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Alterac6es metabdlicas induzidas por fatores ambientais em folhas de espécies
de Eucalyptus: uma abordagem protedémica

RESUMO - E inegavel a influéncia humana nas mudancas climéaticas observadas nos
altimos anos. As emissdes de gases do efeito estufa vém aumentando desde a era pré-
industrial e foram motivadas, em grande parte, pelo crescimento econbmico e
populacional do planeta. A prote6mica é uma tecnologia chave para o estudo de sistemas
bioldgicos dindmicos e complexos mediante as mudancas metabdlicas que ocorrem em
resposta a fatores ambientais. O género Eucalyptus € de grande importancia econémica
no Brasil e suas florestas séo fontes essenciais de estoque de carbono. Neste trabalho,
foram estudados o metabolismo foliar mediante ao aumento de CO:2 e a dinamica
cloroplastidial em resposta ao seu desenvolvimento e mudancas sazonais em Eucalyptus
utilizando a técnica de protedmica. A dinamica de desenvolvimento cloroplastidial revelou
gue em folhas maduras as proteinas mais abundantes estao relacionadas a processos
redox e catabdlicos, j& em folhas jovens estas estdo relacionadas a biogénese. Nossos
resultados também sugerem que as estacdes de transicdo (primavera e outono)
induziram as mudancas mais pronunciadas no proteoma do cloroplasto ao longo do ano.
Além disso, 0 aumento na concentracdo de CO: induziu respostas diferenciais no
crescimento das diferentes espécies de Eucalyptus aqui estudadas. Foi revelado que a
espécie Eucalyptus urophylla é a mais responsiva ao COz2, tanto no crescimento quanto
no metabolismo; em contrapartida, Eucalyptus grandis ndo apresentou grandes variacdes
metabdlicas e Eucalyptus pellita parece usar uma fonte alternativa de energia em
resposta ao aumento na concentracdo de CO2. Este estudo contribui para uma
compreensao mais abrangente sobre os mecanismos de adaptacéo e de enfrentamento
ao estresse em espécies de Eucalyptus para melhor entendimento da regulacéo
metabolica das plantas em cenéarios de mudancgas ambientais.

Palavras-chave: Eucalyptus, cloroplastos, CO2, protedmica, mudancas metabdlicas



Metabolic alterations induced by environmental factors in leaves of Eucalyptus
species: a proteomic approach

ABSTRACT - The human influence on climate change observed in recent years is
undeniable. Greenhouse gas emissions have been increasing since pre-industrial times
and were largely driven by the planet's economic and population growth. Proteomics is a
key technology for the study of dynamic and complex biological systems through
metabolic changes that occur in response to environmental factors. The Eucalyptus genus
has great economic importance in Brazil and its forests are essential sources of carbon
stocks. In this work, we studied leaf metabolism through high CO2 concentrations and
chloroplast dynamics in response to development process and seasonal changes in
Eucalyptus using proteomics technique. The dynamics of chloroplast development
revealed that in mature leaves the most abundant proteins are related to redox and
catabolic processes, whereas in young leaves these are related to biogenesis. Our
findings also suggest that transition seasons (spring and fall) induced the most
pronounced chloroplast proteome changes over the year. Furthermore, high CO:2
concentration induced differential responses in the growth of the different Eucalyptus
species studied here. It was revealed that Eucalyptus urophylla specie was the most
responsive to COz2, both in growth and metabolism, in contrast, Eucalyptus grandis did not
present great metabolic variations and Eucalyptus pellita seems to use an alternative
source of energy in response to increased CO:2 concentration. This study contributes to a
more comprehensive understanding of the mechanisms of adaptation and stress
response in Eucalyptus species for a better understanding of the metabolic regulation of
plants in scenarios of environmental changes.

Keywords: Eucalyptus, chloroplasts, COz2, proteomics, metabolic changes



CAPITULO 1 - Consideracées gerais

1. INTRODUGAO

E inegavel a influéncia humana nas mudancas climaticas observadas nos Gltimos
anos. As emissdes de gases do efeito estufa vém aumentando desde a era pré-industrial
e foram motivadas, em grande parte, pelo crescimento econdmico e populacional do
planeta. De acordo com o NOAA (2022), a concentracdo atmosférica de CO2 subiu
consideravelmente nas Ultimas décadas: de 315 ppm em 1958 para 419 ppm em 2022,
a concentracdo de CO2 mais alta ja registrada no observatério de Mauna Loa, localizado
no Hawaii.

Nesse cenario, as plantas pertencentes ao grupo com fotossintese do tipo C3
podem ser favorecidas. Sabe-se que uma grande parte da limitacdo a assimilacéo de
carbono nessas plantas € devido as propriedades cataliticas de oxigenase e carboxilase
da enzima RuBisCO (PORTIS; PARRY, 2007). O aumento da propriedade de
carboxilacdo da RuBisCO inibe a fotorrespiracdo, auxiliando indiretamente nas taxas
fotossintéticas (MAKINO; MAE, 1999). Portanto, a fotossintese e a biomassa dessas
espécies podem aumentar quando cultivadas em condi¢des de elevada concentragcédo de
CO2 (KIMBALL, 2016; MAKINO; MAE, 1999).

Além disso, ja foram descritas respostas positivas de crescimento em atmosfera
enriquecida com CO2 em espécies de plantas lenhosas quando outros recursos foram
fornecidos apropriadamente (ATWELL; HENERY; BALL, 2009; CROUS; WALTERS;
ELLSWORTH, 2008; LIBERLOO et al., 2006). Estudos sobre eucalipto indicam que essa
espécie apresenta estimulo no seu crescimento, especialmente nos primeiros anos de
desenvolvimento, estando entre as plantas lenhosas mais sensiveis ao incremento de
CO2 (AINSWORTH; LONG, 2005; ATWELL; HENERY; WHITEHEAD, 2003).

Os cloroplastos, que abrigam diversos processos metabdlicos, incluindo a
fotossintese, também s&o muito sensiveis as flutuacbes ambientais. O seu

desenvolvimento esta intimamente relacionado ao crescimento e desenvolvimento do



organismo. Por isso, o0 estudo das mudancas no seu proteoma pode representar um fator
chave para entender suas respostas a estresses bidticos, abiodticos e condicdes adversas
(TAYLOR et al., 2009). Nesse sentido, a protebmica € uma ferramenta poderosa e é
considerada uma das tecnologias chave para o estudo e investigagdo de sistemas
bioldgicos dinamicos e complexos, pois permite medi¢cdes qualitativas e quantitativas de
proteinas em larga escala e fornece uma analise precisa das mudancgas metabdlicas que
ocorrem em resposta a fatores ambientais (CHEN; HARMON, 2006). De modo geral, a
protedmica permite desenvolver trabalhos que visam investigar o perfil quantitativo de
proteinas, modificacbes pos-traducionais, vias de sinalizacdo, localizacdo e
compartimentacdo subcelular, complexos proteicos e interacdes proteina-proteina
(MATROS et al., 2011; PFLIEGER; BIGEARD; HIRT, 2011).

Portanto, os objetivos do presente trabalho foram (1) realizar uma analise
exploratdria das alteracdes no proteoma cloroplastidial durante o desenvolvimento foliar
e variacdes sazonais em Eucalyptus grandis; (2) investigar o crescimento das diferentes
espécies de Eucalyptus mediante a alta concentracdo de CO: e determinar qual
concentracdo induz a maior resposta diferencial nessas espécies; (3) analisar a variacado
na abundancia das enzimas do ciclo de Calvin-Benson em plantas de Eucalyptus
cultivadas em elevada concentracdo de CO: utilizando abordagens prote6micas
dependente e independente de dados (DDA e DIA) e (4) identificar diferencas e variacdes
guantitativas no proteoma foliar induzidas por crescimento em elevada concentracdo de

COz2 entre as espécies de Eucalyptus.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O género Eucalyptus e o setor florestal

As espécies do género Eucalyptus constituem-se de plantas arboreas e de vida
longa. Sdo encontradas predominantemente no hemisfério sul e pertencem a familia
Myrtaceae, que compreende outros 130 géneros (THE PLANT LIST, 2019). No sentido
amplo, os eucaliptos também incluem os géneros Eucalyptus, Corymbia e Angophora
(POTTS; BRADLEY, 2004). Esse género € nativo da Australia e da Indonésia e foi



vastamente plantado em diversos paises, mostrando-se particularmente bem sucedido
em regides tropicais e subtropicais (STANTURF et al., 2013). Muito embora o eucalipto
seja considerado uma planta aldgama, é estimado que ele possua uma frequéncia de
autofecundacédo de 10% a 30% (ELDRIDGE et al., 1993). Numa espécie com esta taxa
de autofecundacéo é importante verificar o efeito da endogamia na expresséo fenotipica
de alguns caracteres.

Foi introduzido no Brasil em meados de 1868 no Rio Grande do Sul e no Rio de
Janeiro e comecou a ser cultivado de forma comercial por Navarro de Andrade por volta
de 1909, na cidade de Rio Claro - SP, com a finalidade de producdo de madeira para
construcdo de estacdes e vilas, combustivel para locomotivas, dormentes e mourao de
cercas e postes (MORA; GARCIA, 2000). Atualmente, ja foram catalogadas cerca de 700
espécies de eucalipto, sendo que os mais cultivados no pais sao Eucalyptus saligna,
Eucalyptus grandis, Eucalyptus urophyllla e seu hibrido, o Eucalyptus urograndis (VITAL,
2007).

A espécie E. grandis € a mais cultivada, devido as suas caracteristicas
silviculturais, importancia econdémica, propriedades e aplicabilidade da madeira para
diversos fins, aliada a grande variabilidade genética. Essa espécie tem se destacado
dentro do género, como a melhor em desenvolvimento nos plantios comerciais para as
regides subtropicais, porém nao apresenta um alto indice de resisténcia a seca
(KAGEYAMA, 1980; MORAES, 1987; ASSIS, 1996). O interesse pela espécie E.
urophylla cresceu no pais depois de ser reconhecida como resistente ao cancro do
eucalipto, além de mostrar um bom potencial para ser cultivada em regifes de clima
guente e de elevados déficits hidricos devido a sua boa performance nestas condicdes e
também por apresentar boa qualidade da madeira para carvéo e celulose. Suas arvores
sao de grande porte, retas, com forte dominancia apical e casca rugosa (RUY; FILHO,
2001). Ja a espécie E. saligna destaca-se por apresentar maior resisténcia ao frio quando
comparada a E. urophylla além de demonstrar alta produtividade e facilidade na obtencéo
de material clonal, devido a seu facil enraizamento quando cultivado na regiéo sul do pais
(PALUDZYSZYN FILHO et al., 2006).



Dentre todas as espécies de eucalipto ja descritas, apenas 27,4% sdo as mais
utilizadas para fins comerciais ao redor do mundo (SANTAROSA; PINTO JUNIOR;
GOULART, 2014). Nesse contexto, estudos envolvendo outras espécies de eucalipto
menos tradicionais e com boas caracteristicas agronémicas, sao imprescindiveis para a
composicdo de uma base cientifica que possibilite o fomento de plantios em escala
comercial.

No Brasil, as florestas de E. pellita ttm sido estabelecidas principalmente para a
producdo de carvado vegetal devido a suas caracteristicas de densidade, além de ser
utilizado por possuir resisténcia a seca, as doencas como ferrugem do eucalipto (Puccinia
psidii) e manchas foliares por fungos do género Cylindrocladium (OLIVEIRA et al., 2010;
RESENDE; ASSIS, 2008; ASSIS et al., 2015). As arvores de E. camaldulensis tem uma
plasticidade ambiental muito grande pois apresentam capacidade de desenvolvimento
em zonas geograficas criticas, tolerancia a longos periodos de seca e chuva concentrada,
baixas temperaturas e geadas intensas. Além de adaptacdo a ampla variedade de solos,
0 que envolve solos pobres, periodicamente inundados e compactados por uso extensivo
de pastagens (ARNOLD; LUO, 2018; AZEVEDO et al., 2015). O plantio da espécie
Corymbia citriodora tém crescido devido a sua ampla adaptabilidade as diferentes regides
brasileiras, sendo considerada essa uma relevancia silvicultural para plantio de extensas
areas (LUZ et al., 2018). Além de sua aplicacdo madeireira, a espécie se destaca na
extracdo do Oleo essencial extraido de suas folhas, como o citronelal, com potencial
fungicida e bactericida (REIS et al., 2013; BIAGIOTTI, 2017).

A madeira de eucalipto é utilizada como matéria prima para diversas finalidades.
Destacam-se a producdo de lenha, estacas, moirbes, dormentes, carvao vegetal,
celulose e papel, além da sua utilizagdo na fabricacdo de casas, méveis e estruturas
(PEREIRA et al., 2000). Ja no setor de bens de consumo, sobressaem-se as industrias
quimica, moveleira, de embalagem, téxtil, farmacéutica e a construcao civil (IBA, 2015).

O genoma da espécie E. grandis, proveniente de uma geracdo de auto-
fecundacdo de uma arvore chamada BRASUZ1, possui 640Mb, 36.376 genes preditos
0s quais estéo localizados em 11 cromossomos (MYBURG et al., 2014).



Atualmente, o Brasil € 0 2° maior produtor mundial de celulose, perdendo somente
para os Estados Unidos. Também ocupa a 92 posicéo no ranking dos maiores produtores
de papel, produzindo 10,2 milhdes por tonelada no ano de 2020. Além disso, a
produtividade das florestas de Eucalyptus plantadas no Brasil € de cerca de 38 a 50
m3/h&/ano (IBA,2021). Os principais artigos que esse segmento fornece s&o produtos de
higiene e beleza, papéis para escrever e imprimir e embalagens (ABRAF, 2013).

A éarea florestal plantada no pais € de 9,55 milhdes de hectares para o cultivo
industrial e 6 milhdes de hectares para conservagdo, sendo 78% da area florestal total
do pais (IBA, 2021). O estoque total de carbono das florestas de eucalipto atualmente é
de cerca de 153 toneladas por hectare, sendo 104 toneladas estocadas em biomassa
(FAO, 2020). O setor ainda criou cerca de 500 mil empregos diretos e mais 1,5 milhdes
de empregos indiretos em 2020 (IBA, 2021).

2.2. Mudancas climaticas e aumento da concentracdo atmosférica de CO2

As mudancgas climéticas observadas nas Ultimas décadas foram ocasionadas
principalmente por influéncia antropolégica e motivadas em grande parte pelo
crescimento econdmico e populacional do planeta (QADERI; REID, 2009). As emissdes
de gases do efeito estufa vém aumentando desde a era pré-industrial, somente o CO2
aumentou mais de 40% sua concentracdo atmosférica (IPCC, 2013).

De acordo com o NOAA (2022), a concentracdo atmosférica de CO:2 subiu
consideravelmente nas Ultimas décadas: passou de 315 ppm em 1958 para 419 ppm em
2022, a concentracdo de CO2 mais alta ja registrada no observatorio de Mauna Loa,
localizado no Hawaii. Por isso, a fim de promover uma visdo ampla a respeito das
pesquisas sobre mudancas climéaticas no mundo, consolidar e confirmar as tendéncias
nesse campo de conhecimento e sugerir politicas para a mitigacéo dos efeitos adversos,
foi criado no final da década de 1980 o Painel Intergovernamental sobre Mudancas
Climéticas (IPCC), que é composto por um corpo internacional de especialistas para

avaliacao da pesquisa sobre esse tema (OJIMA, 2011).



Segundo o IPCC (2014), mudancas climaticas séo observadas desde a década de
1950 e estdo diretamente associadas a acées humanas. Dentre elas, podemos incluir um
aumento de temperatura e do nivel do mar, além de um aumento no nimero de eventos
de precipitacdo pesada em varias regiées e aumento na emissao dos gases do efeito
estufa, que vem atingindo seu apice nos dias de hoje (IPCC, 2014). Presume-se que
essas emissfes continuem a aumentar devido a dependéncia dos combustiveis fosseis
para producao de energia e o aumento da populacdo mundial (IPCC, 2013).

Neste sentido, um dos mais importantes elementos dos esforcos do IPCC ¢é a
criacdo de modelos climaticos, considerando as forcas motrizes e as opc¢fes de resposta
a essas mudancas (MOSER; LUERS, 2007). As projecdes de emissdes de gases de
efeito estufa variam em uma grande escala, dependendo da politica climéatica e do
desenvolvimento socioeconémico da populacdo mundial. Os novos cenarios climaticos
propostos pelo IPCC indicam uma elevacéo na concentracdo de CO2 de 700 a 1000 ppm
para o ano de 2100 dependendo da politica de mitigacdo adotada (IPCC, 2022). Apesar
do numero crescente de politicas para mitigacdo de mudancas climaticas, as emissdes
anuais de gases que causam efeito estufa cresceram, em média, 1 GtCO2-eq por ano,
de 2000 a 2010, comparado a 0,4 GtCO2-eq ao ano, de 1970 a 2000 (IPCC, 2014).

O aumento de CO: afetara diretamente o metabolismo das plantas, principalmente
pelo seu papel na fotossintese, que é o ponto de entrada do carbono na biosfera. E
esperado que concentracBes elevadas desse gas aumentem as taxas fotossintéticas
foliares, mas nao é possivel saber com qual intensidade isso acontecera, uma vez que o
estimulo da fotossintese também depende da temperatura foliar e da disponibilidade de
agua e nutrientes (LEAKEY et al., 2009; ZHU et al., 2017).

2.3. Efeito do aumento do CO2 nos organismos vegetais

A concentracao elevada de CO: afeta direta e indiretamente o crescimento e o
desenvolvimento das plantas, principalmente as espécies vegetais com metabolismo do
tipo C3, modificando uma série de processos bioquimicos e fisiologicos. Quase 90% das

espécies vegetais conhecidas pertencem ao grupo de plantas C3 e ndo estédo



fotossinteticamente saturadas na concentracdo de CO: atual. Este ciclo leva tal nome
pois o primeiro produto estavel a ser formado € um composto de trés carbonos, o
fosfoglicerato (3-PGA). Sabe-se que uma grande parte da limitacdo a assimilacdo de
carbono em plantas C3 é devido as propriedades cataliticas de oxigenase e carboxilase
da enzima RubisCO (PORTIS; PARRY, 2007). O aumento da propriedade de
carboxilacdo da RubisCO inibe a fotorrespiracdo, auxiliando indiretamente nas taxas
fotossintéticas (MAKINO; MAE, 1999). Portanto, a fotossintese e a biomassa dessas
espécies podem aumentar quando cultivadas em condi¢des de elevada concentragédo de
CO2 (KIMBALL, 2016; MAKINO; MAE, 1999).

As caracteristicas das plantas C3 permitem que elas sejam mais eficientes em
condi¢Oes de climas temperados e a reducao na sua produtividade deve-se ao aumento
do processo de fotorrespiracdo com o aumento da temperatura. As adaptacdes espaciais
gue ocorreram nas plantas com fotossintese do tipo C4 permitem que elas fotossintetizem
em altas taxas, mesmo em altas temperaturas, pois 0 mecanismo de concentracédo de
CO:2 praticamente elimina a fotorrespiragéo e elas conseguem altas produtividades nas
condicdes tropicais. Ja as adaptacdes fisiolégicas das plantas CAM permitem a sua
sobrevivéncia em condi¢cfes de climas aridos e semiaridos, porém sao pouco produtivas
devido as baixas taxas fotossintéticas (TAIZ; ZEIGER, 2004).

E conhecido que altos niveis de CO2 possam suprimir a fotorrespiracdo, um
processo geralmente visto como uma reacdo de desperdicio da RubisCO. Estudos
anteriores confirmam essa hipétese, uma vez que foi relatado aumento da produtividade
de plantas modificadas com desvios metabdlicos para contornar a fotorrespiracéao
(KEBEISH et al., 2007; MAURINO; PETERHANSEL, 2010). No entanto, muitos mutantes
para esse processo cresceram mal nas concentracdes atuais de CO2 (TIMM; BAUWE,
2013), indicando que a fotorrespiracdo tem um papel importante no metabolismo de
carbono da planta. Também ha evidéncias de que a fotorrespiracdo fornece tolerancia ao
estresse nos organismos vegetais (VOSS et al., 2013). Além disso, a fotorrespiracédo tem
sido associada ao aumento da capacidade de absorcdo de nitrogénio (BLOOM et al.,
2014; DELLERO et al., 2015; BUSCH et al., 2018), particularmente nitrato, indicando que



0 aumento do CO2 pode reduzir a absorcao de nitrogénio pelas plantas quando o nitrato
€ a principal fonte de nitrogénio disponivel.

Com relagéo a fotossintese, estudos mostraram que a eficiéncia dos fotossistemas
I e Il (PSI e PSII) e o fluxo de transporte de elétrons aumentaram em altas concentracfes
de COz2, produzindo mais ATP e NADPH (VAN HEERDEN; SWANEPOEL; KRUGER,
2007; ZHANG et al., 2008; SEKHAR; SREEHARSHA; REDDY, 2015). Esses resultados
também sugerem alta eficiéncia na fase fotoquimica do processo fotossintético em
elevadas concentracdes de CO2. Além disso, 0 aumento das taxas de fotossintese
nessas mesmas condi¢des, resultou em maior producéo de acucares, incluindo glicose,
frutose e rafinose, em varias espécies vegetais (ARANJUELO et al., 2015; WATANABE
et al., 2013).

Em contrapartida, a conduténcia estomatica, que esté relacionada ao tamanho da
abertura estoméatica e nimero de estdmatos por unidade de area foliar, parece diminuir
em culturas expostas a elevadas concentracfes de CO2 (AINSWORTH; LONG, 2005;
LEAKEY et al., 2009). Do mesmo modo, a concentragdo de nitrogénio diminui
especialmente nos tecidos foliares das plantas cultivadas nessas condigbes (STITT,;
KRAPP,1999; TAKATANI et al., 2014; SENEWEERA et al.,2011). J& foi observado que
as taxas elevadas de CO: alteraram a alocagdo de N para diferentes orgaos da planta,
reduzindo nas folhas e aumentando a alocacdo nas bainhas foliares e raizes
(SENEWEERA et al., 2011).

Com relagéo ao crescimento, o alto fornecimento de carbono pode contribuir para
uma divisdo e expansédo celular mais rapida nos tecidos meristematicos e acelerar o
crescimento e desenvolvimento inicial da planta (THILAKARATHNE et al., 2015). Ja foi
relatado que sob o efeito de elevada concentracdo de CO2, as plantas tendem a
apresentar uma taxa de iniciacao e alongamento foliar mais acelerada juntamente com o
aumento da area foliar (SENEWEERA et al., 1995; TAYLOR et al., 1994; TAYLOR et al.,
2001). Além disso, ja foram descritas respostas positivas de crescimento em atmosfera
enriquecida com CO2 em espécies de plantas lenhosas quando outros recursos foram
fornecidos apropriadamente (ATWELL; HENERY; BALL, 2009; CROUS; WALTERS,;
ELLSWORTH, 2008; LIBERLOO et al., 2006). Estudos sobre eucalipto indicam que essa



espécie apresenta estimulo no seu crescimento, especialmente nos primeiros anos de
desenvolvimento, estando entre as plantas lenhosas mais sensiveis ao incremento de
CO2 (AINSWORTH; LONG, 2005; ATWELL; HENERY; WHITEHEAD, 2003).

Do ponto de vista molecular, varios genes associados aos fotossistemas, como
por exemplo, PSII protein K, PSIlI protein D1 e D2, PSI P700 Chl a apoprotein Al,
apoprotein A2 e ferredoxina-1 aumentaram sua expressao quando as plantas foram
expostas a elevadas concentracdes de CO2 (GAMAGE et al., 2018). Além disso, enzimas
importantes envolvidas no metabolismo da sacarose, como sacarose fosfato sintase e
sacarose sintase, também foram significativamente abundantes sob efeito de CO:
(GESCH et al., 2002; AOKI et al., 2003). Também foi observado que altas concentracdes
desse gas influenciam genes envolvidos no ciclo celular e em propriedades da parede
celular que funcionam na tolerancia ao estresse (AINSWORTH et al., 2006; WEI et al.,
2013).

2.4. A protebmica e suas diferentes abordagens

O termo protebmica foi criado por Marc Wilkins no inicio da década de 1990 em
referéncia ao termo gendmica, que descreve toda a cole¢céo de genes em um organismo
(LIEBLER, 2002). Sendo assim, a protedbmica pode ser definida como o estudo
sistematico de uma populacdo de proteinas expressas em uma célula, tecido ou
organismo em determinada condicdo do sistema bioldégico (CHEN; HARMON, 2006;
PARK, 2004), sendo que esse sistema esta expressando um conjunto proteico que reflete
as suas interagcdes com o meio em um determinado momento. Ela pode ser considerada
uma das tecnologias chave para o estudo e investigacdo de sistemas biologicos
dindmicos e complexos, pois permite medicdes qualitativas e quantitativas em larga
escala de proteinas e fornece uma analise precisa das mudancas metabdlicas que
ocorrem em resposta a fatores ambientais (CHEN; HARMON, 2006). Apesar das analises
transcricionais fornecerem informagfes importantes, nem sempre a abundancia de
MRNA reflete o produto final da expressdo génica, uma vez que a quantidade de
proteinas expressas depende de alguns fatores como transcricdo, traducdo e

modificacdes pos-traducionais que podem resultar na modificagdo da funcao das classes
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proteicas (CHEN; HARMON, 2006). Por esse motivo, torna-se cada vez mais importante
o desenvolvimento e aprimoramento de técnicas como a protedmica, que tem por objetivo
o0 estudo do produto final da expresséo génica para avaliacao da sua condi¢éao fisiolégica,
farmacoldgica e/ou patologica.

Os avancos significativos alcangcados nessa area nas Ultimas décadas devem-se
ao aumento na disponibilidade de informacao gendmica depositada em bancos de dados,
a melhorias tecnolégicas em espectrometria de massas, especialmente o
desenvolvimento de técnicas de ionizacdo suave para analise de peptideos
(AEBERSOLD; MANN, 2003), bem como o desenvolvimento de técnicas e equipamentos
gue possibilitam a separacdo, quantificacdo e caracterizacdo de proteinas, além de
ferramentas capazes de relacionar estas informagdes com aquelas obtidas por outros
métodos (SANTOS; TEIXEIRA; SA-CORREIA, 2004). De modo geral, a protedmica
permite desenvolver trabalhos que visam investigar o perfil quantitativo de proteinas,
modificacdes pds-traducionais, vias de sinalizacdo, localizacdo e compartimentacao
subcelular, complexos proteicos e interacdes proteina-proteina (MATROS et al., 2011;
PFLIEGER; BIGEARD; HIRT, 2011).

A estratégia protebmica “shotgun” tornou-se o método mais utilizado para
guantificacdo de proteinas a partir de amostras biolégicas e seu progresso nos ultimos
anos permitiu que mais de 10.000 proteinas fossem identificadas e quantificadas a partir
de uma Unica andlise (MUNTEL et al., 2019). O preparo de amostras para essa estratégia
tem muitas variacfes, mas todas seguem algumas etapas necessarias. Primeiramente,
as proteinas séo isoladas usando tampédo aquoso contendo um agente solubilizante e
desnaturante. Em seguida, as ligacdes dissulfeto nos residuos de cisteina séo reduzidas
e alquiladas covalentemente, e entéo, as proteinas sao hidrolisadas enzimaticamente em
peptideos, normalmente utilizando a enzima tripsina (MEYER, 2021). Existem diversas
maneiras de operar o espectrobmetro de massa para andlise desses peptideos
proteotipicos, como as abordagens de aquisicdo dependente de dados (DDA) e
independente de dados (DIA).

Nos fluxos de trabalho DDA, os ions peptidicos digeridos (ions precursores) sao

analisados no nivel MS1 utilizando um analisador de massa de alta resolugdo. Em



11

seguida, os precursores selecionados séo isolados e fragmentados, gerando espectros
do tipo MS2. Para cada varredura MS1, geralmente, sédo realizadas varias varreduras
MS/MS, até a préxima varredura MS1 e assim o ciclo se repete. Embora essa abordagem
"TopN" permita a identificagdo de precursores abrangendo toda a faixa de massa, a
fragmentacdo dos ions precursores, geralmente o0s ions mais intensos, limita a
reprodutibilidade dos experimentos, resulta em valores ausentes e vieses de
quantificacdo para os peptideos mais abundantes (AEBERSOLD; MANN, 2016). Isso
pode ser desvantajoso para fluxos de trabalho que nédo utilizam marcacdo e para
amostras com uma alta faixa dinamica de proteinas, como tecidos fotossintéticos.

A técnica DIA, surgiu como uma abordagem alternativa poderosa para aquisi¢ao
dependente de dados (DDA) pois o0 espectrometro de massa adquire sistematicamente
espectros MS/MS, independentemente de um sinal precursor ser detectado ou ndo. Nos
fluxos de trabalho DIA, o ciclo do instrumento € estruturado de forma que 0s espectros
MS/MS sejam sequencialmente adquiridos ao longo de um intervalo constante de m/z,
permitindo medi¢des quantitativas usando ions fragmentados em vez de ions precursores
(VENABLE et al., 2004; GILLET et al., 2012). Essa abordagem produz dados
semelhantes ao monitoramento de reacdo paralela direcionada (PRM), porém, em vez
de mensurar peptideos especificos, os dados quantitativos sdo adquiridos em um
intervalo predefinido de razdo massa carga (m/z). Entretanto, uma grande desvantagem
do método DIA, é que cada varredura MS2 contém espectros multiplexados de varios
ions precursores, dificultando a identificacdo precisa de peptideos. Para solucionar esse
problema, diversas ferramentas e estratégias vém sendo desenvolvidas ao longo do
tempo (PANCHAUD, et al., 2009; TSOU et al., 2015; ROST et al., 2014).

Uma das estratégias desenvolvidas foi o uso de corridas com janelas estreitas
dedicadas a deteccéo de peptideos para a construcéo de bibliotecas cromatograficas ja
baseada na abordagem de DIA. A vantagem da utilizacdo das bibliotecas cromatogréficas
é registrar a forma do pico cromatografico dos ions fragmentos e o tempo de retencao
para cada peptideo detectavel no experimento, assim, essas coordenadas podem ajustar
0S sinais para um sistema cromatografico e espectrometro de massas especifico
(SEARLE et al., 2018).
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2.5. A dinamica do proteoma cloroplastidial

O cloroplasto é o maior compartimento metabolicamente ativo e a organela mais
abundante nos tecidos vegetais. Além de realizar o processo de fotossintese, ele ainda
é responsavel por mediar uma série de fungdes celulares essenciais como a sintese de
lipidios, acidos graxos, aminoacidos, vitaminas, hormoénios e metabdlitos secundarios tais
como alcaldides e isoprendides, que sdo necessarios para assimilacdo de nitrogénio e
enxofre (KAMAL et al., 2013; VAN WIJK, 2004). Além disso, as folhas de eucalipto
possuem uma grande quantidade de antioxidantes, principalmente flavondides, que
fornecem protecdo contra danos causados por EROs e estresse oxidativo
(OBERSCHELP et al., 2020).

Os cloroplastos sdo compostos por alguns compartimentos, incluindo envelope de
membrana interna e externa, o estroma, a membrana do tilacéide e o lumen do tilacéide
(VAN WIJK, 2004). Estima-se que estejam presentes entre 2500 e 3000 proteinas nos
cloroplastos (VAN WIJK, 2001). Uma vez que o genoma do cloroplasto pode codificar
aproximadamente 120 proteinas, a maioria dessas sdo codificadas no nucleo e
posteriormente transportadas para a organela (KEEGSTRA; CLINE, 1999). Em
Eucalyptus grandis, o genoma do cloroplasto apresenta aproximadamente 160 kb
(PINARD; MYBURG, 2019).

A biogénese dos cloroplastos comeca a partir dos proplastideos, que, apés
exposicdo a luz, se transformam em cloroplastos maduros com transportadores de
elétrons funcionais, proteinas de membrana e enzimas do estroma que sdo capazes de
capturar, assimilar e armazenar carbono (BISWAL; PANDEY, 2016). Durante a
senescéncia, eles se diferenciam dos gerontoplastos, que levam ao amarelecimento das
folhas, necrose e morte (THOMAS, 2013). Assim, o desenvolvimento plastidial esta
intimamente relacionado ao desenvolvimento de toda a planta em diferentes estagios
(KUTIK et al., 2004).

Como os cloroplastos sdo muito sensiveis as flutua¢gdes ambientais, mudancas
dindmicas no proteoma podem representar um fator chave para entender suas respostas
a estresses abiodticos (TAYLOR et al., 2009). Aléem disso, a caracterizacdo da dinamica

do proteoma do cloroplasto pode contribuir para um melhor entendimento da adaptagéo



13

das plantas a diferentes cenarios climaticos e processos de desenvolvimento foliar.
Nesse sentido, Uberegui et al. (2015) estudaram o proteoma cloroplastidial de A. thaliana
para analisar a resposta dessas plantas a disturbios de intensidade luminosa e como elas
se adaptam ao meio ambiente. O proteoma cloroplastidial de trigo também foi estudado
para investigacao dos efeitos do estresse salino e hidrico dentro dessa organela (KAMAL
et al., 2013). Do mesmo modo, o proteoma do cloroplasto de alamo foi estudado para
analisar as mudancas no perfil das proteinas cloroplastidiais das plantas com alteracdes
em sua capacidade de emissao de isopreno (VELIKOVA et al., 2014). Santos e Balbuena
(2017) estudaram o proteoma cloroplastidial de E. urophylla em atmosfera enriquecida
com COg2, onde foi observado um aumento significativo na expressdo de enzimas
relacionadas ao ciclo de Calvin-Benson nas plantas cultivadas em ambiente enriquecido
com COa.

Os trabalhos a respeito de proteomas cloroplastidiais mais recentes tiveram como
objetivo identificar alteracdes induzidas por estresses bidticos e abidticos (ZHU et al.,
2021; HERRMANN et al.,, 2021), investigar os mecanismos de remodelacdo e
reprogramacao do metabolismo vegetal (LANDE et al., 2020), estudar sua biogénese,
senescéncia e desenvolvimento (XIONG et al., 2021; PIPITONE et al., 2021; FLANNERY
et al., 2021), além de descoberta de novas estratégias para aumentar a cobertura de
identificacdo do proteoma (BAYER et al., 2021).
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CAPITULO 2 - The Eucalyptus grandis chloroplast proteome: seasonal variations

in leaf development!

Abstract

Chloroplast metabolism is very sensitive to environmental fluctuations and is intimately
related to plant leaf development. Characterization of the chloroplast proteome dynamics
can contribute to a better understanding on plant adaptation to different climate scenarios
and leaf development processes. Herein, we carried out a discovery-driven analysis of
the Eucalyptus grandis chloroplast proteome during leaf maturation and throughout
different seasons of the year. The chloroplast proteome from young leaves differed the
most from all assessed samples. Most upregulated proteins identified in mature and young
leaves were those related to catabolic-redox signaling and biogenesis processes,
respectively. Seasonal dynamics revealed unique proteome features in the fall and spring
periods. The most abundant chloroplast protein in humid (wet) seasons (spring and
summer) was a small subunit of RuBisCO, while in the dry periods (fall and winter) the
proteins that showed the most pronounced accumulation were associated with photo-
oxidative damage, Calvin cycle, shikimate pathway, and detoxification. Our investigation
of the chloroplast proteome dynamics during leaf development revealed significant
alterations in relation to the maturation event. Our findings also suggest that transition
seasons induced the most pronounced chloroplast proteome changes over the year. This
study contributes to a more comprehensive understanding on the subcellular mechanisms
that lead to plant leaf adaptation and ultimately gives more insights into Eucalyptus
grandis phenology.

1. INTRODUCTION

Chloroplast is a subcellular compartment in which solar radiation is used to
generate sugar compounds in a complex process named photosynthesis. It is also hosts
several other metabolic processes that are essential for plant survival and is composed of
inner and outer membrane, stroma, thylakoidal membrane, and lumen [1]. Moreover,
Eucalyptus leaves have a great amount of antioxidants, particularly flavonoids, which
provide protection against from ROS damage, oxidative stress and can increase stress
tolerance [2]. Plastid genome encodes 120-130 proteins, however approximately 2000
proteins, are synthesized in the cytosol, and imported into the organelle through the

1 Este capitulo corresponde ao artigo cientifico publicado na revista PLoS One 17 (9): e0265134, 2022.
doi.org/10.1371/journal.pone.0265134
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envelope membranes [3-4]. In Eucalyptus grandis, the chloroplast genome presents
approximately 160 kb [5-6].

As chloroplasts are very sensitive to environmental fluctuations, dynamic proteome
changes may represent a key factor for understanding their responses to abiotic stresses
[7]. The most recent chloroplast proteomics studies have aimed to identify (1) changes
induced by biotic and abiotic stresses [8-12], (2) mechanisms of remodeling and
reprogramming of plant metabolism [13,14], (3) biogenesis and senescence [15-17], (4)
chloroplast development [18,19], in addition to (5) novel techniques for increasing
proteome coverage [20-22].

Chloroplast biogenesis starts from proplastids, which, upon exposure to light, turn
into mature chloroplasts with functional electron transport carriers, membrane channel
proteins, and stromal enzymes that are able to capture, assimilate, and storage carbon
[23]. During senescence, they differentiate from gerontoplasts, which lead to leaf
yellowing, necrosis, and death [24]. Thereby, plastid development is intimately related to
the development of the whole plant at different stages [25]. The manipulation of several
agronomic traits, e.g., photosynthetic rate, stomatal conductance, chlorophyll content, and
PSIlI photochemical, has been reported to delay the senescence process and increase
plant biomass, seed yield, seed protein composition, and tolerance to abiotic stresses [26-
28].

Plants are sessile organisms, which means that they are subjected to seasonal
climate alterations and adverse environmental conditions. Seasonal climate variations can
drive plant growth and development, favoring a metabolic adaptation of the life cycle with
changes in the environment [29]. Strong seasonal effects have been observed on the
growth of perennial plants due to varying availability of water, light, nutrients, and
temperature [30, 31]. In Populus species, for instance, seasonal phenology is largely
related to changes in growth and development, such as bud flush in spring followed by
vegetative growth in the summer; while during the fall, the trees present growth inhibition
and bud formation, followed by leaf senescence, abscission, and cold acclimation before
the winter season [32]. Regarding photosynthetic physiological changes, studies have

revealed that the quantum efficiency seasonal pattern shows minimal values in the spring,
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increasing during the summer, and reaching maximal values in the fall followed by a
decrease in the winter [33,34].

Understanding functional and regulatory networks based on leaf development
process and seasonal metabolic changes can provide valuable information for increasing
plant productivity and learning the mechanisms that lead to plant adaptation. This is the
first exploratory investigation on proteome changes during leaf development and seasonal
variations in Eucalyptus grandis young plants on an organellar level. This research aimed
to carry out an exploratory analysis of chloroplast alterations during leaf development and

seasonal variations in the Eucalyptus grandis chloroplast proteome.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Plant cultivation and sampling

Eucalyptus grandis plants were planted at the “Horto Florestal” of the S&o Paulo
State University (Jaboticabal — SP, Brazil) using a randomized block design experiment
with 2 m x 3 m spacing. Fertilization and irrigation were carried out twice a month and
three times a week, respectively. The region climate is defined as tropical and
characterized by rainfalls concentrated in the summer and dry winter [35].
Agrometeorological data were collected daily at the UNESP environmental station (S1
Table).

For the leaf developmental assay, three biological replicates, comprising five
randomly selected branches, were divided into three different regions (young, middle, and
mature), according to the fluorescence data (FV/FM) and chlorophyll relative
guantification (CCl), and used to assess proteome changes throughout development (S1A
Fig). For the chloroplast proteome seasonal variation assay, four biological replicates,
comprising forty leaves from the first until the fifth node, were assessed in all four seasons
from August/2019 to August/2020 (S1B Fig).
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2.2. Fluorescence measurement and chlorophyll relative quantification

Fluorescence analysis was performed using the fluorometer FluorPen FP 100
(Photon Systems Instruments) assessing the adaxial surface of leaves from different
regions of the 15 branches. The fluorescence values obtained directly from the device
were used to assess the potential quantum efficiency of photosystem Il (FV/FM). Relative
chlorophyll was quantified on CCM-200 equipment (Opti-Sciences), and the adaxial
surface of leaves from different regions of the 15 branches was examined. The CCl values
obtained directly from the device were used to assess relative chlorophyll quantification.
Statistical analysis was performed according to the ANOVA test (p < 0.05), and Tukey’s

test was used for comparison among different leaves.

2.3. Chloroplast proteome extraction

Six grams of leaves were collected, fine sliced, and transferred to tubes containing
20 mL of chloroplast isolation buffer (CIB, CP-ISO-Sigma Aldrich). The leaf tissue was
homogenized (Omni GLH Turrax) and filtered through a nylon membrane. The processed
material was centrifuged, and the chloroplasts were isolated in an 80%/40% (1:2 v/v)
Percoll density gradient. After washing, the chloroplast pellet was resuspended in a
protein extraction buffer (Thiourea 2M; CHAPS; Tris-HCI 1M, pH 8; Glycerol 50%; Triton
X-100; DTT 1M and Urea 8M) and the lysis of intact chloroplasts was carried out through
20 cycles of sonication. After centrifugation, the supernatant was precipitated in cold
acetone for 16 hours at -30 °C, and the protein pellet obtained was solubilized in Tris
buffer (125 mM Tris pH 6.8, 20% glycerol, 1% SDS, 0.1% DTT).

2.4. Total leaf proteome extraction

To assess the enrichment of the chloroplast subproteome in relation to the total
leaf proteome, intact leaves were frozen in -80°C and grinded in Tris extraction buffer (125
mM Tris, pH 6.8, 20% glycerol, 1% SDS, 0.1% DTT). Upon centrifugation at 4°C for 15

min, the supernatant was transferred to a clean tube and the proteins were precipitated in
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cold acetone for 16 hours at -30 °C. Finally, the proteins were solubilized in Tris buffer

before protein quantification assay.

2.5. Protein quantification assay and SDS-PAGE

Sample quantifications followed the Bradford method using a BSA curve as
reference. Aliquots of 50 ug of proteins were separated for 1 hour by denaturing
electrophoresis on a polyacrylamide gel containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE)
to obtain a single band. The electrophoretic system was composed of a stacking gel (5%)
and a separation gel (12.5%). The single protein band was excised from the gel and

subjected to in-gel digestion.

2.6. Mass spectrometry analysis

Proteins were in-gel digested using trypsin at 1:10 proportion (trypsin:protein) [36].
To clean up the peptide samples, extracts were filtered in an acetate cellulose membrane
(Spin-X, Corning) by centrifugation for 7 minutes. The flow-through was collected using a
clean tube, concentrated, and then desalted with ZipTip Pipette Tips (Millipore) according
to the manufacturer’s protocol. The amount of 1ug of extracted peptides was analyzed
through liquid chromatography coupled to a tandem mass spectrometer. Tryptic peptides
were resuspended in H20 containing 0.1% formic acid and separated in an EASY-
nLC1000 chromatographic system (Thermo Fisher Scientific) for 95 minutes using a C18
nano-column under a constant flow of 400 nL/min and increasing concentrations of
acetonitrile (7 to 30% over 70 min and then 70% in 25 min). The peptides were ionized
through electrospray (3.5 kV) and the mass spectrometer (Q-Exactive, Thermo Fisher
Scientific) was operated in data-dependent acquisition mode according to a top 20
acquisition method with dynamic exclusion time adjusted to five seconds. Full scans and
MS/MS scans were acquired with resolutions equal to 70,000 and 35,000 FWHM (full
width at half maximum), respectively. The MS/MS spectra were generated from HCD

fragmentation (high-energy collision dissociation) of the precursor peptide ions isolated
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under 35 eV collision energy. Mass spectrometric data are available via Proteome
Xchange under identifier PXD029004.

2.7. Protein identification

The peptides and protein inferences were identified through stringent searches of
experimental data against the protein database Eucalyptus grandis v.2.0
(http://www.phytozome.net/) on MaxQuant (v. 1.6.3.3) [37] based on dedicated search
parameters: 20 ppm tolerance for precursor ions, oxidation of methionines and
carbamidomethylation of cysteines — selected as dynamic and static modifications,
respectively. Maximum missed cleavages of 2 and false-discovery rate adjusted to 1%.
Relative abundance of the chloroplast proteins were quantified based on the label free-
based approach (LFQ intensity). Relative abundance of total leaf proteins was obtained
following the NSAF ("normalized spectral abundance factor”) approach [38]. Mass
spectrometry proteomics data are currently stored on the ProteomeXchange Consortium

via PRIDE partner repository under dataset identifier PXD029004.

2.8. Statistical analysis and functional annotation

Data processing and statistical analysis were carried out on the Perseus software
(v. 1.6.15.0) [39]. Firstly, all contaminants and reverse sequences were removed from
data analysis. Subsequently, label-free quantification data (LFQ) were transformed into
logz scale, and a protein was considered a true hit if identified in at least two out of three
replicates. Missing values imputation was carried out from the normal distribution curve
from each biological replicate. The means of ANOVA test and Tukey comparison test (p
<0.05) were used in the comparative analyses. Multivariate analyses were carried out with
differentially abundant proteins for both assays on the Perseus software. For PCA and
hierarchical clustering, data were z-score normalized. Hierarchical clustering was
performed using Euclidean distance and complete linkage.

Functional annotation of the differentially abundant proteins was carried out using
the Blast2GO platform (p< 0,05) [40]. The ten most representative level-four biological
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processes were considered in the functional characterization aiming to balance between
a comprehensive overview and detailed information on the targeted biological process.
Level four was chosen for including photosynthesis, an important process in the context
of leaves and chloroplasts.

2.9. Subcellular prediction

In silico analysis was performed using predictors of subcellular location and
chloroplast proteome repositories to assess and confirm the cellular location of the
identified proteins. For this purpose, a protein was considered plastidial if identified by at
least one of the subcellular prediction algorithms — ChloroP [41] and Predotar [42] — or by
presenting at least one homologous protein in any of the databases used — PPDB [43] or
AT-Chloro [44].

3. RESULTS AND DISCUSSION

Before performing any description or comparative proteome analysis, we decided
to verify the efficiency of the chloroplast enrichment strategy used herein. For this
purpose, we compared the abundance levels, in terms of NSAF and LFQ intensities, of a
well-known chloroplast proteoform Eucgr.C03525.1 (Ribulose-bisphosphate carboxylase
— RBCL) against five potential mitochondrial contaminants commonly found in chloroplast
extracts (Table 1). Quantitative analysis indicated that the chloroplast proteoform was
enriched upon the extraction process, whereas the mitochondrial proteoforms presented
a decrease in the abundance levels. These results indicated that our chloroplast extraction
and enrichment strategy was effective in reducing the cross-contaminants protein
abundance, as well as in the enrichment process of chloroplast-related proteins in the

target samples.
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Table 1. Enrichment analysis of chloroplast proteins in Eucalyptus grandis using a
comparative approach between total leaf protein extract and chloroplast protein extract.

NSAF¢ LFQ intensity®

Description? Loc® Leaf Chloro FD Leaf Chloro FD

Contaminants

Malate dehydrogenase (Eucgr.F01209.1) M 0.0036 0.0010 3.52 | 3.E+08 2.E+07 1539 !
Isocitrate dehydrogenase (Eucgr.A01135.1) M 0.0010 0.0005 227 |} 2E+08 1.E+07 1098 !
Citrate synthase (Eucgr.G03412.1) M 0.0004 0.0000 10.98 | 3.E+07 2.E+06 16.04 !
Fumarase (Eucgr.H01081.1) M  0.0001 0.0000 365 ' 7.E+06 4.E+05 20.04 !
Succinate dehydrogenase (Eucgr.F00243.1) M 0.0002 0.0002 102 | 2E+06 2.E+06 1.13 !
Positive control

Ribulose-bisphosphate carboxylase-large

(Eucgr.C03525.1) C 0.0155 0.0276 178 | 3E+09 3.E+09 1.19 |

Local: Localization, M: Mitochondria, C: Chloroplast, Leaf: Total leaf protein extract, Chloro:
Chloroplast protein extract, FD: Fold-Change.

2 Functional Annotation and protein identifier according to the E. grandis v 2.0 annotation

® Subcellular protein location

¢ Relative protein expression by the NSAF approach

4 Relative protein expression by the LFQ intensity approach

3.1. Photosynthetic proteins comprise most of the Eucalyptus grandis

chloroplast proteome

Aiming to illustrate a general overview of the chloroplast proteome isolated from
Eucalyptus grandis leaves, we compiled the identification datasets from both leaf
development and seasonal experiments. The combined analysis resulted in a stringent,
non-redundant dataset of 431 chloroplast proteins (S2 Table). Gene ontology analysis
indicated that most of the isolated proteins were involved in the “organonitrogen
compound metabolic process”, “organic substance biosynthetic process”, and
“macromolecule metabolic process” (Fig 1A). Although these biological processes were
the most prominent in terms of protein identifications, an MS1-based quantitative analysis
indicated that the “photosynthesis process” represented 11% of the isolated chloroplast
proteomes (Fig 1B). The fraction of “photosynthetic process” related to proteins becomes
even more pronounced within the isolated proteome upon the analysis of the most

abundant proteins identified in the entire experiment (Fig 1C). The RuBisCO small chain
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(Eucgr.J01502.2.p) was the most abundant protein identified herein, showing
approximately 4000 MS/MS counts. The proteins involved in the photosystem Il structure
were also highly abundant: two extrinsic proteins (PsbO-2 — Eucgr.101025.1.p and PsbQ-
2 — Eucgr.D00854.1.p) that form the oxygen-evolving complex (OEC) and a light-
harvesting complex protein from the PSII (Eucgr.F04099.1.p) corresponding to 1500 to
3000 MS/MS counts (Fig 1C).

Regarding the suborganellar localization of the 431 chloroplast proteins, 137
proteins were present in the stroma compartment, whilst 135 were thylakoidal proteins. A
total of 87 proteins were predicted in silico to be located in the chloroplast outer
membrane, and 13 identifications were found to be part of the chloroplast inner
membrane. Finally, 52 proteins were located in the chloroplast lumen and 7 proteins
herein identified had been previously reported as part of the plastoglobule structure (Fig
1D).

Organic substance biosynthetic
A B Generation of precursor Oce Organomlrogen compound metabolic

Organic substance biosynthetic process |1 metaboites and ene,gy process
Generation of precursor metabolites and energy
Organic cyclic compound metabolic process |EEEEEG—S_—G—_—————
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® Cellular component organization Cellular nitrogen
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3 Nucleobase-containing compound metabolic .. process
o Protein metabolic process | ——— Macromolecule metabolic
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Fig 1. The Eucalyptus grandis chloroplast proteome. Classification analysis, in terms
of the number of identified proteins (A) and terms of the percentage of identified proteins
(B), upon categorization using the “biological process” ontology; protein expression
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analysis of the Gene Ontology terms (C) and number of protein identifications per
chloroplast sub-cellular compartment (D).

3.2.  Chloroplast proteome reflects the physiological status in developing

leaves

Based on the varying FV/FM ratios and the differences observed from the relative
chlorophyll quantitation analysis (S2 Fig), we isolated the chloroplast proteome from
young, middle, and mature leaves. Quantitative data from the isolated proteins were used
to demonstrate the changes within this subcellular structure throughout the leaf
development process. Pairwise analysis indicated that 61 proteins were considered to be
differentially abundant over the development process, with the young chloroplast
proteome as the most dissimilar of the three different regions (Fig 2A). Such result is in
accordance with physiological evidence highlighted in S1 Fig, as the young leaf tissue
presented the most significant variations concerning middle and mature regions. A study
on sugarcane leaves have also demonstrated that physiological parameters, such as
chlorophyll content, nitrogen content, and RubisCO activity, were greater and more
consistent between mature and transition tissues than in young regions [45].

Clustering analysis allowed to classify the differentially abundant proteins (DAP) in
three distinctive groups: upregulated — 17 proteins with higher abundance over leaf
development, downregulated — a set of 29 proteins with lower abundance along the
studied process, and an undefined group, comprising 15 proteins with an unclear

abundance pattern (Fig 2B).
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Fig 2. Multivariate analyses of the 61 differentially abundant chloroplast proteins
isolated from young, middle, and mature Eucalyptus grandis leaves. Principal
component analysis (A), clustering expression analysis (B) and functional categorization
of the differentially-regulated chloroplast proteins between young (downregulated) and
mature (upregulated) (C). The z-score indicates the distance of the data compared to the
mean value.

Proteins with higher abundance throughput leaf development comprised those
involved in the antioxidant metabolism (APX4, CAT2, tAPX, and SODFe2), stress
responses/protection against lipid peroxidation (IDH-V, MPC1, and CHL), and
photosynthesis (PSBQ-2, PSBO-2, GAPB, and FTRA2). Additionally, proteins involved in
post-transcriptional modifications (CBR), regulation of PSII (TLP), amino acid metabolism

(PYD2), photorespiration (GCT), carboxylation, and CO: diffusion (CA1) and plastoglobuli
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development (FIB4) were also found to be upregulated. Conversely, ribosomal proteins
(RPL13, PRPL1, RBD1, RBD2, and RPS1), proteins related to different biosynthetic
processes (CRD1, PORA, THI1, PLP and IPP2, GSAl, LPD1, and FKB), folding,
modification and transport (TPR, HSC70-2 and CLPC1, CURT1C, ENR1, LTP1, and
LTP2), antioxidants and detoxification (TPX, AOR 1 and AOR2) and also photosynthesis
proteins (RCA, RBCS1, RBCS2, and PSBS) were observed to lower abundance during
leaf development. Proteins with unclear abundance pattern or those presenting a transient
increase or decrease in the abundance levels were found to be involved in the
photosynthetic process and electron transport chain (LHB1, PSAF, and THOL), in addition
to folding, modification, and transport (HSP70, HSP21, ENR2, OEP24A, and RABE1B)
and biosynthetic processes (NDPK1, MEE32, and PSAT). Proteins responsible for
peptide degradation/repair of photosynthetic machinery (PREP2 and FtsH),
oxidoreductase, and protease (CHLP and ASP) were also clustered within such
heterogeneous group (S3 Table).

Aiming to highlight changes in the chloroplast metabolic processes along leaf
development, up and downregulated proteins were cross-referenced to corresponding
gene ontology terms. Functional categories revealed differences between the chloroplast
protein groups (Fig 2C). Leaf development induced “cellular catabolic processes” in
Eucalyptus grandis chloroplasts for being the most representative category within the
upregulated group. Responses to stress, mainly to oxidative stress and cellular
detoxification, were the most abundant functional category in upregulated throughout leaf
development, based on the maturity of the photosynthetic apparatus and the higher
photosynthesis rates in young leaves. In non-stressing conditions, mature leaves are
expected to maintain cellular homeostasis with a dynamic balance between the light
energy absorbed and energy consumption [46]. In mature leaves, generation of reactive
oxygen species and changes in the redox state in the photosynthetic electron transport
chain are important indicators of operational retrograde signals. The function of
operational retrograde signaling differs from biogenic signaling as it focuses on the
adjustments and cellular homeostasis of the chloroplast in response to different

perturbations and developmental cues [47].
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Conversely, the most representative functional class identified in the chloroplast
downregulated protein group (i.e., abundant in young leaves) were involved with cellular
and organic biosynthetic processes, being the most representative in the “organic
substance biosynthetic process” and the “nitrogen compound metabolic process”. These
results are under the developmental stage of the young leaves used here. As plastids are
intimately related to developmental and environmental signals, chloroplasts from young
leaves were expected to reflect the biogenesis processes, which involves large-scale
gene transcription followed by synthesis, importing, and assemblies of biogenesis
proteins, such as those involved in plastid translation apparatus and enzymes in the
synthesis of isoprenoids and tetrapyrroles [48]. In turn, in mature leaves, redox-related
proteins comprised most of the differentially regulated proteins; the only category
suggested by gene ontology analysis in young leaves for “cell redox homeostasis”
comprised only 3% of all downregulated proteins. A study on the developmental dynamics
of maize leaves also found upregulated genes that encode enzymes involved in diverse
biosynthetic processes in young leaves. Similarly, in mature leaves, the upregulated
genes predominant encoded Calvin cycle, redox regulation, and the light reactions of
photosynthesis [48].

For better insights into the changing patterns of the up and downregulated proteins,
we classified the chloroplast proteins into three expression trends, as shown in Fig 3. The
early responsive proteins comprised the subset with a drastic change in the abundance
level in middle leaf tissues, remaining at similar levels in both mature and young leaves.
Conversely, late responsive proteins showed a drastic abundance change only in the
contrasting leaf tissue (young or mature leaves). We considered as almost linear
responsive the proteins without drastic changes throughout the leaf development process,
but with a significant change between mature and young tissues.

Early upregulated proteins (i.e., early increased abundance along leaf
development) were identified as follows: Mitochondrial pyruvate carrier (MPC1), Isocitrate
dehydrogenase V (IDH-V), Ferredoxin/thioredoxin reductase subunit A2 (FTRAZ2),
Pyrimidine 2 (PYD2), Carbonic anhydrase 1 (CA1), and Glycine cleavage T-protein family

(GCT). The most pronounced increase occurred in the Pyrimidine 2 (PYD2) protein from
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young to middle tissues. This protein acts in beta-alanine biosynthesis and nitrogen
recycling from pyrimidines to general nitrogen metabolism [49]. Late upregulated proteins
(i.e., late increased abundance along leaf development) were identified as follows:
Photosystem Il subunit Q-2, Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B subunit, and
Chloroplast lipocalin (PSBQ-2, GAPB, CHL). The chloroplast lipocalin (CHL) presented
the most pronounced increase in abundance. This protein acts in the protection of
thylakoidal membrane lipids against reactive oxygen species, especially singlet oxygen,
induced by high light and drought stresses occurring mainly at early stress stages in
Arabidopsis [50]. It has also been reported that stress conditions cause the CHL to protect
the thylakoid membrane by facilitating a sustained non-photochemical quenching (NPQ)
in the LHCII in Arabidopsis [51]. A nearly increasing linear responsive pattern throughout
leaf development was found in the following chloroplast proteins: Ascorbate peroxidase 4
(APX4), Catalase 2 (CAT2), Thylakoidal ascorbate peroxidase (tAPX), Fe superoxide
dismutase 2 (SODFe2), Thylakoid lumen 18.3 kDa protein (TLP), Photosystem |l subunit
0-2 (PSBO-2), Chloroplast RNA binding (CBR) and Plastid-lipid associated protein
PAP/fibrillin (FIB4).

Early downregulated proteins (i.e. early decreased abundance along leaf
development) was the largest trend group according to our categorization (16 proteins)
comprising proteins involved in the biosynthesis of fatty acids, isoprenoids, and amino
acids (LPD1, IPP2, and PLP), chloroplast RNA binding proteins (RBD1, RBD2, and DAG),
ribosomal proteins acting in the biosynthesis of thylakoid membrane and thylakoid
curvature (RPS1 and CURTL1C), transport, modification and import into the chloroplast
(LTP2, TPR, and CLPC1), proteins associated with detoxification (TPX1, AOR1, and
AOR2), binding cofactors (ENR1), and sucrose metabolism (ALD). A nearly linear
downregulated responsive trend appeared in 10 protein sequences showed that act in
carbon fixation RubisCO (RCA, RBCS1, and RBCS2), chlorophyll biosynthesis (CRD1,
PORA, GSA1), transport and folding (LTP1 and HSC70-2), and structural ribosomal
proteins (RPL13 and RPL1). In turn, only two proteins showed a late downregulated
pattern, pfkB-like carbohydrate kinase family protein and Thiazole biosynthetic enzyme,
chloroplast (FKB and THI1).
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Fig 3. Expression trends of the differentially regulated chloroplast proteins.
Upregulated proteins increased abundance throughout leaf development, while
downregulated proteins decreased abundance during leaf development.

In conclusion, while investigating the chloroplast proteome changes over leaf
development, we found significant alterations in the target proteome regarding the
maturation process. Out of the 431 proteins isolated from the chloroplast material, 61
showed significant changes in the abundance throughout leaf development. There was
no clear bias towards a unigue change in the proteome composition; instead, we found
distinct patterns of protein accumulation. In addition to pinpointing proteins with
pronounced changes ranging the studied phenomenon, through a quantitative proteomics
approach, we also specified the most particular biological and metabolic processes
involving leaf development. However, as the proteome of any living entity is constantly
changing, we also decided to investigate the undisturbed (i.e., without inducing

anthropogenic alterations due to external stimulus) sub-cellular proteome dynamics by



39

analyzing the seasonal changes occurring in the chloroplast proteome of Eucalyptus
grandis plants cultivated at the State of Sao Paulo Forest Nursery between September
2019 and August 2020.

3.3. Transition seasons induce the most pronounced chloroplast

proteome changes

Meteorological data revealed only small changes in the mean and maximum
temperatures recorded throughout the study period, with the minimum diurnal temperature
ranges observed during the summer season. Precipitation analysis revealed extremely
dry fall and winter seasons and mean monthly rainfall of almost 10 mm over the summer
(Fig 4A). Multivariate analysis of the E. grandis chloroplast proteomes suggested that both
the fall and the spring-related samples presented the most dissimilar profiles of the studied
seasons (Fig 4B). This is likely to be related to the phenological transitions commonly
occurring in the species during such periods. In Populus species, phenology is largely
related to seasonal changes in growth and development, such as bud flush in spring
followed by vegetative growth in summer. In turn, during the fall, the trees presented
growth cessation and bud formation, followed by leaf senescence and abscission, in
addition to cold acclimation for the winter [32]. Our comparative proteome analysis
revealed that 41 proteins were differentially regulated across the seasons of the year in
E. grandis (S4 Table).



40

. ~ . _‘\I

O Spring Summer O Autumn O Winter

//'

Autumn

Temperature (°C)
Precipitation (mm)

Component2 (19.2%)

Spring
Wlnter
e» G S O S H P :
‘? » é—} )'a(h Qo \g&@ ‘RO’ ‘!{3‘@3\)@{" 5&““ ?_0@ \

m— laximum Minimum —s—Precpitation = Mean

Component1 (33.8%)

Fig 4. Meteorological data recorded at the Sao Paulo State University Forest
Nursery during Eucalyptus grandis cultivation. Changes in temperature and rainfall
rates between August 2019 and September 2020 (A) and multivariate analysis of the
chloroplast proteome samples collected in the summer, fall, winter, and spring (B).

Hierarchical clustering analysis of DAP proteins suggests 5 different clusters
according to their abundance patterns (Fig 5A). As the transition seasons (fall and spring)
presented the most dissimilar profiles, it is worth highlighting the clusters that showed the
most expressive differences in these specific periods.

Cluster 1 comprises 10 identifications with the lowest abundance values in the
spring season. Proteins are related to light-harvesting complex, carbonyl detoxification,
folding and modifications, carbohydrate biosynthesis, hydrolases, amino acid precursors,
and ATP carriers. Conversely, Cluster 5 is composed of 6 proteins that showed higher
abundance in the spring. Most of these identifications are associated with RuBisCO
regulation to enhance photosynthetic capacity. Other identifications are responsible for
lipid transport, protein modification, and translation (Fig 5B).

Other studies have revealed that quantum efficiency seasonal pattern has minimal
values in the spring, increasing over the summer, reaching maximal values in the fall, and
finally decreasing in the winter [33,34]. Such scenario is demonstrated in Cluster 1, with
proteins LHB1 and LHCBA4, which participate in the first steps of photosynthesis and are
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very efficient in capturing light energy and transforming light into chemical energy [52].
Photosynthetic capacity in plants has also been reported to fluctuate with increased levels
throughout leaf development, reaching its peak in the spring or early summer, and
remaining stable or gradually declining over the summer [53-55]. Such pattern appears in
Cluster 5, with RuBisCO-related proteins (RCA, RBCS1, and RBCS2). Leaf fluorescence
and photosynthesis are expected to increase over the spring, especially in chlorophyll
content. In the fall, these parameters are reduced when associated with leaf physiological
properties such as leaf aging and senescence [56].

Cluster 4 presented the highest abundance for the fall season (Fig 5B), with 7
identifications associated with the following processes: PSIl regulation, chlorophyll
biosynthesis, translation, phospholipid transport; in addition to two histones that play an
important role in regulating transcription and DNA repair and replication.

As previously described, trees undergo growth cessation and establish dormancy
before the onset of winter over a transition season. Low temperatures were found to
facilitate photoinhibition but not necessarily to cause it [57]; in addition, downregulation of
Calvin-Benson cycle activity and gas exchange precedes the reorganization of
photosynthetic apparatus in thylakoid membrane during the fall [58]. All these events are
partially related to PSIlI regulation and corroborate our analysis, where we found an
upregulated protein related to the regulation of PSIlI in Cluster 4. Furthermore, a plant
epigenome is very responsive to changes in the environment, and variations in epigenetic
silencing mechanisms are among the key factors that assist plants to adapt to different
climate conditions [59]. DNA methylation and histone modifications associated with
chromatin remodeling were reported to be the major changes occurring throughout
dormancy season transitions [60]. The up-regulation of two histones in the fall occurring
in Cluster 4 could be associated with these epigenetics events.
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Aiming to investigate which chloroplast proteins had the most pronounced
synthesis in each season, we carried out a fold-change analysis, as shown in Fig 6. The
red boxes indicate proteins with significant change equal or higher than 2-folds, blue
boxes show significant change equal or higher than 5-folds, and white boxes point to
proteins with change lower than 2-folds.

The most significant abundance increase had in both wet seasons (spring and
summer) occurred in the RBCS1 protein. This is one of the small subunits of the RuBisCO
enzyme, whose down-regulation has been observed in Cistus albidus [61] in drought
periods, such as fall and winter. In Lolium perenne, the RbcS transcripts reached the
highest levels over the spring, gradually decreasing between the summer and winter [62].
Similarly, all photosynthetic parameters measured in Quercus coccinea Muench (scarlet
oak) showed a peak in the late summer, followed by a sharp decline in the fall [63].
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ID| Accession |Description Humid seasons | Dry seasons
Spring |Summer| Autumn | Winter

1 | Eucgr ADOT746.1 LTP1

2 |Eucgr KD3160.1| HTA12

3 | Eucgr.AD2448 1 ENR1

4 |Eucgr H044332| G-H2AX

5 |Eucgr.B02310.1 RCA

6 |Eucgr.B03013.1| RBCS1

7 | Eucgr.C01875.1 ENR2

8 |Eucgr.C027202| ASP5 [] <2-fold up-regulated

9 | Eucgr.D00322.1 LHB1

10| Eucgr D00B09.2|  RPS5 Il 2-fold up-regulated

11 |Eucgr.D02023.1 SCO1 . >5 fold up-regulated

12 |Eucgr D02467 1 TKL

13 |Eucgr E02606.1 PETA

14 | Eucgr F01098.1 PORA

15 |Eucgr.G03060.1| LHCB4.3

16 |Eucgr.G03205.2| MPH1

17 |Eucgr.G03388.1 AAC2

18 |Eucgr H00243.3| CLPD

19 |Eucgr HO1473.3 RRF

20 |Eucgr H02991 1 APTF

21|Eucgr HO4427 1| MEE32

22 |Eucgr HO46731| GAPC2

23| Eucgrl00441.1 | PRPL29

24| Eucgrl00922 1 ZEP

25| Eucgrl01374.1 TP

26| Eucgrl01643.1 RPL27

27 | Eucgrl01808.1 ACR

28| Eucgrl02771.1 | HSC70-2

29| Eucgr JO00251| HSCT0

30| Eucgr J008651| HCF136

31| Eucar.J02666.1 RPL14

32| Eucgr.J02738.1 ATPB

33| Eucgr.KD0402.3 TPR

34| Eucgr KDO732.1| PDIL2-2

35| Eucgr.K01105.1 AHRI

36| Eucgr KD1283 1 LTP2

37 | Eucgr KD1490.1 ENR3

38| Eucgr.KD1713.1 SFGH

39| Eucgr KD22231| RBCS2

40 | Eucgr K02765.1 HAD

41| Eucgr LO2773 1 GCT

Fig 6. Most differentially abundant chloroplast proteins isolated from Eucalyptus
grandis leaves in studies seasons. Red boxes indicate proteins with significant change
higher than 2-folds. Blue boxes indicate a significant change higher than 5-folds. White
boxes indicate proteins with change lower than 2-folds.
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In contrast, the most abundant proteins in both dry seasons (fall and winter) were
MPH1, PORA, MEE32, TPI and AOR. MPH1 (proline-rich family protein) is a PSII-
associated proline-rich protein that participates in the maintenance of normal PSII activity
and protection of PSII from photooxidative damage under excessive light conditions [64].
The PORA protein (Protochlorophyllide oxidoreductase A) catalyzes the reduction of
protochlorophyllide to chlorophyllide, subsequently producing chlorophyll a and b [65,66].
In addition to its role in chlorophyll biosynthesis, PORA can also exert a photoprotective
action in the transition from dark to light [67], whereas the Triose phosphate isomerase
enzyme (TPI) interconverts glyceraldehyde 3-phosphate (G3P) in the Calvin cycle placed
in chloroplasts. Up-regulation of TPI in the winter has been reported in experiments
performed on tubers and Eucalyptus grandis bark [68,69].

The bifunctional enzyme MEE32 (dehydroquinate dehydratase, putative/shikimate
dehydrogenase) is responsible for steps three and four of the shikimate pathways,
catalyzing the dehydration of dehydroquinate to dehydroshikimate and the reversible
reduction of dehydroshikimate to shikimate, respectively. Transgenic lines of tobacco with
suppressed MEE32 gene displayed severe growth retardation and reduced content of
aromatic amino acids and downstream products such as lignin and chlorogenic acid [70].
In Eucalyptus camaldulensis, it confers aluminum tolerance [71]. AOR protein
(Oxidoreductase, zinc-binding dehydrogenase family protein) detoxify a, B-unsaturated
carbonyls by reducing a highly electrophilic a, f-unsaturated bond using NAD(P)H [72,73].
It favors the detoxifying of stromal lipid peroxide-derived reactive carbonyls (RCSs)
produced under oxidative stress in chloroplasts [73], in addition to protecting dark
respiration and supporting plant growth during the night [74].

In conclusion, our findings suggest that transition seasons (spring and fall) induce
the most pronounced chloroplast proteome changes over the year. Out of the 431 proteins
isolated in the chloroplast proteome, 41 showed significant abundance changes in
different seasons. We also found distinct patterns of protein abundance among the
seasons and were able to pinpoint the most abundant proteins in both the dry and wet

periods of the year.
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3.4. Theimportance of studying chloroplasts metabolic changes

Chloroplast biogenesis starts with proplastids that are exposed to light and then
transformed into mature chloroplasts, which differentiate from gerontoplasts during
senescence. Leaf senescence can be triggered by both external and internal factors.
Internal factors include age, reproductive growth, redox metabolism, and hormone levels
[75-77]. Leaf premature senescence can cause productivity losses due to lower
assimilatory capacity [78]. Investigating the complex molecular network behind the
developmental processes is essential for understanding the continual transition of
functional and regulatory metabolic pathways occurring multiple times throughout the
perennials plants lifespan. It is also quite relevant for agriculture because [79-80] it may
open new possibilities to increase crop yield and establish strategies to maximize biomass
production.

An inter-organellar transcriptomic analysis of leaf senescence in Arabidopsis
indicated that the chloroplast transcriptome exhibited the most pronounced changes
throughout the plant lifespan [81]. These findings indicate that plastid compartment could
be an important target to plant breeding programs that intend to delay leaf senescence
and maximize biomass production. Regarding chloroplast metabolism, a large number of
differentially expressed transcripts were identified in mature to senescence stages, and
the biological processes associated with biogenesis at the growth to maturation stage
showed higher expression, suggesting robust transcriptional coordination during early leaf
development and more dynamic biochemical transitions during the senescence process
[81]. At the protein level, we also observed higher abundance in biogenesis processes in
young leaf tissue; in contrast, we detected a larger number of differential abundance
proteins for the young stage rather than in mature tissues. This indicates that protein-level
dynamics diverges from transcriptome dynamics. The plants also presented a strong
translational coordination during early leaf development, and such biochemical networks
seem more active during early stages.

Plants are sessile organisms and need to develop survival strategies due to

changing environmental conditions. Perennial plants have been described to be strongly
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affected by seasonally varying availability of nutrients, water, light, and temperatures
[30,31]. Seasonal climate variations can drive plant growth and development, favoring a
metabolic adaptation of the life cycle with changes in the environment [29].

Our findings suggest that transition seasons (spring and fall) induce the most
pronounced chloroplast proteome changes over the year in Eucalyptus grandis cultivated
in tropical climate. For the fall, we found higher abundance of proteins related to epigenetic
events that are very sensitive to external environment changes. Such epigenetic
mechanisms are among the factors that help plants adapt to different environmental
climates [59]. The combination of seasonal proteomics and epigenomics studies in natural
environments can be important to reveal seasonal dynamics regulation at each level on
plant responses plasticity.

Moreover, agrometeorological data revealed extremely dry autumn and winter
seasons and mean monthly rainfall of almost 10 mm over the summer. Photosynthetic
organisms have established several strategies to cope with dry environments, including
short life cycle, enhanced water uptake and reduced water loss, osmotic adjustment, and
antioxidant capacity [82]. Eucalyptus species have been reported to have developed a
strategy involving lower photosynthetic activity during dry periods associated with
resource reallocation through major changes in the gene expression of primary
metabolism [83]. Identifying these metabolic changes allows to further investigate and

understand the mechanisms behind plants adaptation and assist tree breeding programs.

4. CONCLUSIONS

Investigation of Eucalyptus grandis chloroplast proteome provided a
comprehensive resource for understanding different processes underlying age-dependent
and seasonal variation in an organellar level. Our chloroplast extraction and enrichment
strategies were effective at reducing cross-contaminants abundance and allowed a deep
investigation of the changes occurring in the chloroplast proteome throughout leaf
development and the seasons of the year. Distinct patterns of protein accumulation were

detected in both assays. The Eucalyptus grandis chloroplast proteome seems to increase
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metabolisms related to catabolic and redox processes as leaves age, while the
accumulation of proteins involved in biosynthetic processes are downregulated. Most
pronounced proteome changes occurred in the transition seasons of the year with a clear
proteome bias towards photosynthesis over the wet seasons.

A deeper understanding on age-associated biological networks is important for
developing strategies to maximize the biomass production. Furthermore, analyzing
seasonal dynamics unravels the molecular mechanisms underlying metabolism plasticity

and plant adaptation in spatiotemporal networks.
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S1 Fig. Eucalyptus grandis sampling. Leaf developmental assay, branches were
divided into 3 different regions (young, middle, and mature), according to the fluorescence
data (FV/FM) and chlorophyll relative quantification (CCIl) (A). Proteome seasonal
variation assay, forty leaves were collected from the first until the fifth node in all four
seasons (Spring, Summer, Fall and Winter) (B).
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S2 Fig. Eucalyptus grandis leaf responses. Chlorophyll relative quantification (CCI) (A)
and Quantum efficiency of photosystem Il (FV/FM) (B). Leaves were isolated from young,
middle, and mature regions as described in the Material and Methods section. Different
letters indicate significant differences according to Tukey’s test (p <0.05).
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S1 Table. Meteorological data recorded at the Sao Paulo State University Forest
Nursery during Eucalyptus grandis cultivation.

S2 Table. Eucalyptus grandis non-redundant protein dataset.

S3 Table. Expression profile of the differentially regulated proteins identified in the
Eucalyptus grandis chloroplasts during leaf development. Proteins were classified
according to their abundance profile: “upregulated” - proteins with the highest abundance
in mature leaves; “downregulated” — proteins with the lowest abundance in young leaves;
"undefined" — proteins with undefined profile pattern.

S4 Table. Differentially abundant proteins according to the Tukey’s test (p <0.05) in
Eucalyptus grandis chloroplasts isolated in different seasons of the year classified
per protein expression pattern.
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CAPITULO 3 — Analise de fluxos metabélicos por proteémica quantitativa em

espécies de Eucalyptus cultivadas em atmosfera enriquecida com CO2

1. INTRODUGAO

A concentracdo atmosférica de CO2 vem aumentando drasticamente desde a
revolucao industrial, e no ano de 2022, o observatério de Mauna Loa registrou a marca
historica de 419 ppm (NOAA, 2022), desafiando as florestas a crescerem e sobreviverem
em ambientes cada vez mais adversos (MENEZES-SILVA et al.,, 2019). Os novos
cenarios climaticos propostos pelo IPCC indicam uma elevagéo na concentracdo de CO2
de 700 a 1000 ppm para o ano de 2100, dependendo da politica de mitigacdo adotada
(IPCC, 2022). Espera-se que as florestas mitiguem parcialmente os efeitos dessa
mudanca (IPCC, 2018), pois aproximadamente 30% do CO2 emitido pelo ser humano
pode ser absorvido pela fotossintese dos organismos vegetais (PUGH et al., 2019). Por
isso é essencial entender a capacidade das florestas de sequestrar carbono e sobreviver
nesses novos cenarios de mudancas climaticas (ANDEREGG et al., 2020; CERNUSAK
et al., 2019).

Este contexto pode ser benéfico para a maioria das espécies vegetais,
especialmente para aquelas que empregam a via fotossintética C3, como o eucalipto,
gue sdo capazes de acumular e estocar esqueletos de carbono em sua biomassa.
Diversos trabalhos ja mostraram que altas concentracbes de CO2 aumentam a
fotossintese e 0 acumulo de biomassa de arvores e florestas (RODEN; BALL, 1996;
DELUCIA etal., 1999; NORBY et al., 2005), porém esse aumento depende das condicdes
do local, da idade das plantas e das espécies analisadas (ELLSWORTH et al., 2017;
WANG et al., 2012).

Nos ultimos anos, diversos estudos foram publicados a respeito do efeito da alta
concentracdo de CO2 no metabolismo das plantas (ABDELGAWAD et al., 2014;
WATSON-LAZOWSKI et al.,, 2016). Ja foi observado que as principais enzimas
envolvidas no metabolismo da sacarose aumentaram significativamente sua abundancia

em condicdes de elevado CO2, sugerindo uma alteracdo no metabolismo deste
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carboidrato (GESCH et al., 2002; AOKI et al., 2003). O mesmo ocorreu com genes
envolvidos no ciclo celular e parede celular que funcionam na tolerancia ao estresse
(AINSWORTH et al., 2006; WEI et al., 2013). Além disso, varios genes associados aos
fotossistemas | e Il aumentaram sua abundancia quando as plantas foram expostas a
ambientes com alta concentracdo de CO2, 0 que pode estar correlacionado com o
aumento da taxa de fotossintese nesses organismos (GAMAGE et al., 2018).

O diéxido de carbono é assimilado no ciclo de Calvin-Benson (CB). Devido ao
papel central no metabolismo energético da planta, genes relacionados ao CB tém sido
atualmente selecionados como alvos de programas de engenharia genética com o
objetivo de aumentar a produtividade e desenvolver cultivares melhorados geneticamente
a esse novo cenario (DRIEVER et al., 2017; FOYER et al., 2017; NUCCIO et al., 2017,
SIMKIN et al., 2017). No entanto, um aumento no ciclo CB n&o leva necessariamente a
um aumento no crescimento da planta, pois isso pode ser dificultado por varios fatores
limitantes que afetam sistematicamente o seu desempenho.

Conhecer o crescimento das plantas nesse novo cenario, bem como, identificar os
seus gargalos metabdlicos podem contribuir para melhor compreensdo das mudancas
no comportamento celular e bioquimico das espécies vegetais, permitindo a incorporacéo
dos resultados em programas de melhoramento genético para obtencdo de cultivares
adaptados a essa nova realidade ambiental. Sendo assim, o objetivo do trabalho foi
avaliar o crescimento das plantas através de analises fenotipicas e realizar uma analise
exploratéria de fluxos metabdlicos no proteoma foliar de espécies de Eucalyptus
cultivadas em condi¢des controladas de COa.

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Identificar diferencas no metabolismo de carbono, por meio de uma abordagem
protedmica exploratéria, de diferentes espécies de Eucalyptus cultivadas em alta

concentracéo de COs..
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2.2. Especificos

- Investigar o comportamento de diferentes espécies de Eucalyptus mediante a
alta concentracdo de CO: utilizando parédmetros fenotipicos e determinar qual
concentracdo induz a maior resposta diferencial nessas espécies;

- Analisar a variacdo na abundancia das enzimas do ciclo de Calvin-Benson em
plantas de Eucalyptus cultivadas em elevada concentracéo de COz utilizando abordagens
protedmicas dependente de dados (DDA) e independente de dados (DIA);

- Identificar variagbes em fluxos metabdlicos relacionados ao metabolismo do

carbono entre as espécies de Eucalyptus aqui estudadas.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Analises Fenotipicas

3.1.1. Cultivo material vegetal e tratamentos de CO2

Plantas jovens com 3 meses de idade das espécies Eucalyptus camaldulensis,
Eucalyptus citriodora, Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita, Eucalyptus saligna e
Eucalyptus urophylla foram cultivadas em vasos de 10 L contendo substrato florestal por
90 dias. As mudas foram regadas todos os dias e 0 manejo das plantas realizado de
acordo com observacdes regulares do crescimento e da saude das plantas. Em seguida,
as plantas foram transferidas para as camaras de crescimento durante 30 dias, com as
seguintes condicGes: 12 h de fotoperiodo, 40% de umidade, 300 pmol.m2.s? de
intensidade de luz e 28 °C de temperatura. Os tratamentos com diéxido de carbono foram
ajustados de acordo com os cenarios do IPCC: 420 ppm (controle), 550 ppm e 680 ppm
(tratamentos). Foram utilizadas 10 repeticdes biologicas por espécie sendo cada

repeticéo constituida por 1 planta.
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3.1.2. indice de Crescimento Caulinar

Foi utilizado um paquimetro digital para medir o diametro do caule e uma régua
para mensurar a altura apos o tratamento com COz. Posteriormente, esses dados foram
multiplicados para gerar um parametro de crescimento caulinar, intitulado de “indice de

crescimento caulinar”, o qual foi utilizado nas comparacgdes intra e interespecificas.

3.1.3. Area Foliar

As folhas foram coletadas e sua area foi medida a partir de um registro fotografico
em esteira do tipo LI-3100C AREA METER.

3.1.4. Abertura Estomatica

Foram produzidas laminas de impressdo da face abaxial das folhas de cada
planta, em seguida foi feito o registro fotografico de cinco estématos por folha, totalizando
50 estdmatos por espécie e tratamento em microscépio Leica DM 1000 LED. Foram
medidas a largura e o comprimento de cada estdbmato por meio do programa Image J e

sua razao foi calculada.

3.1.5. Analise Estatistica

Apods processamento dos dados, foi verificada a normalidade dos residuos e a
homocedasticidade das variancias para determinar se os dados teriam distribuicdo
normal. Para os parametros indice crescimento caulinar e area foliar foi realizado um
ANOVA e teste de separacdo de médias de Tukey (p<0,05), ja para abertura estomatica
foi realizado o teste de Kruskal-Wallis (p<0,05) para determinar diferengas estatisticas
entre os tratamentos de CO2 em cada espécie. Foi realizada uma analise de PCA para
verificar a distribuicdo dos dados entre os tratamentos. Os dados foram analisados
utilizando o programa estatistico R (RSTUDIO, 2015).
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3.2. Analise do Proteoma - Data-dependent acquisition (DDA)

3.2.1. Material vegetal e tratamentos com CO:

Plantas jovens com 3 meses de idade das espécies Eucalyptus grandis,
Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla (selecionadas dentre as 6 espécies de eucalipto
da analise fenotipica) foram cultivadas em vasos de 10 L contendo substrato florestal em
casa de vegetacdo por 90 dias. As mudas foram regadas todos os dias e 0 manejo das
plantas realizado de acordo com observacdes regulares do crescimento e da saude das
plantas. Em seguida, as plantas foram transferidas para as camaras de crescimento
durante 30 dias, com as seguintes condicdes: 12 h de fotoperiodo, 40% de umidade, 300
umol.m?.s1 de intensidade de luz e 28°C de temperatura. Os tratamentos com diéxido de
carbono foram ajustados de acordo com os cenarios do IPCC: 420 ppm (controle) e 680
ppm (tratamento). Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas por espécie, sendo cada

repeticdo constituida por 4 plantas.

3.2.2. Extracao de proteinas foliares totais

Uma aliquota de 1 g de folhas foi coletada, congelada em nitrogénio liquido e
macerada. Foi adicionado tampao de extracdo (500 mM Tris, 50 mM EDTA, 700 mM
sacarose, 100 mM KCI, pH 8,0, 1% beta-mercaptoetanol) e as amostras ficaram agitando
por 10 min no gelo. Em seguida, foi adicionado fenol equilibrado e os extratos foram
acondicionadas por mais 10 min em temperatura ambiente. Os restos de tecidos vegetais
foram removidos por centrifugacdo a 4100 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo e foi adicionado um volume de 4x de solugao precipitante
(0,1 M acetato de ambnio em metanol) para precipitacdo das proteinas. Finalmente, as
proteinas foram solubilizadas em um pequeno volume do tampao Tris (125 mM de Tris,
pH 6,8, 20% de glicerol, 1% de SDS, 0,1% de DTT). A quantificacdo dos extratos
protéicos foi realizada no equipamento Qubit (Thermo Fisher Scientific), usando a

proteina BSA para obtencado da reta de calibracao.
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3.2.3. Analise por espectrometria de massas

As proteinas foram digeridas em solucdo. Para isso, aliquotas de 50 ug foram
precipitadas, ressuspendidas em 25 mM de bicarbonato de amoénio e aquecidas a 70 °C
por 10 min. Para a etapa de reducéo, foi adicionado DTT e as amostras foram incubadas
a 56 °C por 20 min. Posteriormente, foi adicionado IAA e as amostras permaneceram em
temperatura ambiente e no escuro por 20 min. A digestao ocorreu overnight a 37 °C com
a enzima tripsina (Trypsin Gold, Promega) em uma propor¢do 1:10. Apés a digestéo, as
amostras foram concentradas e dessalinizadas utilizando ZipTip pipette tips (Millipore) de
acordo com as instru¢cdes do fabricante. Os peptideos tripticos foram quantificados
usando-se o equipamento Qubit (Thermo Fisher Scientific). Foram realizadas 2 injecdes
de 1 pg cada das amostras peptidicas em cromatografo liquido acoplado a um
espectrometro de massa. Os peptideos tripticos foram ressuspendidos em H20 contendo
0,1 % acido formico e separados em um sistema cromatografico EASY-nLC1000 (Thermo
Fisher Scientific) por 95 minutos usando uma nano-coluna C18 (15 cm, 3 pm, 100 A) sob
fluxo constante de 400 nL e concentragéo crescente de acetonitrila (7 a 30% por 70 min
e se manteve a 70% por 25 min). A ionizacao dos peptideos no espectrémetro de massa
(Q-Exactive - Thermo Fisher Scientific) foi realizada por electrospray e o espectrémetro
foi operado no modo de aquisicdo dependente de dados em um top 20 e tempo de
exclusdo dindmica de 5 s. Espectros do tipo Full scan e MS/MS foram adquiridos com
resolugbes iguais a 70.000 e 35.000 FWHM (full width at Half maximum),
respectivamente. Os espectros MS/MS foram adquiridos ap6s a fragmentacédo por HCD
(dissociacdo de colisdo de alta energia) dos ions peptideos precursores isolados sob

energia de colisdo de 35 eV.

3.2.4. Identificagao de proteinas

A identificacdo de peptideos e inferéncia de proteinas foram realizadas através de
buscas rigorosas de dados experimentais contra o banco de dados de proteinas
Eucalyptus grandis v.2.0 disponivel na plataforma phytozome
(http://www.phytozome.net/) no software MaxQuant (TYANOVA et al., 2016a) (v. 1.6.3.3),
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usando parametros de pesquisa dedicados: tolerancia de 30 ppm para ions precursores,
oxidacdo de metioninas e carbamidometilacdo de cisteinas foram selecionados como
modificacdes dindmicas e estéticas, respectivamente. Maximo de clivagens perdidas de
2 e taxa de falsos positivos ajustada para 1%. A quantificacdo relativa das proteinas foi

realizada usando a abordagem livre de marcacédo (LFQ intensity).

3.2.5. Processamento de dados e analise estatistica

Primeiramente, a qualidade dos dados foi analisada com o algoritmo proteiNorm
(GRAW et al., 2020). Para isso, a base de dados proteinGroups.txt extraida do programa
MaxQuant foi adicionada ao algoritmo, as repeti¢cdes biolégicas foram classificadas em
grupos e uma proteina so foi considerada na anélise se apresentou no minimo 2 valores
validos em pelo menos 1 tratamento. Apds a analise de qualidade, os dados foram
normalizados pelo método de Cyclic Loess que foi a estratégia de normalizacdo que
apresentou menor variagdo e maior correlacdo intragrupo entre todas as estratégias
analisadas. A nova base de dados normalizados foi exportada e em seguida, importada
para o software Perseus (TYANOVA et al., 2016b). Os dados de quantificacdo relativa
normalizados foram transformados em log (2) e o tratamento dos valores ausentes foi
realizado a partir da curva de distribuicdo normal de cada repeticdo biologica. Foi
realizado um teste t (p<0,05) entre os tratamentos com CO2 (420 ppm x 680 ppm) para
cada espécie de Eucalyptus individualmente. Uma identificacdo s6 foi considerada
diferencialmente abundante se foi significativa estatisticamente e apresentou um fold-
change maior ou igual a 2.

As proteinas relacionadas aos metabolismos antioxidante, ciclo do acido citrico
(TCA), ciclo de Calvin-Benson e biossintese de acidos graxos, amido e sacarose foram
selecionadas manualmente. Para estas, foi realizado um teste t (p<0,05) entre os
tratamentos com CO:z (420 ppm x 680 ppm) para cada espécie de Eucalyptus
individualmente na plataforma R Studio (R STUDIO, 2015). A analise estatistica foi
realizada a nivel de enzima, onde foi considerada a soma das proteoformas com a

mesma funcéo.
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3.2.6. Analise funcional, predicao subcelular e diagrama de Venn

A anotacdo funcional das proteinas identificadas foi realizada na plataforma
EGGNOG (http://leggnog-mapper.embl.de/) (CANTALAPIEDRA et al., 2021) utilizando o
grupo Viridiplantae. A analise de predicdo subcelular in silico foi realizada utilizando o
algoritmo MultiLoc2-Highres  na  plataforma  MULTILOC 2  (https://abi-
services.informatik.uni-tuebingen.de/multiloc2/webloc.cgi) (BLUM et al., 2009) onde séo
preditas dez localizacdes sub-celulares diferentes. Os diagramas de Venn foram gerados
na plataforma da Universidade de Gent
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/) com as proteinas diferencialmente
abundantes para cada espécie.

3.3. Analise do Proteoma: Data-independente acquisition (DIA)

3.3.1. Processamento de amostras

Foram utilizados os mesmos tratamentos de CO2 como descrito anteriormente e
as proteinas foliares foram extraidas com extracao fendélica como descrito no topico 3.2.2.
Em seguida, as amostras foram concentradas e enviadas em gelo seco para o laboratério
do Dr. Michael MacCoss (University of Washington - Seattle). Para solubilizacdo dos
extratos protéicos, foi adicionado sample buffer contendo 50 mM TEAB e 2% SDS. Em
seguida, o material foi sonicado por 30 minutos e agitado por mais 30 minutos a 37 °C
até completa solubilizacdo. As amostras foram quantificadas pelo método de BCA
utilizando uma curva padrao de BSA.

Uma aliquota de 50 ug de proteina foi utilizada para digestdo. Foram adicionadas
800 ng de enolase e 0,5 pl de benzonase as amostras. Em seguida, os extratos proteicos
foram reduzidos com 20 mM de DTT e incubados a 95°C por 10 min. Para a etapa de
alquilagdo, foi adicionado 40 mM de IAA e as amostras ficaram incubadas em
temperatura ambiente no escuro durante 30 min. As amostras foram acidificadas com
1,2% de acido fosforico e foi adicionado 350 pl de tampdo S-TRAP (90% Metanol em
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100mM TEAB). As amostras foram filtradas e lavadas com Metanol/Cloroférmio (1:1) por
3 vezes na coluna S-TRAP. Depois, foi adicionada tripsina (1:10) e o material foi incubado
a 47°C por 1h para a digestdo. Em seguida, os peptideos foram eluidos em novo tubo. A
primeira eluicdo foi feita com 50mM TEAB para os peptideos hidrofilicos e a segunda foi
realizada com 50% ACN contendo 0,2% &acido formico para os peptideos hidrofobicos.
As duas fracbes foram coletadas no mesmo tubo. Foram utilizadas 4 repeticbes

biolégicas por tratamento.

3.3.2. Analise por espectrometria de massas

Os peptideos tripticos foram ressuspendidos em H20 contendo 0,1 % acido
férmico e separados em um sistema cromatografico EASY-nLC1000 acoplado a um
espectrometro de massas Exploris 480 (Thermo Fisher Scientific). A coluna analitica do
tipo picofrit com 75 um de diametro interno foi empacotada com resina ReproSil-Pur C18
de 3 ym (Dr. Maisch). Ja a coluna trap foi feita a partir de capilares de silica fundida com
150 ym de diametro interno com Kasil em uma das extremidades e empacotada com a
mesma resina C18. O solvente A foi composto por 0,1% acido férmico em agua, enquanto
o solvente B foi composto por 0,1 % acido férmico em ACN a 98%. Para cada injecéo,
3 ul de amostra foram carregadas e eluidas usando um gradiente de 90 minutos de 5 a
35% B, seguido por um gradiente de lavagem de 40 min.

Foram criadas bibliotecas cromatograficas para cada espécie estudada nesse
trabalho conforme descrito em Searle et al. (2018). Para isso, foram feitas 6 injecdes para
aquisicdo de 6 bibliotecas com espectros DIA de 4 m/z. As janelas de isolamento dos
precursores de 4 m/z foram adquiridas com resolucéo de 30.000, AGC target de 1e6, Max
IT de 55 ms e utilizando sobreposicéo de faixas de massa estreita para cada injecéo (400-
500, 500-600, 600-700, 700-800, 800-900 e 900-1000 m/z). Dois espectros precursores,
um de amplo espectro (400-1600 m/z) com resolugcdo de 60.000 e um de espectro
estreito (correspondente a cada intervalo) com AGC target de 3e6 e Max IT de 100 ms

foram intercalados a cada 18 espectros MS/MS.
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Para as amostras quantitativas, o equipamento foi configurado para adquirir
espectros DIA de 25 %24 m/z. As janelas de isolamento do precursor de 24 m/z foram
adquiridas com resolucdo de 30.000, AGC target de 1e6, Max IT de 55 ms utilizando um
padrao de janela sobreposta de 388,43 a 1012,70 m/z. Os espectros precursores (385—
1015 m/z com resolucdo de 30.000, AGC target de 3e6, Max IT 100ms) foram
intercalados a cada 10 espectros do tipo MS/MS. Todos os espectros DIA foram
adquiridos com energia de colisdo de 27 e carga +2. Os arquivos RAWs foram
convertidos para o formato mzML e deconvoluidos no software MSConvert (v. 3.0.21312).

3.3.3. Processamento de dados

Primeiramente, foi criada uma biblioteca espectral na plataforma Prosit
(https://lwww.proteomicsdb.org/prosit/) a partir do arquivo fasta da espécie E. grandis.
Para isso, o0 arquivo fasta foi convertido em csv no algoritmo EnciclopeDIA (Searle et al,
2018) com os seguintes parametros: NCE: 34, carga: +3 e maximo de clivagens perdidas
de 1. A biblioteca espectral foi convertida em uma biblioteca DLIB, que foi utilizada como
banco de dados para fazer as buscas dos arquivos RAW das bibliotecas cromatograficas
gue geraram bibliotecas denominadas ELIB. Foram criadas bibliotecas ELIB individuais
para cada espécie do experimento, que por sua vez, foram utilizadas para fazer as buscas
das amostras quantitativas. Os parametros de busca da ferramenta EncyclopeDIA foram
ajustados para: 10 ppm de tolerancia para ions precursor e fragmento, fragmentacéo
HCD considerando ions B e Y e digestdo com enzima tripsina. O algoritmo de busca
utilizado foi o Percolator verséo 3.1 (Figura 1).

Os dados foram importados para o software Skyline (Pino et al., 2020), onde foram
removidos todos os peptideos que apresentarem menos de trés transi¢fes. Além disso,
os dados foram normalizados pela Total lon Current (TIC). Foi realizada uma comparagao
entre os tratamentos com o teste de “Tukey’s Median polish” com p-value ajustado para
0,05 no nivel de espectro MS2.
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Figura 1. Workflow da analise e processamento de dados adquiridos com a técnica de
protedmica Data-Independent Acquisition (modificado de Searle et al., 2018).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. O aumento naconcentracdo de CO2z induz respostas diferenciais no

crescimento das espécies de Eucalyptus

Segundo os critérios fenotipicos aqui adotados, as espécies E. pellita e E. saligna
nao apresentaram crescimento caulinar significativo, ja& que os tratamentos com 550 e
680 ppm ndo resultaram em alteracdo na variavel indice de crescimento caulinar.
Contrariamente, todas as outras espécies apresentaram crescimento caulinar
significativo na condigdo de 680 ppm (Figura 2A).

Ja a area foliar parece ter sido o parametro mais sensivel ao incremento de CO:2
atmosférico, uma vez que foi verificado um aumento proporcional ao estimulo por esse
gas na maioria das espécies (Figura 2B). Em E. camaldulensis e E. urophylla, o aumento

da area foliar foi concomitante ao aumento de COz2; em E. grandis, E. citriodora e E.
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pellita, o estimulo por CO2 a 550 ppm parece ter sido suficiente para observar o maximo
crescimento do limbo foliar. Em contrapartida, E. saligna ndo apresentou nenhuma
alteracdo na éarea foliar nas diferentes concentracdes de CO..

Diversos trabalhos j& mostraram que altas concentracdes de CO2 podem
aumentar a fotossintese e o acumulo de biomassa de espécies florestais (RODEN; BALL,
1996; DELUCIA et al., 1999; NORBY et al. 2005), porém esse aumento depende das
condic¢des do local, da idade das plantas e das espécies analisadas (ELLSWORTH et al.,
2017; WANG et al., 2012). Do mesmo modo, ja foi relatado que o incremento com CO2
pode ter efeito positivo significativo nas trocas gasosas e no crescimento de espécies
arbdreas, entretanto a magnitude da resposta difere entre espécies e genadtipos. Essas
respostas positivas de crescimento foram impulsionadas por uma mudanca coordenada
no diametro do caule e na altura do caule, com aumento de 38,5% e 9,5%,
respectivamente (DIOS et al., 2016).

Com relacéo a area foliar, em experimentos realizados com diferentes espécies
em plataforma de enriquecimento FACE, essa resposta variou de acordo com o grupo
funcional, as arvores tiveram um aumento de 21%, j& as gramineas ndo apresentaram
diferenca significativa (AINSWORTH, LONG, 2005). Em estudo com o género Populus,
essa resposta parece estar relacionada a expansdo e maior producdo de células,
ocasionado pelo aumento da plasticidade da parede celular, porém a sua magnitude é
dependente do ambiente de crescimento e do gendétipo analisado (TAYLOR et al., 2001).

Os estdbmatos sdo 6rgaos altamente relacionados com a transpiracdo e trocas
gasosas da planta, por isso podem ser o primeiro 6rgéo foliar a ser afetado por altas
concentragcdes de CO2. De forma geral, a resposta estomatica foi equivalente em todas
as espécies, apresentando um maior grau de fechamento em decorréncia de uma maior
concentracdo atmosférica desse gas (Figura 2C), o que pode ser considerado uma forte
evidéncia de que os tratamentos com alta concentracédo de COz foram realmente efetivos.

Baseado nos resultados adquiridos, foram selecionadas trés espécies com
comportamentos contrastantes frente ao incremento de CO:2 para serem analisadas em
experimentos de protedmica, sendo elas: E. urophylla, E. grandis e E. pellita. As espécies

E. saligna e E. citriodora foram excluidas visto que ndo apresentaram crescimento
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significativo segundo os parametros aqui adotados. Ja a espécie E. camaldulensis se
mostrou bastante responsiva em relacdo a area foliar, mas o seu indice de crescimento
caulinar n&o foi significativo em alta concentragéo de CO..

Dentre as espécies escolhidas, E. urophylla demonstrou comportamento muito
responsivo ao incremento de COgz; contrariamente, E. pellita se mostrou menos
responsiva em todos os parametros. E. grandis apresentou comportamento intermediario
entre E. urophylla e E. pellita visto que teve crescimento caulinar significativo e maximo

aumento da area foliar em 550 ppm.
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Figura 2. Respostas fenotipicas apresentadas por plantas das espécies de Eucalyptus
apos 30 dias de cultivo em diferentes concentracées de CO2 (410, 550 e 680 ppm). A.
indice de crescimento caulinar; B. Area foliar; C. Abertura estomatica. Letras diferentes
indicam diferengas significativas de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) e Kruskal-
Wallis (p<0,05).

Visando a selecdo do tratamento de alta concentracdo de CO:2 que induziu as
respostas mais contrastantes entre as espécies, foi realizada uma analise de

agrupamento pelo componente principal (Figura 3). Levando em consideracdo 0s
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componentes analisados, € possivel observar que o tratamento 550 ppm apresentou
pouca variacdo dos dados entre as espécies E. urophylla, E. grandis e E. pellita quando
comparado ao 680 ppm. Nota-se que a condigcdo 550 ppm formou um grupo mais
homogéneo onde as espécies selecionadas ficam no mesmo quadrante e proximas entre
si. Em contrapartida, o tratamento 680 ppm apresentou uma maior distancia e variacao
dos dados entre as espécies selecionadas, formando um agrupamento mais disperso,
indicando que as espécies tiveram diferengas maiores em sua resposta ao incremento
de CO2. Sendo assim, os tratamentos selecionados para analise de protedémica foram
420 ppm (controle) e 680 ppm (tratamento).

Apesar de ser possivel definir qual concentracdo de CO:2 induziu os
comportamentos mais contrastantes entre as espécies de Eucalyptus, a partir dos
parametros utilizados aqui ndo foi possivel determinar a concentracao limite a partir da
qual o CO2 deixa de estimular o metabolismo fotossintético e passa a atuar como agente
inibidor, uma vez que a maior concentracdo desse gas utilizada no experimento ainda
provoca crescimento das plantas. Seriam necessarios experimentos com concentracdes

ainda mais altas a fim de responder essa questao.
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Figura 3. Analise de componentes principais (PCA) de espécies de Eucalyptus cultivadas
em diferentes concentragdes de CO:2 (420, 550 e 680 ppm). CA: E. camaldulensis, GR: E.
grandis, URO: E. urophylla, CI: E. citriodora, SA: E. saligna e PE: E. pellita, SGI: indice de
crescimento caulinar, LA: Area foliar e SA: Abertura estomatica.

4.2. Analise integrada do proteoma foliar das espécies de Eucalyptus

cultivadas em concentracédo elevada de CO:2

Nas espécies de Eucalyptus aqui estudadas, foram identificadas 1840 proteinas
nos tecidos foliares e a analise do intervalo dinamico de abundancia indicou uma variacao
da ordem de aproximadamente 1,7 vezes. Conforme esperado, a maioria das proteinas
envolvidas no Ciclo de Calvin (CB) se mostraram no quartil contendo as proteinas mais
abundantes, ou seja, com o maior niumero de copias (Figura 4A).

A analise funcional do proteoma combinado das trés espécies de Eucalyptus
revelou que embora uma grande fracdo do proteoma identificado ainda nédo possuisse

funcdo conhecida, aquelas relacionadas aos mecanismos de modificacbes pos-
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traducionais, de renovacao protéica e de sinalizacdo também foram majoritariamente
reportadas no nosso estudo (Figura 4B). A analise exploratéria também indicou a
presenca de grande quantidade de proteinas envolvidas na producdo e conversao de
energia e de proteinas relacionadas ao metabolismo e transporte de carboidratos.
Contrariamente, a classe funcional menos abundante foi composta por aquelas
envolvidas na estrutura nuclear. Com relacao a localizacao celular das proteinas isoladas
(Figura 4C), as identificacdes cloroplastidiais e citoplasmaticas foram as mais abundantes
no proteoma, na andlise integrada das trés espécies de Eucalyptus.

Os resultados indicam que, embora o numero de identificacbes foliares esteja
abaixo daquele predito pelo genoma de Eucalyptus grandis, os proteomas aqui
estudados contém proteinas dos diferentes compartimentos celulares e obedecem ao
padrao estrutura-funcdo esperado para o tecido.
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Figura 4. Panorama combinado do proteoma foliar de plantas jovens de Eucalyptus
grandis, Eucalyptus urophylla e Eucalyptus pellita cultivadas em concentragéo
atmosférica de CO2 e em condi¢des enriquecidas de CO2. A. Intervalo dindmico de
abundancia (proteoformas relacionadas ao ciclo de Calvin-Benson estdo destacadas). B.
Anotacéo funcional de acordo com a Plataforma EGGNOG (A - RNA processing and
modification, B - Chromatin Structure and dynamics, C - Energy production and
conversion, D - Cell cycle control and mitosis, E - Amino Acid metabolism and transport,
F - Nucleotide metabolism and transport, G - Carbohydrate metabolism and transport, H
- Coenzyme metabolism, | - Lipid metabolism, J — Translation, K — Transcription, L -
Replication and repair, M - Cell wall/membrane/envelop biogenesis, N - Cell motility, O -
Post-translational modification, protein turnover, chaperone functions, P - Inorganic ion
transport and metabolism, Q - Secondary Structure, T - Signal Transduction, U -
Intracellular trafficing and secretion, Y - Nuclear structure, Z — Cytoskeleton, R - General
Functional Prediction only and S - Function Unknown), C. Localizagdo sub-cellular
realizada na Plataforma MULTILOC 2.
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Ainda visando a identificacdo de alteracbes no perfil quantitativo do proteoma
induzido por COz, as proteinas diferencialmente abundantes foram agrupadas, de acordo
com as suas quantidades, entre as diferentes espécies e condigbes de cultivo aqui
avaliadas. Segundo os critérios adotados, uma proteina foi considerada diferencialmente
abundante quando foi estatisticamente significativa (p<0,05) e apresentou um fold-
change maior ou igual a 2. Foram classificadas como proteinas up-regulated aquelas que
aumentaram sua abundancia na condicdo de 680 ppm e down-regulated aquelas que
diminuiram sua abundancia na mesma condicg&o.

O efeito do CO:2 foi mais pronunciado na espécie Eucalyptus urophylla, uma vez
que foi observada alteracdo significativa na abundancia de 86 proteinas apds este
estimulo ambiental (Figura 5A). Para esta espécie, a fragdo do proteoma que apresentou
aumento quando estimulado por CO2 representou aproximadamente 55% (48 proteinas)
do proteoma diferencialmente regulado. J4 para as espécies Eucalyptus grandis e
Eucalyptus pellita o nimero de identificacdes diferencialmente abundantes foi de 49 e 50,
respectivamente. Além disso, a fracdo do proteoma estimulado por CO2 em relacao ao
total do proteoma diferencialmente regulado foi bem menor nessas espécies, cerca de
38% em E. grandis e 40% em E. pellita. Esses resultados vao de encontro ao que foi
observado durante a analise fenotipica das trés espécies, uma vez que E. urophylla foi a
espécie mais responsiva em relacdo ao crescimento e apresentou maior resposta
diferencial no seu proteoma em relacdo as outras espécies.

Além disso, para analisar as formas mais abundantes entre todas as
diferencialmente expressas, foram destacadas as identificacdes que apresentaram um
fold-change maior que 6 vezes em alta concentracdo de CO:2 para cada espécie (Figura
5A). Em E. grandis, foi possivel observar duas proteoformas com essa caracteristica,
sendo elas, Eucgr.F03101.2.p (Ribosomal L28e protein family) e Eucgr.D00111.1.p
(Histidinol dehydrogenase). Acredita-se que a proteina Ribossomal L28e estabilize a
expansao do RNA ribossomal e contribua para a diversidade dos ribossomos vegetais
sem alterar a sua estabilidade (ARMACHE et al., 2010). Ja a proteina Histidinol
desidrogenase, € uma enzima bifuncional que oxida L-histidina em histidina em duas

reacOes sequenciais (ADAMS, 1955). A histidina € um amino&cido essencial e necessario
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ao longo de todo crescimento e desenvolvimento vegetal (MURALLA et al., 2007). Na
espécie E. pellita apenas uma identificacdo apresentou um fold-change maior que 6
quando cultivada a 680 ppm (Eucgr.F03038.1.p - photosystem | subunit H-1). O PSI é um
complexo multiprotéico localizado nas membranas dos tilacéides que intermedeia o
transporte de elétrons da plastocianina para a ferredoxina (ROCHAIX, 2011). Ja foi
demonstrado que a superexpressao da subunidade H do PSI aumentou a tolerancia a
estresses abidticos durante a germinagdo de sementes e desenvolvimento de raizes de
plantulas em tabaco (HAO et al., 2020).

A espécie E. urophyla foi a que apresentou o maior nimero de proteformas com o
padrdo aqui estudado, sendo elas, Eucgr.H04128.1.p (HAD-superfamily hydrolase,
subfamily 1G), Eucgr.E01249.1.p (Low PSII Accu (ECM1) involved in photosynthesis),
Eucgr.F02696.2.p (ribosomal protein 1), Eucgr.D01779.1.p (6-phosphogluconate
dehydrogenase family protein), Eucgr.HO0466.1.p (NAD(P)-linked oxidoreductase
superfamily protein) e Eucgr.G01934.1.p (CCR-like). Ja foi observado que diversos
genes relacionados a familia HAD regulam respostas ao estresse por deficiéncia de Pi
em diferentes espécies (TANNERT et al., 2018; ANGKAWIJAYA et al., 2019; HANCHI et
al., 2018). A proteina ECM1 é uma chaperona integral de membrana que € necessaria
para a montagem eficiente de PSII, provavelmente através da interacdo direta com a
proteina D1 (PENG et al., 2006). Com relacdo a proteina ribossomal 1 encontrada, ja foi
reportado que os niveis de transcricdo de varios genes responsivos a germinacdo foram
modulados por ela sob ABA e estresses abitticos em Arabidopsis (JUNG et al., 2013).
Estudos mostraram que a proteina 6-fosfogluconato desidrogenase citosélica, aumenta
a tolerancia ao estresse abidtico, melhorando o desenvolvimento do sistema radicular e
ativando o sistema antioxidante em plantas de soja (LI et al., 2021). J4 a enzima NADP+
redutase é a Ultima enzima na transferéncia de elétrons durante a fotossintese. Ja foi
reportado que plantas que superexpressam essa proteina, ampliaram os niveis de
NADP(H) e glutationa, levando ao aumentou a tolerancia a alta intensidade luminosa o
que indica que a perturbacdo do equilibrio redox do cloroplasto e o aumento de radicais
livres podem induzir mecanismos de protecdo nas plantas (KOZULEVA et al., 2016).

Também ja foi reportado que os transcritos do gene CCR-LIKE (CCL) sao regulados
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diferencialmente no nivel de estabilidade do mRNA e controlados pelos ritmos
circadianos em Arabidopsis (LIDDER et al., 2005).

Esses resultados indicam que em E. grandis o controle da estabilidade ribossomal
e a sintese de histidina sdo processos muito significativos para o crescimento da espécie.
Ja em E. pellita, isso parece estar relacionado a um elemento encontrado na cadeia de
transporte de elétrons fotossintética, porém que nado foi suficiente para promover o
crescimento dessa espécie. No organismo E. urophylla, 0s processos mais expressivos
estdo relacionados a mecanismos de toleréncia ao estresse, regulagéo transcricional e
eficiéncia da fotossintese que podem ter promovido o maior crescimento diferencial entre
as espécies estudadas aqui.

O proteoma das espécies também parece apresentar alteracées particulares
frente ao estimulo por CO2 uma vez que, entre todas as identificacdes diferencialmente
abundantes, nenhuma é compartilhada entre os 3 organismos, tanto para as proteinas
down-regulated quanto para as proteinas up-regulated (Figura 5B). Apenas a proteina
Eucgr.C03960.1.p (ATP binding) € compartilhada entre E. grandis e E. urophylla no grupo
down-regulated e as identificagdes Eucgr.K02185.3.p (TUDOR-SN protein 1) e
Eucgr.K02710.1.p (gamma carbonic anhydrase-like 2) entre E. urophylla e E. pellita no
grupo up-regulated.

A identificacdo Eucgr.C03960.1.p codifica uma proteina que atua na formacao de
aglomerados de Fe/S e os transfere para a membrana do cloroplasto. Esses aglomerados
sdo capazes de transferir elétrons e atuar como catalisadores em processos como
fotossintese e respiracdo, metabolismo de nitrogénio e enxofre e regulacdo redox,
portanto, sdo grupos prostéticos fundamentais para a atividade bioldgica de muitas
proteinas (JOHNSON et al., 2005). Plantas transgénicas com perda de funcdo dessa
proteina resultaram em um fenétipo letal nas mudas, diminuicdo nas subunidades do PSI
e diminuicdo nos niveis de ferredoxina-tioredoxina redutase (FTR) (LEZHNEVA et al.,
2004; STOCKEL, OELMULLER, 2004).
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Figura 5. Proteinas diferencialmente abundantes nas espécies E. grandis, E. pellita e E.
urophylla cultivadas em concentracdo atmosférica (420 ppm) e alta concentracédo de CO:2
(680 ppm). A. Volcano plot (proteinas destacadas em vermelho sao up-regulated e
proteinas destacadas em verde sdo down-regulated). B. Proteinas exclusivas e
compartilhadas entre as espécies estudadas.

A proteoforma Eucgr.K02185.3.p codifica uma nuclease TSN que é uma proteina
de ligacdo de RNA muito conservada (GUTIERREZ-BELTRAN et al., 2016). Ja foi
relatado que essa proteina é essencial para a tolerancia, participando da expresséo de
MRNAs responsivos a estresses (DIT FREY et al.,, 2010). Foi revelado em estudos
recentes que as TSNs tém um papel importante na sinalizacao de estresse atuando como
uma plataforma de ancoragem para proteinas de granulos de estresse (GUTIERREZ-
BELTRAN et al., 2021). J4 a proteoforma Eucgr.K02710.1.p codifica uma anidrase
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carbbnica que faz parte do complexo | mitocondrial. Estudos revelaram que ela é capaz
de se ligar dioxido de carbono/bicarbonato, mas parece ser incapaz de catalisar a
desidratacéo reversivel do bicarbonato (MARTIN et al., 2009). Também ja foi proposto
gue ela participa na translocacao do CO2 das mitocondrias para os cloroplastos durante
a fotorrespiracdo (BRAUN; ZABALETA, 2007; ZABALETA et al., 2012).

Os resultados obtidos indicam que a espécie E. urophylla tem o proteoma mais
responsivo ao estimulo por CO2 e que as altas concentracfes desse gas parecem
estimular o proteoma das espécies de diferentes maneiras. A fim de buscar respostas
mais detalhadas, foi realizada a investigacdo de fluxos metabodlicos especificos

considerados diretamente impactados pelo aumento na concentracdo de COs-.

4.3. Alteragdes metabdlicas induzidas por cultivo em atmosfera

enriquecida por COz2

4.3.1. O Ciclo de Calvin-Benson

O ciclo de Calvin-Benson é parte fundamental na da fotossintese, no qual 11
diferentes enzimas catalisam 13 reacdes. O ciclo conecta as reacdes que captam a
energia luminosa, a fixacdo do CO:2 e outras vias do metabolismo de carbono, como a
sintese de amido e sacarose (BASSHAM et al., 1969).

Altas concentragcdes de CO2 podem afetar diretamente o metabolismo das plantas,
principalmente o processo de fotossintese, que é a porta de entrada do carbono na
biosfera. Por isso, é esperado que concentracfes elevadas desse gas aumentem a
assimilacao de C e as taxas fotossintéticas, porém a intensidade com que iSSo ocorrera
ainda precisa ser melhor elucidada (LEAKEY et al., 2009).

Com o intuito de verificar alteracfes direcionadas no ciclo de assimilacdo de C das
plantas cultivadas em altas concentracdes de COz, o primeiro fluxo metabdlico analisado
neste trabalho foi o Ciclo de Calvin-Benson. A abordagem proteémica DDA resultou na
identificacdo de 29 proteoformas relacionadas a esse metabolismo (Tabela 1). Embora
nao se tenha conseguido uma cobertura expressiva do total de 73 formas proteicas

preditas para o ciclo de Calvin-Benson, a partir da abordagem aqui descrita, a0 menos
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uma proteoforma foi identificada e quantificada para cada enzima envolvida na via em
guestao.

Para avaliar se o cultivo em atmosfera enriquecida com CO:2 induziu alteragbes
nessa via, a abundancia relativa de cada proteoforma de uma enzima foi combinada e foi
aplicado um teste t (p<0,05) entre os tratamentos para cada espécie. Entre todas as
espécies, apenas a enzima Frutose 2,6-bisfosfato (FBPase) em folhas de Eucalyptus
urophylla aumentou significativamente sua abundancia em alta concentragdo de COz2
(Figura 6). A FBPase catalisa a desfosforilagéo de frutose-1,6-bifosfato (FBP) em frutose-
6-fosfato (F6P) com a liberacdo de fosfato inorganico. Ja foi relatado que em plantas
transgénicas de tabaco com alta expressao dessa enzima cultivadas em niveis elevados
de CO2, a parte aérea lateral, o niumero de folhas, o peso fresco e a atividade
fotossintética aumentaram significativamente (TAMOI et al., 2008).
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Figura 6. Ciclo de Calvin-Benson e a abundancia relativa das enzimas identificadas em
folhas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em
concentracdo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentracdo enriquecida de CO2 (680
ppm) pelo método DDA. * indica variacao estatisticamente significativa (p<0,05).

Além disso, de maneira geral, E. pellita apresentou uma tendéncia de diminuicao
da abundancia das enzimas do ciclo de Calvin em atmosfera enriquecida de CO-. Ja E.
grandis foi a espécie que apresentou menor varia¢do dessa via quando cultivada em altos
niveis de CO2. Esses resultados indicam que o cultivo em atmosfera enriquecida por CO2
induz poucas alteragdes na via de assimilagdo de C em Eucalyptus.

A fim de confirmar os resultados obtidos, foi realizada outra andlise prote6mica
utilizando uma técnica chamada “data-independent acquisition” (DIA). Estudos anteriores
ja reportaram que a técnica o DIA é superior ao DDA no que diz respeito a
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reprodutibilidade, especificidade e precisdo da quantificacdo relativa de proteinas
(BARKOVITS et al., 2020).

Com o método DIA, foi possivel identificar 50 proteoformas diferentes conforme
descrito na Tabela 2. Nas duas abordagens foi possivel identificar pelo menos 1
proteoforma de cada enzima envolvidas na via de interesse, porém houve um aumento
significativo no numero de identificacdes pelo método DIA. Isso pode ocorrer pois nesse
fluxo de trabalho, ndo ha apenas a fragmentac&o dos ions precursores mais abundantes,
mas sim todos os peptideos dentro de uma janela de razdo massa carga definida (m/z)
sdo submetidos a fragmentacdo, o que facilita a identificacdo de sinais menos

abundantes.
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Tabela 1. Abundancia relativa das proteoformas relacionadas aos Ciclo de Calvin-Benson identificadas pelo método Data-
dependente acquistion (DDA) em folhas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em
concentracéo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentragdo enriquecida de CO2 (680 ppm). A abundancia relativa foi dada
pelo LFQ intensity em escala log (2).

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

Enzyme Description Proteoform grandis  pellita urophylla  grandis pellita  urophylla
Eucgr.B02864.1 22,16 23,97 23,06 24,08 24,09 21,73
FBA Fructose-bisphosphate aldolase Eucgr.G01726.1 32,34 32,37 32,62 32,41 32,43 32,63
Eucgr.101326.1 28,26 29,27 29,14 28,63 29,01 28,97
Eucgr.101326.2 25,11 25,74 27,47 24,85 25,55 25,28
FBPase Fructose-1,6-bisphosphatase Eucgr.B02755.2 30,55 30,61 30,59 30,51 30,36 30,51
Eucgr.B02757.1 22,32 22,63 21,11 22,62 24,77 23,92
Eucgr.F01793.1 32,45 32,82 32,56 32,52 32,55 32,64
GADPH  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Eucgr.F04466.1 22,48 24,40 23,06 22,35 23,09 22,35
Eucgr.H04673.1 29,78 29,12 29,29 29,69 29,17 29,38
Eucgr.101564.1 31,45 31,58 31,40 31,62 31,65 31,62
PGK Phosphoglycerate kinase Eucgr.F01476.1 33,11 33,32 33,19 33,18 33,11 33,07
PRK Phosphoribulokinase Eucgr.E01261.2 30,05 30,64 30,18 30,17 30,35 30,14
RbcL Ribulose-bisphosphate carboxylase Eucgr.C03525.1 33,68 34,03 33,63 33,71 33,88 33,77
Eucgr.B03013.1 29,63 31,62 30,21 28,81 32,53 29,20
RbcS Ribulose bisphosphate carboxylase (small Eucgr.J01502.1 30,70 31,32 31,03 31,21 31,38 30,77
chain) Eucgr.J01502.2 34,05 33,89 34,12 34,08 34,03 33,86
Eucgr.K02223.1 31,67 31,87 31,98 32,04 32,17 31,94
Eucgr.B02310.1 27,16 27,87 27,77 26,14 27,67 27,80
RCA Rubisco activase Eucgr.J01234.1 30,51 30,74 30,84 30,59 30,69 30,73
Eucgr.J02030.1 33,26 33,38 33,54 33,39 33,42 33,45
Eucgr.J02030.7 26,59 27,59 27,62 26,75 27,54 27,40
RPE D-ribulose-5-phosphate-3-epimerase Eucgr.B00532.5 26,41 27,26 26,94 26,50 27,01 26,63
Eucgr.K02489.2 23,83 24,39 24,65 23,76 24,30 23,48




RPI Ribose 5-phosphate isomerase
SBPase Sedoheptulose-bisphosphatase

TKL Transketolase

TPI Triosephosphate isomerase

Eucgr.B02112.1
Eucgr.H04380.1
Eucgr.J00242.1
Eucgr.D02466.1
Eucgr.D02467.1
Eucgr.101374.1

27,13
23,31
29,51
23,76
32,81
29,73

27,65
24,23
29,76
23,71
32,64
29,99

26,75
24,21
29,57
22,21
33,04
29,81

27,33
23,45
29,53
23,50
32,95
29,69

27,49
23,50
29,55
23,49
32,84
29,63

82

27,59
23,99
29,50
22,58
33,06
29,77
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Tabela 2. Comparacdo das abordagens data-dependent acquision (DDA) e data-
independent acquision (DIA) em relacdo as proteoformas do Ciclo de Calvin-Benson
encontradas e seu numero de peptideos identificados.

ndmero
peptideos
Sigla Nome Eucalyptus ID DDA DIA
Eucgr.B02864.1 7 5
Eucgr.G01726.1 23 22
Eucgr.101326.1 15 13
Eucgr.101326.2 13 13
FBA Fructose-bisphosphate aldolase Eucgr.B02864.2 0 4
Eucgr.G01726.2 0 15
Eucgr.G01726.3 0 21
Eucgr.G01726.4 0 15
Eucgr.G01726.5 0 13
Eucgr.B02755.2 16 0
FBPase Fructose-1,6-bisphosphatase 1 Eucgr.B02757.1 2 3
Eucgr.B02755.1 0 14
Eucgr.B02755.3 0 10
Eucgr.F01793.1 23 30
Eucgr.F04466.1 2 S)
Eucgr.H04673.1 17 23
GADPH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase  Eucgr.101564.1 18 27
Eucgr.H02597.1 0 1
Eucgr.H02597.2 0 2
Eucgr.H02597.6 0 2
PGK Phosphoglycerate kinase Eucgr.F01476.1 33 32
Eucgr.E01261.2 23 23
PRK Phosphoribulokinase Eucgr.D02625.1 0 7
Eucgr.E01261.1 0 23
RbcL Ribulose-bisphosphate carboxylases Eucgr.C03525.1 6 5
Eucgr.B03013.1 14 13
RbCS Ribulose bisphosphate carboxylase (small Eucgr.J01502.1 11 15
chain) Eucgr.J01502.2 13 15
Eucgr.K02223.1 15 13
Eucgr.B02310.1 23 26
Eucgr.J01234.1 27 30
RCA Rubisco activase Eucgr.J02030.1 27 32
Eucgr.J02030.7 26 0
Eucgr.K03065.1 0 11

Eucgr.L03031.1 0 13
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Eucgr.J01234.2 0 18

Eucgr.J02030.2 0 29

Eucgr.J02030.3 0 30

Eucgr.B00532.5 4 7

Eucgr.K02489.2 13 4

Eucgr.K02489.1 0 3

RPE D-ribulose-5-phosphate-3-epimerase Eucgr.K02489.3 0 3
Eucgr.B00532.1 0 7

Eucgr.B00532.4 0 4

Eucgr.B00532.6 0 )

Eucgr.B02112.1 6 11

RPI Ribose 5-phosphate isomerase Eucgr.H04380.1 3 5
Eucgr.L03383.1 0 4

SBPase Sedoheptulose-bisphosphatase Eucgr.J00242.1 17 21
TKL Transketolase Eucgr.D02466.1 y 15
Eucgr.D02467.1 33 31

TPI Triosephosphate isomerase Eucgr.l01374.1 17 21

Apbs o processamento de dados e aplicacdo do teste estatistico, os resultados
indicaram variagdes significativas pontuais: diminuicdo na abundancia da enzima
Rubisco ativase (RCA) na condicdo de 680 ppm em E. grandis e aumento na enzima
Ribose-5-fosfato isomerase (RPI) em alta concentracdo de CO2 em E. urophylla (Figura
7). Esses dados, confirmam aqueles obtidos pela estratégia proteémica anterior, apenas
indicando variacao significativa para as duas enzimas supramencionadas. A RCA regula
a atividade da RubisCO e é essencial para a fotossintese, pois remove 0s inibidores e
libera o sitio ativo da RubisCO para carbamilacdo espontanea pelo CO: (SPREITZER;
SALVUCCI, 2002). Ja a RPI catalisa a interconverséo reversivel entre D-ribulose 5-
fosfato (Ru5P) e D-ribose 5 -fosfato (R5P) (STINCONE et al., 2015). Em um trabalho
anterior analisando o proteoma cloroplastidial do hibrido E. urograndis, foi observado
uma grande inducao do ciclo CB com o aumento significativo em seis das onze enzimas
envolvidas (PGK, GAPDH, FBA, FBPase, SBPase e RPI) quando essas plantas foram
cultivadas a 1000 ppm (SANTOS; BALBUENA, 2017). As alteracdes pouco significativas
no presente trabalho, podem se dar ao fato da utilizagcdo do extrato foliar total, pois as
alteracdes a nivel cloroplastidial podem ter sido menos perceptiveis na analise devido a
grande abundancia de outras proteinas presentes em diferentes compartimentos

celulares. Outro fator a ser considerado deve ser a concentracdo de CO:2 utilizada, que
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pode néo ter sido suficiente para estimular mudancas significativas no ciclo nas espécies
analisadas.
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Figura 7. Abundancia relativa das enzimas identificadas em folhas de Eucalyptus
grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em contracao atmosférica
de CO:2 (420 ppm) e concentracao enriquecida de COz2 (680 ppm) pelo método DIA. TAF:
Total area fragment. * indica variagcédo estatisticamente significativa (p<0,05)

Neste estudo foi possivel identificar proteoformas relacionadas ao ciclo CB nas
duas abordagens utilizadas, entretanto, com a abordagem DIA a cobertura de
identificacBes foi maior. Apds validagdo com o método DIA, os resultados indicam que
existem apenas estimulos pontuais no ciclo de assimilacdo de C em Eucalyptus apos
cultivo em altos niveis COz e que essas variagfes sao espécie-dependentes. Além disso,
apesar dos estimulos sutis, a espécie E. urophylla parece ser o organismo que mais
responde ao efeito do incremento de CO..

Com o intuito de encontrar mais evidéncias para as diferencas de fenotipo
observadas entre as espécies analisadas, foi feita uma investigagéo utilizando os dados
protedmicos adquiridos com a estratégia DDA de outros metabolismos vegetais

importantes que envolvem o carbono assimilado na fotossintese. Os primeiros fluxos
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metabdlicos analisados foram a respiracdo mitocondrial e a sintese de acidos graxos que
estao diretamente associados ao metabolismo do C.

4.3.2. O ciclo TCA e a sintese de acidos graxos

A respiracdo é um processo fundamental nas plantas, fornecendo energia e
esqueletos de C necessarios para seu crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia.
Através desse processo, a energia solar conservada durante a fotossintese e
armazenada como energia quimica em moléculas organicas é liberada de maneira
regulada para a producdo de ATP. O ciclo do acido citrico (TCA) € composto por 9
enzimas que representam a principal maquinaria de metabolizacdo do carbono nas
mitocdndrias. O piruvato € transportado diretamente através da membrana interna e
entdo é oxidado pelo complexo piruvato desidrogenase (PDC) para formar acetil-CoA.

A partir dos resultados obtidos, todas as enzimas relacionadas ao ciclo TCA foram
identificadas. As espécies E. grandis e E. pellita foram as que menos apresentaram
variacfes quantitativas nesse metabolismo, entretanto E. pellita parece naturalmente
expressar menos estas enzimas em comparacdo as outras espécies. Apesar de
novamente nao ser possivel encontrar diferencas estatisticas, houve um aumento
perceptivel na abundancia de 4 enzimas da via na espécie E. urophylla em altas
concentragdes de COz2, sendo elas, OGDC, SHD, FUM e MDH (Figura 8, Tabela 3). Ja
foi reportado que as enzimas FUM e SDH tém papel importante na aclimatacdo das
plantas e na sinalizacdo de respostas a estresse, respectivamente (DYSON et al., 2016;
BELT et al., 2017). Em estudos anteriores onde ndo houve a expressao de OGDC e
MDH, ocorreu a diminuicdo da respiracéo, assimilacdo de C e crescimento mais lento
dos organismos (TOMAZ et al., 2010; CONDORI-APFATA et al., 2019). As evidéncias
obtidas aqui sugerem que altos niveis de CO:z estimulam pontos especificos da
respiracao mitocondrial na espécie E. urophylla o que pode provocar melhor aclimatacao
dessa espécie quando cultivada nessas condicdes.

Ja foram relatadas mudancas na respiracéo foliar em resposta ao estimulo por
COg, entretanto, a extensao dessas mudancas varia dependendo da espécie, estagio de
desenvolvimento e de fatores ambientais (AYUB et al., 2011; GRIFFIN et al., 2013;
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MARKELZ et al.,, 2014; WATANABE et al., 2014). Pensava-se que a diminuicdo na
respiracao foliar estivesse associada a redug&o no N foliar (AINSWORTH; LONG, 2005),
entretanto, em espécies lenhosas essa resposta nem sempre acontece (CURTIS, 1996;
HAWORTH et al., 2015). Casos em que niveis de COz elevados aumentam a respiracao
mitocondrial podem estar relacionados a maiores concentracdes de carboidratos e dai
uma maior disponibilidade de substrato para o processo (ROGERS et al., 2004;
TJOELKER et al., 2009). E possivel que E. pellita e E. grandis ndo apresentaram maior
estimulo dessa via em alta concentragédo de CO2 pois ndo estdo produzindo substratos

suficientes para regulacdo do ciclo TCA.
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Figura 8. Ciclo de acido citrico (TCA) e a abundancia relativa das enzimas identificadas
em folhas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em
concentracdo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentracédo enriquecida de CO2 (680
ppm) pelo método DDA. (PDC - Pyruvate dehydrogenase, CS - Citrate synthase, ACO —
Aconitase, IDH - Isocitrate dehydrogenase, OGDC - Oxoglutarate dehydrogenase, SCS
- Succinyl CoA synthetase, SDH - Succinate dehydrogenase, FUM- Fumarase, MDH -
Malate dehydrogenase)

420 ppm
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A fim de confirmar a hipotese levantada, investigamos a sintese de carboidratos
nas espécies de Eucalyptus aqui estudadas. Para isso, foi analisada a abundéancia das
enzimas responsaveis pela sintese de amido e sacarose (Starch synthase e Sucrose
synthase). Os dados espectrométricos nao indicam inducdo dessas enzimas em E.
grandis e E. pellita; porém, existe uma tendéncia de aumento da sintese de sacarose em

E. urophylla (Figura 9, Tabela 3).
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Figura 9. Abundancia relativa das enzimas relacionadas a sintese de amido e sacarose
(Starch synthase e Sucrose synthase) identificadas em folhas de Eucalyptus grandis,
Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em concentracdo atmosférica de
CO2 (420 ppm) e concentracdo enriquecida de CO2 (680 ppm) pelo método DDA.

Grande parte do carbono assimilado durante a fotossintese nos tecidos foliares é
armazenado transitoriamente na forma de amido dentro do cloroplasto ou exportado para
0 citosol para a sintese de sacarose (GRAF; SMITH, 2011; STITT; ZEEMAN, 2012).
Porém, uma fracdo substancial desse carbono € usada no cloroplasto para sintetizar
acidos graxos (AG), que sao os principais componentes dos lipidios das membranas das
células, organelas e lipidios de armazenamento (triacilgliceréis - TAG). Durante a
biossintese dos AGs, 0 primeiro passo € catalisado pela acetil-CoA carboxilase

(ACCase), que converte acetil-CoA em malonil-CoA, e entdo um conjunto de 3-cetoacil-
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ACP sintases (KAS) atuam no alongamento da cadeia (GORNICKI; HASELKORN,
1993).

Com a estratégia utilizada neste trabalho, foi possivel identificar 4 enzimas
relacionadas a biossintese de AGs (ACCase, MCT, KAS e KAR). Apesar de néao
apresentarem diferenca estatistica significativa, a espécie E. pellita apresentou uma forte
tendéncia de aumento na abundancia das enzimas, principalmente da ACCase e da
KAS. Em contrapartida, as outras duas espécies ndo parecem alterar seu proteoma em
fungé@o do aumento do COz2 (Figura 10, Tabela 3).

Em mamiferos, um aspecto chave para o ajuste metabdlico em relacdo a
estimulos ambientais é a capacidade de alternar entre o uso de carboidratos e gorduras
como fonte de energia. Ja foi reportado que a interrupcao da sintese de amido resulta
em um aumento significativo na sintese de acidos graxos em Arabidopsis e que esses
lipidios podem compensar parcialmente a falta de amido durante o crescimento e
desenvolvimento normal da planta (YU et al., 2018). Esses resultados indicam que, uma
vez gque a espécie E. pellita ndo apresenta qualquer tipo de estimulo no Ciclo CB e em
consequéncia, na sintese de amido, ela pode estar alocando o C para a sintese de acidos

graxos como fonte alternativa de energia.
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Figura 10. Sintese de acidos graxos e a abundancia relativa das enzimas identificadas
em folhas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em
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concentracdo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentracdo enriquecida de CO2 (680
ppm) pelo método DDA. (ACCase - Acetyl-CoA carboxylase, MCT — Malonyl-CoA ACP
transferase, KAS — Ketoacyl-acp synthase, KAR - Ketoacyl-acp reductase)

4.3.3. O metabolismo antioxidante

E sabido que fatores ambientais podem induzir o acimulo de espécies reativas
de oxigénio (EROs), aumentando a producéo de polifendis, ascorbato, alcaldides e de
enzimas antioxidantes como Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e a
Superoxido dismutase (SOD) (MISHRA; AGRAWAL, 2014; ZINTA et al., 2014). Neste
estudo, foi possivel identificar essas 3 enzimas antioxidante que sdo as principais no
sistema de defesa (Figura 11). A enzima SOD, que catalisa a dismutacéo do superoxido
(O2-.) em oxigénio (O2) e perdxido de hidrogénio (H202), tem uma tendéncia de aumento
em sua abundancia nas 3 espécies analisadas. Um dos principais caminhos de
neutralizacdo de EROs em plantas € o ciclo Ascorbato-Glutationa, onde a APX é a
principal enzima por neutralizar o H202. Nas espécies de E. pellita e E. urophylla, a acdo
da SOD pode ter gerado uma quantidade significativa de H202, o que induziu a um
aumento na quantidade da enzima APX mediante ao aumento do COz2 o que n&o foi
observado para a espécie E. grandis (Figura 11, Tabela 3).

Aumento na expressdo da SOD ja foi observado em condi¢cdes de estresse por
Cd em A. thaliana (SKORZYNSKA-POLIT; DRAZKIEWICZ; KRUPA, 2004), trigo
(BORZOUEI et al., 2012) e também em tomate (GAPINSKA; SKLODOWSKA; GABARA,
2008) e quando submetidos a condicdes de estresse salino. Chang-Quan e Rui-Chang
(2008) analisaram o efeito do estresse hidrico em cloroplastos de Trifolium repens L., e
um aumento na expressao da SOD foi observado, principalmente na isoforma Fe-SOD.
Um aumento na expressdo da isoforma Fe-SOD também foi observado em soja sob
tratamento com UV-B (YOON et al., 2016).

Um aumento na expressdo da APX foi observado em plantas de Vigna mungo
(SINGH et al., 2008) e Oryza sativa (HSU; KAO, 2004) quando submetidas a condi¢do
de estresse por Cd e também em Anabaena doliolum (SRIVASTAVA; BHARGAVA; RAI,
2005) e tabaco (SUN et al., 2010) sob estresse salino. Aumento na expressao da APX

também foi observado em soja durante estresse hidrico (KAUSAR et al., 2012).
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Com relacdo a Eucalyptus, ja foi reportado que a alta concentracdo de CO2 causa
pequenas mudancas no sistema antioxidante em cloroplastos de E. urophylla

(BALDASSI et al., 2018) o que corrobora com os resultados obtidos aqui.
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Figura 11. Mecanismo de defesa antioxidante e a abundancia relativa das enzimas
identificadas em folhas de Eucalyptus grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla
cultivadas em concentracédo atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentragdo enriquecida
de CO2 (680 ppm) pelo método DDA. (SOD - Superoxide dismutase, CAT - Catalase,
APX - ascorbate peroxidase)
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Tabela 3. Abundancia relativa das enzimas relacionadas ao Ciclo TCA, biossintese de acidos graxos, sistema antioxidante e
biossintese de amido e sacarose identificadas pelo método Data-dependente acquistion (DDA) em folhas de Eucalyptus
grandis, Eucalyptus pellita e Eucalyptus urophylla cultivadas em concentracao atmosférica de CO2 (420 ppm) e concentracdo
enriquecida de CO2 (680 ppm). A abundancia relativa foi dada pelo LFQ intensity em escala log (2). As enzimas foram
consideradas a soma da abundancia das proteinas com a mesma funcgéo.

420 ppm 680 ppm
Enzima Descricao E.grandis E.pellita E.urophylla E.grandis E.pellita E.urophylla
Ciclo TCA
PDC Pyruvate dehydrogenase 49,892 48,046 47,660 49,871 47,637 47,162
ACO Aconitase 53,489 51,755 53,005 53,273 52,109 53,233
CS Citrate synthase 50,533 48,518 49,210 50,521 48,958 48,992
IDH Isocitrate dehydrogenase 78,636 75,658 77,423 78,834 76,253 77,920
MDH Malate dehydrogenase 103,761 104,366 103,555 104,027 104,454 104,436
SDH Succinate dehydrogenase 49,541 48,520 48,034 48,419 48,284 49,792
OGDC Oxoglutarate dehydrogenase 26,218 25,986 26,350 26,305 26,175 26,535
FUM Fumarase 22,944 20,988 21,879 22,822 22,509 23,322
SCS Succinyl CoA synthetase 25,566 25,156 25,521 25,442 25,237 25,542
Biossintese de acidos graxos
ACCase Acetyl-CoA carboxylase 22,747 21,191 21,832 22,465 23,352 20,888
KAR Ketoacyl-acp reductase 23,945 20,899 20,825 23,001 21,905 20,411
MCT Malonyl-CoA ACP transferase 21,348 21,492 21,831 21,970 21,456 21,754
KAS Ketoacyl-acp synthase 47,872 46,363 47,497 48,165 47,978 47,683
Antioxidante
APX Ascorbate peroxidase 162,521 161,497 162,465 162,366 163,231 163,055
SOD Superoxide dismutase 127,193 128,832 127,645 130,498 130,628 130,459
CAT Catalase 113,377 110,074 113,572 112,440 111,943 112,687
Biossintese amido e sacarose
SS Starch synthase 41,908 42,544 44,706 42,043 42,399 43,040

SuSy Sucrose synthase 80,023 78,312 75,961 79,909 79,473 78,225
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O crescimento e desenvolvimento em elevadas concentracdes de CO2 é um novo
desafio que os organismos vegetais terdo que enfrentar. Ainda ndo € possivel determinar
qual a concentracgdo limite a partir da qual o gas CO:2 deixa de estimular o crescimento e
passa a atuar como agente inibidor; porém, é evidente que essa condi¢cdo requer
respostas de aclimatacédo no curto prazo e/ou adaptacéo no longo prazo das plantas. O
conhecimento dos mecanismos gerais de enfrentamento e prevencdo ao estresse e
mecanismos de tolerancia é necessario para entender a regulagdo do metabolismo das
plantas nesse novo cenario.

A partir dos resultados aqui apresentados, nota-se que dentre todas as espécies
analisadas, E. urophylla é a mais responsiva ao COz2, tanto no crescimento quanto no
metabolismo. Como dito anteriormente, E. pellita € a espécie menos responsiva no que
diz respeito ao crescimento, j& com relacdo ao metabolismo, ela parece alocar a maior
parte do C assimilado na sintese de acidos graxos como fonte alternativa de energia. A
espécie E. grandis apresentou crescimento em alguns parametros fenotipicos
analisados, porém ndo apresentou muitas mudancas metabdlicas mediante ao aumento
na concentragédo de CO2. O motivo de seu crescimento diferencial na condigéo de COz2
elevado pode estar associado ao aumento expressivo ha abundancia de proteinas
relacionadas a estabilidade ribossomal e a sintese de histidina. Além disso, as duas
espécies ndo parecem estar sob estresse oxidativo na condi¢do estudada, por tanto,
talvez sejam necessarios outros experimentos utilizando concentracdes ainda maiores

de COz2 a fim de investigar maiores estimulos no metabolismo dessas espécies.

5. CONCLUSOES

- O aumento na concentragcdo de CO:2 induz respostas diferenciais no
crescimento das espécies de Eucalyptus e a concentracdo de 680 ppm induz maiores
respostas nas plantas analisadas;

- Dentre as espécies estudadas, E. urophylla é a mais responsiva ao COz, tanto
no crescimento quanto no metabolismo;

- E. pellita parece utilizar a sintese de acidos graxos como fonte alternativa de

energia mediante ao aumento no COz;



94

- A espécie E. grandis ndo apresentou muitas mudancas metabdlicas, talvez seu
crescimento possa estar associado ao aumento expressivo na abundancia de proteinas
relacionadas a estabilidade ribossomal e a sintese de histidina;

- Experimentos futuros utilizando concentracbes maiores de CO:2 sao

necessarios a fim de investigar maiores estimulos no metabolismo dessas espécies.
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CAPITULO 4 - Consideragdes Finais

A protedmica € uma tecnologia chave para o estudo de sistemas bioldgicos
dindmicos e complexos pois, permite medicbes qualitativas e quantitativas em larga
escala de proteina em respostas a estimulos internos e/ou externos. Neste trabalho, essa
ferramenta se mostrou muito eficiente para a identificacio e mapeamento de vias
metabdlicas nos tecidos foliares e também a nivel organelar mediante a alteracdes de
fatores ambientais.

Nossa estratégia de extracado e enriquecimento cloroplastidial foram eficazes na
reducdo da abundancia de contaminantes cruzados e permitiram uma investigacao
profunda das mudancas que ocorrem no proteoma do cloroplasto ao longo do
desenvolvimento das folhas e das estacbes do ano. O proteoma do cloroplasto de
Eucalyptus grandis parece aumentar os metabolismos relacionados aos processos
catabdlicos e redox a medida que as folhas envelhecem, enquanto o acumulo de
proteinas envolvidas nos processos biossintéticos € diminuido. As mudancas
protedmicas mais pronunciadas ocorreram nas estacdes de transicdo (primavera e
outono) com um aumento de proteinas relacionadas a fotossintese durante as estacoes
chuvosas.

O aumento na concentragdo de CO:2 induziu respostas diferenciais no
crescimento de diferentes espécies de Eucalyptus e a concentracao de 680 ppm induziu
maiores respostas. Dentre todas as espécies analisadas, E. urophylla foi a mais
responsiva ao COz, tanto no crescimento quanto no metabolismo. E. pellita & a espécie
menos responsiva no que diz respeito ao crescimento, ja com relacdo ao metabolismo,
ela parece alocar a maior parte do C assimilado na sintese de acidos graxos como fonte
alternativa de energia. A espécie E. grandis ndo apresentou muitas mudancas
metabdlicas mediante ao aumento na concentracdo de CO2, porém seu crescimento
pode estar associado ao aumento expressivo na abundancia de proteinas relacionadas
a estabilidade ribossomal e a sintese de histidina.

Uma compreensdo mais profunda das redes bioldgicas associadas a idade é
importante para o desenvolvimento de estratégias para maximizar a producdo de
biomassa. Além disso, a analise da dinamica sazonal desvenda os mecanismos

moleculares subjacentes a plasticidade do metabolismo e & adaptacdo das plantas em
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redes espaco-temporais. O conhecimento dos mecanismos gerais de enfrentamento e
prevencdo aos diversos estresses abidticos, como o COz, e mecanismos de tolerancia
também é necessario para entender a regulacédo do metabolismo das plantas nesse novo
cenario.

Este estudo contribui para uma compreensdo mais abrangente sobre os
mecanismos de adaptacdo e de enfrentamento ao estresse em espécies de Eucalyptus
para melhor entendimento da regulacdo metabdlica das plantas em cenérios de

mudancgas ambientais.





