genes de E. grandis pertencentes ao clado bona fide da lignina.
Adicionalmente, utilizou diferentes tratamentos com o objetivo de induzir a
lignificagédo e estudar as mudancas na expressao desses genes e sugeriram que 17
produtos génicos estdo diretamente envolvidos na lignificacdo do xilema de
Eucalyptus. Esse conjunto foi chamado pelos autores de “toolbox” da lignificacao.
Nossa abordagem de protedmica resultou na identificacdo de 13 dos 17 genes
diretamente relacionados com a lignificacdo (Figura 12). As Unicas proteinas nao
identificadas neste trabalho foram as codificadas pelos genes EgrC4H2, EgrC3 H4,
EgrCAD3 e EgrCCR1, o unico repesentante do clado Cinamoil CoA redutase (CCR).
A falta dessas identificacdes pode ser atribuida aos desafios técnicos enfrentados
pela comunidade protedmica para extrair, solubilizar e adquirir com sucesso dados
de espectrometria de massas a partir de organismos ndo-modelo com o objetivo de
conseguir uma cobertura profunda do proteoma celular em uma Unica leitura.

7

Adicionalmente, é necessario enfatizar a existéncia potencial de isoformas néo
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descritas anteriormente para as espécies estudadas, contendo polimorfismos de
aminoacidos néo previstos no genoma utilizado para pesquisa de banco de dados.
Das nove isoformas de fenilalanina-aménia-liase (PALs) sugeridas nos 38
genes de “bona fide”, foram identificados oito na analise do proteoma em estudo,
incluindo as isoformas PAL3 e PAL9 sugeridas como diretamente relacionadas com
a biossintese de lignina (Figura 12). A abundéancia de proteinas de ambas as
isoformas foi aumentada nos tratamentos de alta e baixa temperatura para espécies
de E. globulus e E. grandis, sendo essas diferencas mais proeminentes para as
hastes de E. globulus cultivadas no ambiente LT. Como a enzima PAL desempenha
um papel duplo na biossintese de lignina e outros fenilpropandides, mudancas na
abundéancia de isoformas PAL, como mostrado aqui (Figura 12), ndo podem ser
categoricamente determinadas como envolvidas no processo de lignificagdo. No
entanto, € possivel afirmar que essas isoformas podem estar envolvidas em
respostas de temperatura em caules de E. globulus e E. grandis. De acordo com 0s
dados de regulacdo obtidos para as isoformas PAL, os dados quantitativos da
enzima &cido cinamico-4-hidroxilase (C4H) indicam uma estimulacdo do percurso
biossintético lignina/fenilpropandide quando as plantas séo cultivadas a 10 ou 32 °C.
As primeiras diferencas na abundéancia das enzimas relacionadas a
lignificagdo entre E. globulus e E. grandis foram detectadas para as enzimas 4-
cumarato:CoA ligase (4CL) e p-cumarato-3-hidroxilase (C3H). Nos caules de E.
globulus, a regulagdo da 4CL1 foi inibida em plantas expostas a temperaturas
elevadas. Do mesmo modo, verificou-se que a isoforma C3H3 teve a expressao
suprimida quando as plantas de E. globulus foram expostas ao tratamento de alta
temperatura. Em contraposicao, a regulacao da 4CL1 foi induzida em caules de E.
grandis cultivados nas mesmas condicdes, e, para a isoforma de C3H néo se obteve
dados de espectrometria de massas (Figura 12). E importante salientar que a
auséncia de identificacdo ndo é uma evidéncia da falta de expressédo génica, mas
uma sugestdo de que este produto génico estava presente em tdo baixo niumero de
copias que impediu uma identificacdo confiante pela técnica analitica utilizada neste

estudo.



Eucalyptus giobulus -PAL

—+— EucgrCO3s70 (PALZ)
—a EucqrCO2848 (PALY) I
= EucgrGO2849 (PALY)
== EuiQrGO2850 (PALS)
—s— EucgrGO2651 (PALE)
=a= EucgrGO2852 (PALT)
—— EucgrJ00807 (PALB)
— Eucgrjo1078 PALS) I

Eucalypius globulus -C4H

—— EucarJ01844 (CaH1) Il

Eucalypus giobulus -4CL

e Eucwrcozstuctt) M
=~ EucgrKDODET (4CL2)

Eucalyptus globulus -HCT

/ —— EucgrFO3972 HCTT)

/ \ =@= EucgrFO3973 (HCT2)
/ —— EucgrFO3974 (HCT3)
= EucyrFO3978 (HCT4) [l
—a— Eucor 03126 (HCTS) Il

Eucalyps giobulus -C3H

—— EucgrAN2185(C3H1)
~#— EucgrAI2188(C3H2)
—+— EucorA02190(C3H3) Il

Eucalyptus grandis - PAL

=+ EucgrCO3570 (PALZ)
—=— Eucor GO2848 (PALY) Il
—— Eucor GI2BAS (PALS)
=—e= Eucgr GO2850 (PALS)
== Eucgr GOZ851 (PALG)
e Eucor GU2B52 (PALT)
—— Eucgr.J00807 (PALS)
— Eucori01078PALS) I

o MT HT

Eucalyptus grandis -C4H

\/ —— Eucor J01844 C4ti1) I

Eucalyptus grandis - 4CL

—+— EucarC02284 (4C11) I
=8~ Eucgr KDOOBT (4CL2)
g [ HT

Eucalypius grandis -HCT

—+— EucgrFO3972 (HCTT)

—a- EucgrFO3973 (HCTZ)

—— EucgrF03974 (HCT3)

e Eucor FO3078 (HCT4)

e Fucor 03126 (HCTS)
i [ HT

Eucalypws grandis -C3H

—+— Euicor AO2185 (C3H1)
—&- Eucgr A02188 (C3H2)
—— EucgrA02190(C34H3) Il

Eucalyptus globulus -CSE

—~

~— EucyrF02557 (CSE) Il

Eucalypus giobulus -CCoAMT

—— Eucgr GO1417 (CCoaMT2) I

—a— Eucgri01134 (CCoAMT1) W

Eucalyptus globulus -FSH

—— EucorJ02393(F5H1) I

Eucalyptus globulus -COMT

—— EucriA01395 (COMT4)
8- EucrrA01397 (comTt)

—— Eucgr AOZE70 {COMTS)

Eucalypws globulus -CAD

—+— Eucgr G01350(CADZ) I

53

Eucalypts grandis -CSE

—— EucorFO2557 (CSE) I

Eucalypws grandis -CCoAMT

&_ Eucor GU417 (CCoAVT2) I

8- Eucgri01134 (CCoAMTY) [l

Eucalyptus grandis -FSH

—— Eucqr 107393 (F5H1)

Eucalypws grandis -COMT

—+— EucgrAl1 395 (COMT4)
=~ Eucgranizorconry) Il

—+— EucgrAI2B70 (GOMTS)

Eucalyptus grandis -CAD

—+— Eucar G01350(CAD2) I

Figura 12: Abundancia relativa de enzimas envolvidas na biossintese de lignina de Eucalyptus. A abundancia das proteinas
sdo mostrados em termos de NSAF. Tratamentos: LT, baixa temperatura; MT: média temperatura; HT: alta
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temperatura. Abreviatura das enzimas: PAL, fenilalanina amonia-liase; C4H, acido cinamico-4-hidroxilase, 4CL, 4-
cumarato:CoA-ligase, HCT, Hidroxicinamoil-CoA:chiquimato/quinato hidroxicinamoil-transferase; C3H, p-
cumarato-3-hidroxilase; CSE, cafeoil chiqguimato esterase; CCoAOMT, Cafeoil-CoA-o-metiltransferase; CAD,
alcool cinamilico-desidrogenase; COMT, &cido caféico/acido 5-hidroxiferalico-o-metiltransferase; F5H, &cido
ferdlico-5-hidroxilase. As isoformas de proteinas sublinhadas, denotam os produtos génicos indicados por
Carocha et al. (2015) como aqueles diretamente envolvidos na biossintese de lignina de Eucalyptus. Quadrados
em vermelho e verde representam diferenga significativa da regulacéo “up” e “down”, respectivamente, de acordo
com o teste Kruskal-Wallis (p < 0.01). Quadrados em cinza indicam a auséncia de diferenca significativa de
acordo com o teste de Kruskal-Wallis (p < 0.01).
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Uma das primeiras enzimas envolvidas na biossintese de lignina, um dos
ramos da via geral de fenilpropandides, € a enzima hidroxicinamoil-
CoA:chiquimato/quinato hidroxicinamoil-transferase (HCT). No presente trabalho,
identificamos as duas isoformas de HCT diretamente envolvidas no processo de
lignificagdo. A abundancia da isoforma HCT5 foi aumentada quando ambas as
espécies de plantas foram cultivadas em alta temperatura. Embora a isoforma HCT4
nao tenha sido identificada nas hastes de E. grandis, esta isoforma mostrou um perfil
oposto, em relacdo a outra isoforma de proteina, uma vez que se observou uma
regulacdo positiva em hastes de E. globulus apenas quando as plantas foram
cultivadas em baixa temperatura. A metilacdo na via de lignificacdo dos Eucalyptus &
catalisada pelas enzimas CCoAOMT1, CCoAOMT2 e COMT1. A partir dos dados
protedmicos, foram observados perfis de regulacdo similares para essas isoformas
em plantas de E. globulus e E. grandis apds crescimento em diferentes condices
térmicas, e, portanto, a partir desses dados, nenhuma importancia biolégica pode
ser atribuida com base na abundancia destas enzimas.

Historicamente, a cafeoil chiquimato esterase (CSE) € a enzima descrita mais
recentemente como envolvida na biossintese de lignina (VANHOLME et al., 2013). A
importancia da CSE foi recentemente ressaltada para a lignificacdo das espécies
vegetais, uma vez que a perda de funcao dessa enzima em mutantes de Medicago
truncatula afetou profundamente o seu crescimento, enquanto nenhum ortélogo CSE
foi encontrado nas gramineas Brachypodium distachyon e Zea mays (HA et al,
2016). A CSE catalisa a sintese do acido cafeoil chiquimico para acido caféico, que
€ entdo convertido em cafeoil-CoA pelo 4CL depois de passar pela atividade da
enzima HCT. A enzima CSE foi inicialmente encontrada em mutantes de Arabidopsis
thaliana deficiente em CSE e foi sugerido como uma via alternativa para a cafeoll
CoA. Nossos dados confirmam a expressdo do CSE em organismos do género
Eucalyptus e indicam maior abundancia na espécie E. globulus em relacdo a E.
grandis.

Devido as suas estruturas semelhantes, a biossintese do monolignol depende
principalmente da atividade do mesmo conjunto de enzimas. Entretanto, a acido
feralico-5-hidroxilase (F5H) € uma enzima chave na catalisagdo da sintese de alcool

sinapilico e, consequentemente nas por¢des de lignina S. Em virtude da sua posicéo
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especifica na via de biossintese de lignina, as alteracdes na abundancia ou atividade
desta enzima podem resultar numa maior biossintese dos monolignéis S ou G. Os
dados do proteoma obtido mostram uma distin¢cdo nitida na abundéancia da isoforma
FSH1 entre as hastes de E. globulus e E. grandis. As plantas de E. globulus
cultivadas em condicdo controle (MT) mostram uma maior abundancia constitutiva
de F5H1 em relacdo as hastes de E. grandis. Tal diferenca corrobora com a alta
relacdo S/G relatada em E globulus em relacédo & matriz de lignina de E. grandis. E
interessante notar que as mudangas na abundancia desta isoforma sé&o
pronunciadas nos caules de E. grandis dependendo do estimulo térmico aplicado,
por exemplo, o tratamento de alta temperatura resultou em um aumento expressivo
na abundancia desta isoforma (Figura 12). Embora a regulacdo positiva de uma
Unica enzima possa ndo ser suficiente para resultar numa alteracédo fenotipica, a
F5H1 pode ser considerada um alvo chave para a engenharia genética com o
objetivo de aumentar a recuperacao da celulose de E. grandis a partir da matriz de
lignocelulose.

Finalmente, a alcool cinamilico-desidrogenase (CAD), que € uma enzima
envolvida na reducdo de aldeidos hidroxicinamoil em seus alcoois correspondentes,
sendo a Ultima enzima conhecida na biossintese de monoligndéis, mostrou um perfil
de regulacdo contrastante entre as espécies estudadas. Enquanto a biossintese de
CAD2 foi reprimida nos caules de plantas de E. globulus cultivadas em alta
temperatura. A abundéncia desta isoforma de proteina foi aumentada em caules de
plantas de E. grandis cultivadas em alta temperatura. A razéo exata pela qual CAD2
mostrou este perfil de regulacdo contrastante ndo pode ser concluida com base
apenas nos dados de protedmica. No entanto, devido ao papel obrigatério e ubiquo
na biossintese de monoligndis, sugere um maior acumulo de lignina em plantas de
E. globulus cultivadas a baixa temperatura do que em plantas cultivadas em alta
temperatura. Ao contrario, as plantas de E. grandis devem potencialmente acumular
mais lignina nas hastes quando cultivadas em climas de alta temperatura. Embora
nao tenhamos realizado um ensaio de lignina para medir a abundancia deste
metabolito nas espécies avaliadas e nas condicGes propostas no presente trabalho,
o uso preferencial de uma dessas espécies em regides tropicais ou temperadas,
corrobora com nossos achados quanto ao perfil de abundancia de CAD2.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Para nosso conhecimento, este € o0 estudo prote6mico mais abrangente
realizado no género Eucalyptus. Os resultados aqui apresentados sugerem
mecanismos diferenciais de resposta entre as espécies de E. globulus e E. grandis e
que essas diferencas sdo mais proeminentes quando as plantas sdo expostas a
estimulos térmicos extremos. Evidenciando, que a exposi¢cdo a altas temperaturas
promove uma maior expressao de proteinas relacionadas com o sistema oxidativo, o
que pode ser um indicativo de madeira com caracteristicas inferiores.

O estresse por temperatura acarreta em maior expressdo de proteinas
relacionadas com o sistema antioxidante e com a resposta ao estresse. A expressao
diferencial de proteinas relacionadas com o sistema redox em plantas de E. grandis,
sugere uma relacdo direta com as diferencas na composi¢cao quimica da madeira
entre as espécies de Eucalyptus aqui estudadas. Plantas de E.globulus sdo mais
adaptadas a regides de clima ameno. No entanto, foram identificadas diversas
proteinas responsivas ao estresse em plantas de E. globulus cultivadas em baixa
temperatura. Essas respostas diferenciais podem estar relacionadas com uma maior
eficiéncia de manutencdo da homeostase celular e com a melhor composi¢cao

guimica da madeira dessas plantas em comparagcao com plantas de E. grandis.

Os mapeamentos de vias metabdlicas corresponderam as rotas descritas
como de resposta ao estimulo térmico e as identificacdes do proteoma das espécies
de Eucalyptus estudadas, estdo envolvidas, principalmente, na via do metabolismo
energético, metabolismo de aminoacidos e nucleotideos e no metabolismo de
lipideos e carboidratos. As principais modificacdes no proteoma diferencial de
plantas de Eucalyptus frente ao estresse por temperatura, incluiram, principalmente,
0 metabolismo de carboidratos e a sintese de fenilpropanoides.

A identificagdo e quantificagcdo da maior parte do “toolbox” de lignificagao
permitiu identificar as altera¢cdes induzidas pelo estresse abibtico aqui avaliado.
Considerando todos os dados de quantificacdo das proteinas descritas no conjunto
de dados proteicos, pode-se inferir que a rota biossintética de lignina é estimulada

em plantas de E. globulus cultivadas em baixa temperatura; enquanto a rota
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biossintética da lignina de E. grandis € induzida durante o crescimento em
ambientes de alta temperatura.

A relacdo entre a interferéncia frente a estimulos térmicos, das proteinas
responsivas ao estresse e relacionadas com a atividade antioxidante, com a
composicdo quimica da madeira merecem ser investigadas mais profundamente.
Um estudo sobre a relacdo entre a atividade enzimatica e expressdo dessas
proteinas antioxidantes também devem ser propostos, com o intuito de direcionar o0s
programas de melhoramento para obtencdo de cultivares mais adaptadas a
condicdes climaticas adversas. Finalmente, é importante mencionar que as
identidades protéicas aqui descritas, podem ser utilizadas na engenharia genética de

plantas visando um rendimento lignocelulésico mais elevado.
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Tabela 1A — Proteinas caulinares diferencialmente reguladas nas espécies de Eucalyptus expostas a baixa temperatura (LT),
e alta temperatura (HT), contra a média temperatura (MT), conforme descrito no Material e Métodos. Foram consideradas
apenas proteinas com “fold change” acima de 1,5 e diferencga significativa de 5%, de acordo com o teste T-Fold, disponivel na
plataforma Pattern Lab for Proteomics (CARVALHO et al.,, 2016). Valores positivos indicam inducdo e valores negativos

indicam supresséo.

. _ . E. globulus® E. grandis®
Identificagc&o? Descricdo funcional®
LT HT LT HT
Eucgr.A00172.1  Pathogenesis-related protein Bet v | family (Bet_v_1) - 2,2129 - -
Eucgr.A00264.1* Photosystem II protein (PSII) 2,4870 2,2763 3,4128 4,5593
Eucgr.A00474.2 30S ribosomal protein S9, chloroplastic - - 3,1722 -
Eucgr.A00868.1 Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate - 1,7850 - -
Eucgr.A00868.2  Phosphoglycerate mutase, 2,3-bisphosphoglycerate - 1,9491 - -
Non-specific serine/threonine protein kinase / Threonine-specific
Eucgr.A01018.1 o - - -2,3807 -
protein kinase
Eucgr.A01047.1  Chlorophyll A/B binding protein - 1,5847 - -
Isocitrate dehydrogenase (NAD(+)) / Nicotinamide adenine
Eucgr.A01135.1 _ S 2,4305 - - -
dinucleotide isocitrate dehydrogenase
Eucgr.A01238.1 Inorganic pyrophosphatase-like protein - - -2,2179 -
Eucgr.A01802.1 Alpha/beta hydrolase fold-containing protein - - 2,3604 -
Eucgr.A01929.2  60S ribosomal protein |111-related - 1,9727 - -

Eucgr.A02039.1  Oxygen-evolving enhancer protein 2-1, chloroplastic-related - 1,5909 - -



Eucgr.A02126.1

Eucgr.A02126.2

Eucgr.A02291.1*
Eucgr.A02439.1*
Eucgr.A02641.1*
Eucgr.A02717.1
Eucgr.A02734.2
Eucgr.A02874.1
Eucgr.A02910.1
Eucgr.A02974.1*
Eucgr.B00034.1
Eucgr.B00131.1
Eucgr.B00144.1
Eucgr.B00357.1
Eucgr.B00425.1*
Eucgr.B0O0582.1*
Eucgr.B00589.1
Eucgr.B01003.1*
Eucgr.B01088.1

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-

methyltransferase

5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine S-

methyltransferase

Protein early responsive to dehydration 15

Outer envelope pore protein 16-3, chloroplastic/mitochondrial

40S ribosomal protein S14

NADH-ubiquinone oxidoreductase 13 KD-B subunit

Heat shock protein 90.1

ATP-dependent clp protease

Alcohol dehydrogenase related

RNA recognition motif (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain) (RRM_6)

14-3-3 protein

Nucleotide kinase

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (phosphorylating)
Aldehyde dehydrogenase family 2 member B7, mitochondrial
Protein of unknown function (DUF1118)

Flavonoid 3'-monooxygenase

ATP synthase subunit gamma, mitochondrial

Aldo/keto reductase family

Photosystem | reaction center subunit 1l-1, chloroplastic-related

1,7614

2,8149
-4,0768

2,6426

-2,2279
1,9717

7,3344
3,2548
-2,2997

1,8100

4,1472
2,7104
1,7043

1,8549
1,7975
-1,8621

-2,2203

4,3105

71

2,4930



Eucgr.B01112.1
Eucgr.B01498.1
Eucgr.B01600.2
Eucgr.B01724.1
Eucgr.B01908.1
Eucgr.B01908.2
Eucgr.B02118.2
Eucgr.B02162.1*
Eucgr.B02294.1
Eucgr.B02312.1*
Eucgr.B02462.1
Eucgr.B02473.1
Eucgr.B02532.2
Eucgr.B02546.1
Eucgr.B02711.1*
Eucgr.B02864.1*

Eucgr.B03031.1
Eucgr.B03309.1

Eucgr.B03379.1

Peroxiredoxin-2F, mitochondrial

3-beta-(or 20-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase
60S ribosomal protein L22

Beta-pyrazolylalanine synthase / Pyrazolylalaninase
60S ribosomal protein L18

60S ribosomal protein L18

GDP-mannose 3,5-epimerase

Photosystem | reaction centre subunit IV / PsaE
Universal stress protein family (Usp)

Protein TOC75-3, chloroplastic-related
Tetraspanin-16-related

Translation factor

Chaperonin 60 subunit alpha 1, chloroplastic
MLP-like protein 423-related

3-beta-(or 20-alpha)-hydroxysteroid dehydrogenase

Fructose-bisphosphate aldolase 3, chloroplastic-related

Serine/threonine-protein phosphatase pp2a 65 kda regulatory

subunit

Ribosomal protein S27a (Ribosomal_S27)

Pyruvate dehydrogenase E1 component, alpha subunit bacterial

and organellar

- 2,0347
- 2,3262
- 2,2126

- 1,8283

- 3,1863
2,2785 -

1,9200 -

- -1,7019

3,9013
2,0929

2,2760

72

2,2804
2,1021

-2,5598



Eucgr.B03442.1
Eucgr.B03593.2
Eucgr.B03771.2
Eucgr.B03802.1
Eucgr.B04032.3
Eucgr.C00154.1
Eucgr.C00345.1
Eucgr.C00615.1
Eucgr.C00706.1*

Eucgr.C00769.1

Eucgr.C00902.1
Eucgr.C00990.1
Eucgr.C01003.2
Eucgr.C01261.1
Eucgr.C01749.2*
Eucgr.C01792.2
Eucgr.C02133.1
Eucgr.C02594.1*
Eucgr.C02594.2
Eucgr.C02720.1

60S ribosomal protein L34

Chaperonin 60 subunit beta 1, chloroplastic-related

Proteasome subunit alpha/beta

Calcium-dependent phosphotriesterase superfamily protein-related
Proteasome ATPase / RP triple-A protein

NADPH--hemoprotein reductase / TPNH-cytochrome c reductase
Leucyl aminopeptidase / Peptidase S

Profilin-1-related

Nitrilase/cyanide hydratase

Sucrose synthase/Uridine diphosphoglucose-fructose
glucosyltransferase

Cytidine deaminase / Cytosine nucleoside deaminase
2-hydroxy-3-oxopropionate reductase

Malate dehydrogenase (oxaloacetate-decarboxylating) (NADP(+))
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase

DEAD/DEAH box RNA helicase 15

Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 14 KD protein
Proteasome subunit beta type

NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
NADP-dependent glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Aspartate aminotransferase, chloroplastic

2,0156

2,1227
2,6151
4,5523
2,1938
-3,5081

2,4482
2,1357
1,9167

-1,6683

1,7691

-2,4810
-2,0073
2,0848

3,1401

2,4874

2,7462
2,2856

73

1,7234
2,5292



Eucgr.C02784.1
Eucgr.C03525.1
Eucgr.C03557.1
Eucgr.C03812.1*
Eucgr.C04037.1*
Eucgr.D00261.1*
Eucgr.D00281.1
Eucgr.D00295.1
Eucgr.D00321.1
Eucgr.D00322.1
Eucgr.D00854.1*
Eucgr.D01135.1
Eucgr.D01335.1
Eucgr.D01612.1
Eucgr.D01807.1
Eucgr.D01820.1*
Eucgr.D01888.1
Eucgr.D02018.1
Eucgr.D02466.1

Eucgr.D02467.1

DEAD-box ATP-dependent RNA helicase 15

Ribosomal protein S15, bacterial and organellar

Stress responsive A/B Barrel Domain (Dabb)

Peroxiredoxin

Membrane-associated progesterone receptor component
Early-responsive to dehydration stress protein (ERD4)
Adenosylhomocysteinase / SAHase

Calcyclin-binding protein CacyBP

Chlorophyll A-B binding protein 1, chloroplastic-related
Chlorophyll A-B binding protein 1, chloroplastic-related
Oxygen-evolving enhancer protein 3-1, chloroplastic-related
Glutathione S-transferase, superfamily, GST domain containing
Glyoxalase | homolog

Tubulin beta-4 chain-related

CS domain (CS) // TPR repeat (TPR_11)

40S ribosomal protein S10

Osmotin-like protein OSM34

F23N19.14-related

Transketolase/Glycoaldehyde transferase
Transketolase/Glycoaldehyde transferase //

Transaldolase/Glycerone transferase

2,9102
2,4208

2,4276

2,8099

2,0105

74

1,9814

-1,7353



Eucgr.D02588.1
Eucgr.E00279.1
Eucgr.E00336.1
Eucgr.E00579.1
Eucgr.E00653.1
Eucgr.E01024.1
Eucgr.E01119.1
Eucgr.E01748.1
Eucgr.E01779.1*
Eucgr.E02362.1
Eucgr.E02381.1
Eucgr.E02747.1
Eucgr.FO0366.2
Eucgr.F00368.1
Eucgr.FO0411.1
Eucgr.F00627.1
Eucgr.F01226.1
Eucgr.F01413.2
Eucgr.F01462.1
Eucgr.F01584.2
Eucgr.F01586.1

60S ribosomal protein L13

Abscisic acid receptor PYL1-related

NAD dependent epimerase/dehydratase
Glutathione peroxidase

Heat shock protein 90.1

Heat shock protein 70 KDA

Alcohol dehydrogenase related

Tubulin-specific chaperone A

EF-hand calcium-binding domain containing protein
Zeta-coat protein

Chlorophyll A-B binding protein 1, chloroplastic-related
14-3-3 protein
Phospho-2-dehydro-3-deoxyheptonate aldolase 1, 2
40S ribosomal protein S6

Aspartyl protease-like protein

40S ribosomal protein S8

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 36
S-2-hydroxy-acid oxidase-related

Translation factor

NAD dependent epimerase/dehydratase
ARS5,ATPSM30,PAF1 proteasome alpha subunit F1

-2,1959
3,2160
2,2367

2,6170

2,3630

1,9278

-1,8227

-1,5215
2,6487
-2,0866
2,3383
2,0219
-2,7716
-2,1804

1,7832

1,9876

1,8085

75



Eucgr.F01691.1
Eucgr.F01793.1
Eucgr.F02130.2
Eucgr.F02183.1
Eucgr.F02479.1
Eucgr.F02537.1
Eucgr.F02710.1
Eucgr.F02744.2*
Eucgr.F02818.1
Eucgr.F02901.2*
Eucgr.F02905.3
Eucgr.F03036.1
Eucgr.F03085.1

Eucgr.F03162.1
Eucgr.F03288.1
Eucgr.F03722.1

Eucgr.F03856.2
Eucgr.F03862.1*
Eucgr.F03933.1

Thioredoxin superfamily protein
GAPBglyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B subunit
14-3-3lambda,AFT1,GRF6G-box regulating factor 6
TUAG6Tubulin/FtsZ family protein

AOC4allene oxide cyclase 4

Alba DNA/RNA-binding protein

Small nuclear ribonucleoprotein family protein

Alcohol dehydrogenase related

ATS0S4,S0S4 pfkB-like carbohydrate kinase family protein
Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) / oxalosuccinate carboxylase
AtUGP2,UGP2 UDP-glucose pyrophosphorylase 2

D-isomer specific 2-hydroxyacid dehydrogenase family protein
Insulinase (Peptidase family M16) protein
ATTIM23-1,TIM23-1 translocase of inner mitochondrial membrane
23

AtRABA1f,RABA1f RAB GTPase homolog A1F
EMB2719,HAP15 PAM domain (PCI/PINT associated module)
protein

ATUSP,USP UDP-sugar pyrophosphorylase

Phospholipase D

ATIMDZ2,IMD?2 isopropylmalate dehydrogenase 2

2,5543 -

2,1676 -
19761 -
2,9256

-2,9204 -
2,8331 -

6,1935 -

2,5443

2,5735

76

2,0341
1,8776

-1,8892
1,9341

1,9375

2,0975



Eucgr.F04030.1
Eucgr.F04099.1
Eucgr.F04120.2*
Eucgr.F04345.2
Eucgr.F04417.1
Eucgr.F04448.1*

Eucgr.G00235.1

Eucgr.G00444.1

Eucgr.G01193.1
Eucgr.G01359.1
Eucgr.G01375.1
Eucgr.G01561.1
Eucgr.G01690.1*
Eucgr.G01726.5
Eucgr.G01788.2
Eucgr.G01975.2
Eucgr.G01978.1
Eucgr.G02110.1
Eucgr.G02807.1

VHA-A vacuolar ATP synthase subunit A

LHCBS light harvesting complex of photosystem Il 5

Proteasome subunit alpha type-2
ATPDI5,ATPDIL1-1,PDI5,PDIL1-1 PDI-like 1-1
ATGER3,GER3,GLP3,GLP3A,GLP3Bgermin 3
Ubiquitin family

cpHsc70-2,CPHSC70-2EAT SHOCK PROTEIN 70-2,HSC70-7

chloroplast heat shock protein 70-2

coatomer gamma-2 subunit, putative / gamma-2 coat protein,

putative / gamma-2 COP, putative

xylose isomerase family protein
EDA9D-3-phosphoglycerate dehydrogenase
2-oxoglutarate dehydrogenase, E1 component
Eukaryotic aspartyl protease family protein
Eukaryotic aspartyl protease family protein
FBA2fructose-bisphosphate aldolase 2
ATPase, V1 complex, subunit B protein
glycyl-tRNA synthetase / glycine--tRNA ligase
Aldolase-type TIM barrel family protein
Caleosin-related family protein

GTP binding Elongation factor Tu family protein

5,7252

2,7864
2,9797
-2,2862

2,8966
3,1980
1,9255

-1,7957
1,7723
2,0496

-1,6381
-2,6537
1,7921

-1,8548

2,1977

1,7827

2,3044

2,6858

77

3,6882

2,2833

2,4523

1,8512

2,1325



Eucgr.G02848.2
Eucgr.G03035.1
Eucgr.G03042.1
Eucgr.G03060.1
Eucgr.G03075.1*
Eucgr.G03088.2
Eucgr.G03138.2*

Eucgr.G03242.1

Eucgr.G03331.1*
Eucgr.G03401.1
Eucgr.H00026.1
Eucgr.H00132.1*
Eucgr.H00144.2
Eucgr.HO00750.1

Eucgr.HO1051.1

Eucgr.H01094.1
Eucgr.HO1151.1
Eucgr.H01629.1
Eucgr.H02605.2

ATPAL2,PAL2 phenylalanine ammonia-lyase 2
AE3,ATHMOV34,RPNBARP non-ATPase subunit 8A
Ribosomal protein L10 family protein

LHCBA4.3 light harvesting complex photosystem Il

Clathrin heavy chain

ATFERA4,FERA4 ferritin 4

Chalcone-flavanone isomerase

uridine 5\'-monophosphate synthase / UMP synthase (PYRE-F)
(UMPS)

Protein of unknown function (DUF3411)

Ribosomal protein L6 family protein
GR-RBP4,GRP4qglycine-rich RNA-binding protein 4
Monodehydroascorbate reductase, cytoplasmic isoform 1-related
FIB4Plastid-lipid associated protein PAP / fibrillin family protein
Ribosomal protein S8e family protein
ASAR1,ATSAR2,ATSARALC,SAR2secretion-associated RAS
super family 2

ATSUS3,SUS3 sucrose synthase 3

Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein
ATF2, TRXF2thioredoxin F2

Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein

2,9729
3,7247

2,1257
2,1298

- -1,9640

1,6943
- 5,8516
2,5268
-2,6999

- 2,7594

- 4,7011

2,8174

2,3518

- 2,3252
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8,2911
2,6894

2,8027

-2,5964



Eucgr.H02643.1
Eucgr.H02678.2

Eucgr.H02737.1
Eucgr.H02989.1
Eucgr.H03983.1*
Eucgr.H04013.3
Eucgr.H04045.1
Eucgr.H04065.3
Eucgr.H04086.1
Eucgr.H04426.4

Eucgr.H04427.1

Eucgr.H04433.1

Eucgr.H04456.1
Eucgr.HO04606.1
Eucgr.H04640.1
Eucgr.H04647.1
Eucgr.H04673.1
Eucgr.H04787.2*

IAGLU indole-3-acetate beta-D-glucosyltransferase
ATSAHH1,EMB1395,HOG1,MEE58,SAHH1S-adenosyl-L-
homocysteine hydrolase

Ribosomal protein S4 (RPS4A) family protein

CYN cyanase

Pathogenesis-related protein Bet v | family

MLP423MLP-like protein 423

ACLB-2ATP citrate lyase subunit B 2

GAL1,GALK Mevalonate/galactokinase family protein
mtLPD1mitochondrial lipoamide dehydrogenase 1
CSD1copper/zinc superoxide dismutase 1

EMB3004,MEE32 dehydroquinate dehydratase, putative /
shikimate dehydrogenase, putative
G-H2AX,GAMMA-H2AX,H2AXB,HTA3gamma histone variant
H2AX

TLP18.3 thylakoid lumen 18.3 kDa protein
ATCYP20-2,CYP20-2 cyclophilin 20-2

Rubber elongation factor protein (REF)

Ribosomal protein L22p/L17e family protein
GAPC-2,GAPC2glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase C2

Annexin

-2,1575

-3,5325

3,1325

3,4301

-2,1378
-2,3421

2,4390

2,0192

-2,5300

2,9198

2,6962
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2,6577 -

- -1,8689
2,6360

- 1,5613
- 6,2910

N

(o]

=

o

g
1

- 3,2001



Eucgr.H04787.5*
Eucgr.100055.1
Eucgr.100240.1
Eucgr.100424.1*
Eucgr.100709.1
Eucgr.101025.1*
Eucgr.101263.1*
Eucgr.101332.1
Eucgr.l01395.1*
Eucgr.101418.1
Eucgr.101495.1*
Eucgr.101626.2
Eucgr.101647.1
Eucgr.101709.1
Eucgr.l101714.1
Eucgr.101715.1
Eucgr.101779.1*
Eucgr.101911.2*
Eucgr.101938.1*
Eucgr.101982.1
Eucgr.101987.1

Annexin

ACLB-1ATP-citrate lyase B-1

ACT7actin 7

Expressed protein-related

Translation protein SH3-like family protein
Oxygen-evolving enhancer protein 1-1, chloroplastic-related
Coatomer subunit gamma

NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein

Cold shock domain containing proteins
ATFP6,FP6,HIPP26farnesylated protein 6

Basic endochitinase B

Ribosomal protein L7Ae/L30e/S12e/Gadd45 family protein
TOMZ20-3 translocase of outer membrane 20 kDa subunit 3

ADP-ribosylation factor A1F

ATPase 4, plasma membrane-type

30S 40S Ribosomal protein
APG6,CLPB-P,CLPB3 casein lytic proteinase B3
ATP5delta subunit of Mt ATP synthase

2,1713

-1,8703

-2,9260
2,8115

3,9478

2,3726
2,2633
2,7194

2,0429

1,7608
1,5464
2,4199

-3,4960

2,2981

2,7492

2,5164

2,8297

3,2714
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1,6957

3,4649

1,9423
4,7918

2,8992
-2,5267

-3,1968



Eucgr.102171.1*
Eucgr.102334.1
Eucgr.102340.2
Eucgr.102340.4
Eucgr.102418.1
Eucgr.102452.1
Eucgr.102663.1*
Eucgr.102726.1
Eucgr.JO0008.1*
Eucgr.J00193.3
Eucgr.J00327.4*
Eucgr.J00330.1
Eucgr.J00455.1
Eucgr.J00584.1
Eucgr.J00682.1
Eucgr.JO0907.1*
Eucgr.J00930.1*
Eucgr.J01000.1
Eucgr.J01079.1*
Eucgr.J01178.1
Eucgr.J01234.1

ATPase 1, plasma membrane-type-related
PAD2proteasome alpha subunit D2
ATLFNR1,FNR1ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1
ATLFNR1,FNR1ferredoxin-NADP(+)-oxidoreductase 1
AtPPal,PPal pyrophosphorylase 1

SDH1-1succinate dehydrogenase 1-1

Ubiquinol oxidase 2, mitochondrial
6-phosphogluconate dehydrogenase family protein
Triose-phosphate isomerase / Triosephosphate mutase
Clathrin, heavy chain

Pyruvate kinase-related

cytochrome-c oxidases;electron carriers

MD-2-related lipid recognition domain-containing protein
PYD2pyrimidine 2

Histidine ammonia-lyase

Aquaporin PIP2-4-related

ATATX1,ATX1 homolog of anti-oxidant 1

Histidine ammonia-lyase

NQR NADPH:quinone oxidoreductase

RCA rubisco activase

4,7747
5,6815

2,9814

6,6217

4,7117

3,5522

2,6390

4,8627

2,4628

-2,0362

3,2438

7,1382

3,6114

4,4100
2,7404

-2,5166

81

1,8934

3,8934
3,4284

-2,6026

2,4231
1,9365



Eucgr.J01372.2
Eucgr.J01477.1
Eucgr.J01502.1
Eucgr.J01502.2
Eucgr.J01599.3
Eucgr.J01697.1
Eucgr.J01844.1
Eucgr.J01957.1

Eucgr.J02068.2

Eucgr.J02083.1
Eucgr.J02207.3

Eucgr.J02249.4

Eucgr.J02430.1*
Eucgr.J02495.1
Eucgr.J02738.1
Eucgr.J02842.1
Eucgr.J02987.1*
Eucgr.J02991.1*
Eucgr.J03061.1

UDP-glucose 6-dehydrogenase family protein

GF14 NU,GRF7general regulatory factor 7

Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
Ribulose bisphosphate carboxylase (small chain) family protein
HMGAhigh mobility group A

U2A\' U2 small nuclear ribonucleoprotein A
ATC4H,C4H,CYP73A5,REF3cinnamate-4-hydroxylase
HSP20-like chaperones superfamily protein
ARA-3,ARA3,ATRAB8SA,ATRABE1C,RAB8SA RAB GTPase
homolog 8A

RmIC-like cupins superfamily protein

FDH formate dehydrogenase

ATEIF3B-1,ATTIF3B1,EIF3B,EIF3B-1,TIF3B1 translation initiation

factor 3B1

Naringenin,2-oxoglutarate 3-dioxygenase

RNA-binding (RRM/RBD/RNP motifs) family protein

ATP synthase subunit beta

EIF4A1,RH4,TIF4Al eukaryotic translation initiation factor 4A1
Heat shock protein 70KDa

Heat shock protein 70KDa

Embryo-specific protein 3, (ATS3)

-2,0343 -

- -1,7245
- -2,0841
3,3613 -

- 1,9862
- -1,5715
- -5,5785
- 1,6364
3,7506 3,1303
3,0763 -

-2,1339

2,4725

3,6496

2,2752

2,5474

82

1,9928

2,1626
2,3619

2,1476

2,4431

4,8344



Eucgr.K00070.1
Eucgr.KO0087.1*
Eucgr.K00099.1
Eucgr.K00264.1
Eucgr.K00288.1
Eucgr.K00732.1
Eucgr.K00785.1
Eucgr.K00785.2
Eucgr.K00795.1
Eucgr.K00951.1
Eucgr.K01045.1
Eucgr.K01053.1
Eucgr.K01105.1
Eucgr.K01232.1*
Eucgr.K01256.1*
Eucgr.K01258.1

Eucgr.K01341.1

Eucgr.K01508.1

Eucgr.K02019.1

GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein

4-coumarate--CoA ligase 3

ENHZ1rubredoxin family protein

TUBS8tubulin beta 8

ATFIB2,FIB2 fibrillarin 2
ATPDI10,ATPDIL2-2,PDI10,PDIL2-2 PDI-like 2-2
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein
alpha/beta-Hydrolases superfamily protein

Zinc-binding dehydrogenase family protein

ATOMT1,0MT1 O-methyltransferase 1

AAC3,ATAAC3 ADP/ATP carrier 3

ATRPN1A,RPN1A 26S proteasome regulatory subunit S2 1A

ketol-acid reductoisomerase

Glutathione S-transferase

Cell division control protein 48 homolog D

ATPase, AAA-type, CDC48 protein
GABA-T,HER1,POP2Pyridoxal phosphate (PLP)-dependent

transferases superfamily protein
ATCIMS,ATMETS,ATMS1 Cobalamin-independent synthase family

protein

ATSFGH,SFGH S-formylglutathione hydrolase

-2,3744

2,5948

-2,0915
1,6687

1,8357

-2,6589

1,6490

-1,5027
1,9848
1,8025
-2,3183

1,7174

1,8137

1,9601

-3,9637
-2,2732

2,0241

2,5727
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1,8173

1,9456

3,2326

5,3567



Eucgr.K02027.1*
Eucgr.K02066.1
Eucgr.K02074.1
Eucgr.K02074.2
Eucgr.K02185.1
Eucgr.K02244.1*
Eucgr.K02283.2
Eucgr.K02326.1*

Eucgr.K02450.4

Eucgr.K02508.1*
Eucgr.K02521.1
Eucgr.K02606.2
Eucgr.K02738.1

Eucgr.K02753.2

Eucgr.K02786.2
Eucgr.K02962.1
Eucgr.K02983.1
Eucgr.K03211.1
Eucgr.K03244.1*

Aspartate--tRNA ligase / Aspartyl-tRNA synthetase

Family of unknown function (DUF662)

Pyruvate kinase family protein

Pyruvate kinase family protein

AtTudorl, TSN1,TudorlTUDOR-SN protein 1

Chaperonin ATPase / Chaperonin
ATGLN1;1,ATGSR1,GLN1;1,GSR 1glutamine synthase clone R1
Trypsin and protease inhibitor (Kunitz_legume)

ATHIR1,HIR1 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-
associated protein family

40S ribosomal protein S19

ATHSP101,HOT1,HSP101heat shock protein 101
Thioredoxin superfamily protein

arginosuccinate synthase family

ATNDPK2,NDPK IA,NDPK IA IA,NDPK1A,NDPK2 nucleoside
diphosphate kinase 2

ATRAB8D,ATRABE1B,RABE1b RAB GTPase homolog E1B
Ribosomal protein S4 (RPS4A) family protein

LHCB4.2 light harvesting complex photosystem |I

Ribosomal protein S12/S23 family protein

Aquaporin PIP2-4-related

8,6322

2,2659

3,0010
5,9428

2,1804

2,3489

3,5349

4,5763

3,8865

1,8202
1,9027

2,2750

2,8959

1,8276

3,1180

-2,3004

84

-2,8843
1,8499

2,8485

-2,9877
2,9052



Eucgr.K03244.2
Eucgr.K03379.1
Eucgr.K03471.1
Eucgr.K03589.2*
Eucgr.K03601.4*
Eucgr.L00937.1*
Eucgr.L01763.1*
Eucgr.LO1765.1*

Eucgr.L01943.1

Eucgr.L02773.1
Eucgr.LO3005.1*

PIP2;4,PIP2Fplasma membrane intrinsic protein 2;4

Small nuclear ribonucleoprotein family protein

Adenine nucleotide alpha hydrolases-like superfamily protein
GDSL-like Lipase/Acylhydrolase

Acetyl-CoA C-acyltransferase / Beta-ketothiolase
Chitinase-related

Ribose phosphate isomerase

Malic enzyme-related

ATCXXS1,CXXS1 C-terminal cysteine residue is changed to a
serine 1

Glycine cleavage T-protein family

Histone H2B

3,0737 2,1167
1,8369 2,7067
-2,8299 -
- -1,7452
-2,7345 -
- 3,1341
2,5597 -

4,4674

-2,1480

85

2,2740

2,5164

-2,8369

a: ldentificador do transcrito e isoforma protéica

b: Descricéo funcional da predicdo por ortdlogo em Arabidopsis thaliana

c: Variagédo de abudancia de proteinas em termos de “fold change”

*: Proteinas diferencialmente reguladas de acordo com a abordagem do “spectral index”
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Tabela 2A - Proteinas antioxidantes identificadas em caules de plantulas de
Eucalyptus grandis e Eucalyptus globulus cultivadas em LT (baixa temperatura), MT
(média temperatura) e HT (alta temperatura), conforme descrito no material e
métodos. As localizagbes subcelulares foram preditas pelos programas Predotar,
Wolf Psort, TargetP, PPDB, SUBAcon, Cell ploc e Phobius. As descricbes das
proteinas estdo abreviadas de acordo com as seguntes siglas: APX- ascorbato
peroxidase; GLX- glioxalase; GPX- glutationa peroxidase; GR- glutationa redutase;
GRX- glutarredoxina; PRX- peroxirredoxina; SOD- superoxido dismutase; TPX-
tiorredoxina peroxidase; and TRX- tioredoxina.

Eucalyptus globulus® Eucalyptus grandisP

Compartimento subcelular?@
LT MT HT LT MT HT

Cloroplasto

APX (Eucgr.E00760.1) 0 0 3,2128 0 0 0
APX (Eucgr.F00373.1) 3,4974 3,5194 3,6200 3,3254 3,6916 3,2044
APX (Eucgr.F00373.3) 3,4936 3,4886 3,5360 3,3191 3,6767 3,2016
APX (Eucgr.F04344.1) 3,56025 3,5802 3,5696 3,3692 3,4824 3,3514
APX (Eucgr.F04344.2) 3,4895 3,5096 3,4091 3,3286 3,4042 3,3197
APX (Eucgr.101408.1) 3,4039 3,4870 3,2274 3,2458 3,4084 3,0666
GLX (Eucgr.C03791.1) 0 0 33394 0 33443 0
GLX (Eucgr.C03791.2) 0 0 3339 0 33429 0
GPX (Eucgr.C02602.1) 3,2490 0 0 0 0 0
GPX (Eucgr.C02602.2) 3,2410 0 0 0 0 0
GPX (Eucgr.K03389.1) 3,2798 3,2664 3,1802 0 3,4366 0
GR (Eucgr.K03307.1) 0 0 0 0 3,3620 0
GRX (Eucgr.H00830.1) 0 3,3460 0 0 0 0
GRX (Eucgr.101760.1) 3,1438 2,8387 2,7654 3,1787 3,0948 2,8750
GRX (Eucgr.101764.1) 3,1438 3,0039 3,0642 3,1787 3,1956 3,0925
SOD (Eucgr.A02107.1) 0 3,3902 0 0 0 0
SOD (Eucgr.B03930.1) 0 0 0 31982 0  3,1539

SOD (Eucgr.B03930.2) 2,7697 2,6871 2,6066 2,6760 2,9454 3,1538



SOD (Eucgr.B03930.3)
SOD (Eucgr.B03930.4)
SOD (Eucgr.B03930.5)
SOD (Eucgr.B03930.6)
SOD (Eucgr.K00110.1)
SOD (Eucgr.K00110.2)
SOD (Eucgr.K00110.3)
SOD (Eucgr.K00110.4)
TPX (Eucgr.B00283.1)
TPX (Eucgr.B02223.1)
TPX (Eucgr.B03744.1)
TPX (Eucgr.C00663.1)
TRX (Eucgr.D00629.1)
TRX (Eucgr.F01691.1)
TRX (Eucgr.F01854.1)
TRX (Eucgr.F02729.1)
TRX (Eucgr.F02754.1)
TRX (Eucgr.F02962.1)
TRX (Eucgr.F02962.2)
TRX (Eucgr.F03319.1)
TRX (Eucgr.G02623.1)
TRX (Eucgr.G03402.1)
TRX (Eucgr.H01629.1)
TRX (Eucgr.H02332.1)
TRX (Eucgr.H02332.2)
TRX (Eucgr.H02332.3)
TRX (Eucgr.H02332.4)
TRX (Eucgr.H02333.1)
TRX (Eucgr.101913.1)

2,7679
2,7569
2,7569
2,7043

3,2964
3,2868

3,5452
3,0213

3,3743
3,0955

3,2687
3,2836
3,3003
3,0532

0

2,6852
2,6733
2,6733
2,6987

3,3391
3,3261

4,0007
3,4320

3,3015
3,3428
3,3398
3,3866

3,3994
3,2849

0

2,6046
2,5928
2,5928
2,8178

o O O O

3,2194

3,4800
3,2027
3,1782
3,3582
3,2318

3,2848
3,4026
3,2961
3,2557

0

3,3786 3,3172 3,2232

0
3,1941
3,1037
3,2309
3,2291
3,2288
3,2265
3,2298

0

2,9436
2,9176
2,9329
2,9180
3,6270
3,4929
3,4916
3,4902
3,3284

3,3040
3,4131
3,5612
3,4812

3,3524
3,3918

3,3794
3,3621

0
3,4725
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3,1537

3,1533

3,1533

3,1527
0

0
0
0
0

0
3,1352

3,4204
3,1656
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TRX (Eucgr.102062.1) 3,3710 3,3517 3,4251 3,2354 3,3895 3,1413
TRX (Eucgr.K01294.1) 0 0 0 3,0986 3,1741 3,0387
TRX (Eucgr.K02606.1) 3,0920 3,0754 3,0689 2,8569 12,8420 2,7839
TRX (Eucgr.K02606.2) 3,0905 3,0341 2,7600 2,8554 2,8405 2,5549
TRX (Eucgr.K03198.1) 3,3016 3,3435 3,2682 0 3,56323 0
TRX (Eucgr.K03198.2) 3,3004 3,3427 3,2674 0 3,5255 0
Mitocondria

APX (Eucgr.B02456.1) 2,8969 2,9043 2,7369 2,6556 2,4810 2,5159
APX (Eucgr.B02456.4) 3,1233 3,1987 3,1227 3,1956 2,9447 2,7761
APX (Eucgr.E00760.1) 0 0 3,2128 0 0 0
GLX (Eucgr.A02020.2) 0 3,7081 3,2388 0 3,3394 0
GLX (Eucgr.L01848.1) 0 3,7049 3,2381 0 3,3389 0
GLX (Eucgr.L01848.2) 0 3,6982 3,2366 0 3,3378 0
GPX (Eucgr.E00579.1) 3,2373 3,3326 3,6183 3,2471 3,4224 3,0976
GPX (Eucgr.E00579.2) 3,2447 3,2507 3,3510 3,1843 3,3164 3,0136
GRX (Eucgr.D00987.1) 3,2986 3,6918 3,3031 3,2400 3,6776 3,2299
GRX (Eucgr.D00987.2) 3,2231 3,5583 3,2710 3,1970 3,5441 3,2086
GRX (Eucgr.D00992.1) 3,2986 3,6918 3,3031 3,2400 3,6776 3,2299
PRX (Eucgr.B01112.1) 3,1300 3,2076 3,0561 2,9680 3,2473 2,8258
SOD (Eucgr.G03132.1) 3,2912 3,3364 0 0 3,3117 3,1394
SOD (Eucgr.J00124.1) 0 0 0 0 3,5020 0
SOD (Eucgr.K00110.6) 0 0 0 3,1782 3,5463 0
TRX (Eucgr.A01555.1) 3,1856 3,1702 3,2180 2,9195 3,0549 3,0690
TRX (Eucgr.B02223.1) 3,2964 3,3391 0 0 0 0
TRX (Eucgr.B02223.3) 3,2866 3,3320 0 0 0 0
TRX (Eucgr.B03744.1) 3,2868 3,3261 3,2194 3,2295 3,3040 3,1352
TRX (Eucgr.101913.1) 3,3786 3,3172 3,2232 0 3,4725 0
TRX (Eucgr.J02565.1) 0 3,4471 3,2628 0 3,4628 0
TRX (Eucgr.L00305.1) 0 0 3,3128 0 0 0
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TRX (Eucgr.L00721.1) 3,2824 3,3222 3,2120 3,2254 3,2962 3,1309
Citoplasma

APX (Eucgr.A01180.1) 0 0 3,3501 0 3,4752 3,1553
APX (Eucgr.B02456.3) 2,8899 2,8972 2,7299 2,6485 2,4740 2,5089
APX (Eucgr.101408.1) 3,4039 3,4870 3,2274 3,2458 3,4084 3,0666
APX (Eucgr.101408.2) 33541 O 0 0 0 0
APX (Eucgr.J00965.1) 2,9987 2,7012 2,6213 2,7825 2,6052 2,5995
APX (Eucgr.J00965.3) 2,9901 2,7748 2,6213 2,8301 2,9252 2,4738
FLX (Eucgr.L01448.1) 3,2828 3,1949 2,8804 3,1955 3,0443 2,9141
GLX (Eucgr.D01335.1) 3,3748 3,0533 2,9838 3,1082 2,9690 3,1123
GLX (Eucgr.D01335.2) 3,3610 3,0394 2,9699 3,0943 2,9552 3,0985
GLX (Eucgr.D01335.3) 32732 0 0 0 0 0
GLX (Eucgr.D01336.1) 0 3,2330 0 3,2301 0 3,1668
GLX (Eucgr.F00747.1) 0 3,3238 3,2658 0 0 0
GLX (Eucgr.H00726.1) 3,2503 3,3259 3,2386 2,9752 3,0584 3,0567
GLX (Eucgr.H03460.1) 0 32838 0 0 33098 0
GPX (Eucgr.D01856.1) 3,2434 3,4377 3,2030 3,2086 3,4137 3,1487
GPX (Eucgr.D01856.2) 0 3,3919 0 3,1946 3,3223 3,1430
GRX (Eucgr.101764.1) 3,1438 3,0039 3,0642 3,1787 3,1956 3,0925
SOD (Eucgr.A02107.1) 0 3,3902 0 0 0 0
SOD (Eucgr.B01760.1) 3,2736 3,4197 3,3029 0 3,2187 0
SOD (Eucgr.H04426.1) 3,1262 2,8923 2,6853 3,0298 2,9368 2,3334
SOD (Eucgr.H04426.2) 3,0943 2,8463 2,6420 2,9837 2,8908 2,2889
SOD (Eucgr.H04426.4) 3,0840 2,8318 12,6098 2,9692 2,8378 2,1159
TRX (Eucgr.B02223.1) 3,2964 3,3391 0 0 0 0
PRX (Eucgr.C03812.1) 2,9068 3,0478 3,0944 2,8194 2,7890 3,0517
PRX (Eucgr.C03812.2) 2,8434 2,9015 2,8017 2,7615 2,8527 3,0399
TRX (Eucgr.G03402.1) 3,3003 3,3994 3,2961 3,1941 3,3794 0
TRX (Eucgr.L03049.1) 3,2382 3,2776 3,2239 0 0 3,0981
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Reticulo endoplasmatico

GPX (Eucgr.A00055.1) 3,2277 3,3333 0 3,1903 3,3037 0
GPX (Eucgr.A00257.2) 3,2725 3,3331 0 0 0 0
TRX (Eucgr.F03719.1) 0 3322 0 0 0 0
TRX (Eucgr.K03531.1) 3,3014 3,3040 3,3294 3,1737 3,3194 3,1639
TRX (Eucgr.K03531.2) 3,2304 3,2330 3,2770 3,1162 3,2484 3,1111
TRX (Eucgr.K03531.3) 3,2525 3,1730 0 3,1716 3,2722 3,1041
TRX (Eucgr.K03531.4) 0 3,2298 0 3,1689 3,2667 0
Nucleo

GPX (Eucgr.D01856.2) 0 3,3919 0 3,1946 3,3223 3,1430
TRX (Eucgr.C00774.1) 3,1641 3,0317 3,0160 3,0643 3,1278 3,0774
TRX (Eucgr.H00536.1) 0 0 3,2693 3,2448 3,5421 3,1416

a. Sigla da proteina, de acordo com

a descricdo funcional por homologia com

Arabidopsis thaliana (identificador do transcrito do Phytozome para Eucalyptus

grandis v 1.1)

b: Abundéancia da proteina em -LOG1o NSAF (PAOLETTI et al,, 2006)



