RENATO BOCHICCHIO

Aspectos estruturais, interagées e dinamica de
crescimento da parede celular de caules de
gimnospermas nativas

Tese apresentada ao Curso de Pés-Graduagéo
em Bioquimica da Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial para a obtengéo
do titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica).

CURITIBA
2003



RENATO BOCHICCHIO

Aspectos estruturais, interagdes e dinamica de
crescimento da parede celular de caules de
gimnospermas nativas

Tese apresentada ao Curso de Pds-Graduagao
em Bioquimica da Universidade Federal do
Parana, como requisito parcial para a obtengao
do titulo de Doutor em Ciéncias (Bioquimica).

CURITIBA
2003



RENATO BOCHICCHIO

ASPECTOS ESTRUTURAIS, INTERACOES E DINAMICA DE
CRESCIMENTO DA PAREDE CELULAR DOS
CAULES DE GIMNOSPERMAS

Tese aprovada como requisito parcial para a obtencao do titulo de. Doutor em Ciéncias
(Bioquimica) no Programa de Pés-Graduagio em Bioquimica da Universidade Federal
do Parani, pela comissio for'?da pelos professores:

Por @
Prof® Dr* Fany Reicher (Orientadora)
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular

Universidade Federal do Parana

t A

1 { ,
T Caag_
Prof* Dr* Carem Gledes Vargas Rechia
Departamento de Farmacia

Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto
Universidade de Siao Paulo

Secio de

qulmlca e I\‘lSlOl gia de Plantas
Insti

to de Botam a de S$do/Pa

Proft Dr. Umberto Klock
Departamento de Engenharia e Tecnologia Florestal
Universidade Federal do Parana

e

B S
s Za (‘ [ L/LLM ‘/L&z\
Prof” Dr?. Juliana Maurer Menestringd

Departamento de Bioquimica e Hfo/ogla Molecular
Universidade Federal do Parana

Curitiba, 23 de julho de 2003



Orientacado: Profa. Dra. Fany Reicher



AGRADECIMENTOS

Aos meus pais, eternamente grato pelo que sou hoje e por todas as condigbes que
me oferecem para ser alguém amanha...

A Mariana, meu equilibrio, meu amor!

Aos meus irm&os Carlos e Eduardo. Mesmo de longe, sei que no fundo acreditaram
em mim...

A minha orientadora, Profa.Dra. Fany Reicher, pela orientagdo, pelo excepcional
dinamismo e espirito de lideranga. Virtudes que me valeram como aprendizado
durante meu periodo no laboratério e que certamente servirdo como exemplo em meu
futuro profissional.

A Coordenacio do Curso de Pos-Graduagao, representado pelas Profas. Dras. Fany
Reicher, Maria Benigna Martinelli de Oliveira e Leda Chubatsu durante meu periodo
de permanéncia no Departamento. Agradeco especialmente pelo bom senso de suas
decisbes em situacbes, sempre atendendo as necessidades e interesses do
Departamento e dos alunos que compde o Curso.

A Chefia do Departamento, representado pelo Prof. Dr. Fabio de Oliveira Pedrosa.

As minhas colegas e amigas de laboratério Ana Paula, Andréia, Carmen e Heloisa,
com quem compartilhei meus momentos de alegrias, juntamente com outros
momentos ndo tao felizes... guardo de vocés as melhores recordagdes!

A guem ja passou pelo Laboratério, meu sincero agradecimento. Aprendi muito com
todos, principalmente que convivéncia € uma arte!

Ao Prof. Dr. Philip Gorin, a quem reservo meu respeito pelo pesquisador que &, sua
experiéncia, conselhos cientificos e pela excelente companhia em tantas reunides
informais com os alunos.

A Profa. Dra. Joana Léa Meira Silveira Ganter, mesmo longe do Brasil, sempre
lembrarei como alguém que me deixou 6timos conselhos cientificos e de vida.

A todos os professores do Departamento, pelo eterno esforco em manter a produgéo
cientifica do Departamento.

A banca examinadora interna, composta pelas Profas. Dras. Juliana Menestrina e
Carmen Lucia de Oliveira Petkowicz, pelas sugestdes pertinentes ao enriquecimento
da tese.



Aos meus amigos Guilherme e César. Quase uma década de amizade. E o fato de
ficarmos cada vez mais velhos é somente proporcional a nossa capacidade de beber
outra cerveja para esquecer disso...

A minha prima Rose Adele, a quem suporto com amor e carinho.

Ao Rodrigo Vassoler, extraordinario companheiro de viagem e amigo de todas as
horas.

Ao Rodrigo Reis, primeiro por considerar meu amigo do peito. Agradeco também pelo
esforco e colaboragao nos experimentos de cultivo de células.

A todos os amigos e colegas hoje presentes no Departamento, bem como aqueles
que ja passaram por ele. Todos foram muito importantes para mim.

Aos meus sogros Clicia e Fausto, pelo carinho que demonstram por mim e pelo efeito
terapéutico que cada visita a vocés me proporciona...

Ao Prof. Marcos Silveira Buckeridge, da Se¢&o de Fisiologia e Bioquimica de Plantas
do Instituto de Botanica de S&do Paulo, pelas analises de oligossacarideos de
xiloglucana.

Ao Prof. ledo Alquini, do Departamento de Botanica da UFPR, pelo valioso auxilio na
confeccao das laminas de Araucaria angustifolia e a interpretac&o dos resultados.

Ao Prof. Miguel Pedro Guerra, do Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e
Genética da Universidade Federal de Santa Catarina, pelo fornecimento de células
cultivadas de Araucaria angustifolia.

A técnica de laboratério Neusa Steiner, da Universidade Federal de Santa Catarina,
pela confecgdo dos experimentos de células cultivadas de Araucaria angustifolia.

As funcionarias da biblioteca do Setor de Ciéncias Biologicas, pela demonstragéo de
presteza e eficiéncia.

Ao CNPq, pelo suporte financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

FLUXOGRAMAS

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGCAO

1.1. Parede primaria

a) Xiloglucanas

D) XilANAS ..o oo
C) GIUCANAS ..o
) PECHINAS .. e
e) Proteinas estruturais .............cooooiiiiii

1.2. Parede SECUNTAIIA ..........ccooiie et
a) O-Acetil-galactoglucomanana (GGM) ...

b) Arabino-4-O-metilglucuronoxilana (AGX) ..........ccccooiiii i

1.3. GIMNOSPEIMES NALIVAS ........eiiiiiiiiieiii e
a) Araucaria angustifolia ...

D) POAOCAIPUS SP. ...t

14 JUSHEICAtIVAS oo

vii

Xiil

13

15

17

18

21

21

23

25



2. OBJETIVOS
3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Obtengao do material de parede primaria
a) Plantio convencional

b) Cultivo de células

3.2. Obtengao do material de parede secundaria

3.3. Obtencao de polissacarideos da parede priméria ...............

3.4. Obtencgao de polissacarideos da parede secundaria ..........

3.5. Monitoramento de formacao da parede celular em plantulas de A. angustifolia ...

a. Microscopia optiCa ...

b. Composigdo monossacaridica ............ccccccoeeeiiiiiiiiiiiinns

3.6. Analises colorimétricas

3.7. Determinacédo da composi¢gdo monossacaridica ................
3.8. Andlise de homogeneidade e determinagdo de massa molecular
3.9. Purificagéo das fragdes polissacaridicas ..........................
3.10. Andlises de metilaCa0 ...........cccciiiiii
a) Método de Haworth ...
b) Método de Ciucanu .............cccoociiiiiii

3.11. CarboXi-redUCA0 .........cevvviiiiiiiiiiiiii

3.12. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) ..........................

3.13. Obtencao de oligossacarideos de xiloglucanas por hidrélise enzimatica ..........

3.14. Fragmentagdo de massa por Electrospray-MS (ESI-MS)

26
27
27
27
27
28
30
32
34

34

36
37
38
39
40
40
40
42
42
43

44



4. RESULTADOS E DISCUSSAQ ..ot 45
4.1. Polissacarideos das pléntulas de A. angustifolia ..................ccccoooviiiiiiiiiiiiiinaeeeen 45
4.1.1. Monitoramento dos teores de parede primaria e secundaria ............................ 47
4.1.2. Extracido de polissacarideOos ...........cccooiiiiiiiiiiiiii e 53
4.1.3. Purificagdo e elucidagdo das principais estruturas ................cccocooiiiiiiiiis. 59

a) Analise dafragao MPP -1 ... 59

b) Andlise das fragdes MPP4-1 a MPP10-T ..., 65

4.2. Polissacarideos do XileMa ..............ccccooiiiiiiiiii e 75
4.2.1. Obtencao e caracterizacdo geral do material de pesquisa ....................... 74
4.2.2. Analise das fragdes extraidas com KOH ..., 76

4.2 3. Andlise de arabinoxilanas de Podocarpus lambertii e Podocarpus selowii . 84
4.2.3. Analise das fragdes extraidas com NaOH ... 86
4.3. Dinamica de CreSCIMENIO ... ...ttt 90

4.4. Analise da composicdo monossacaridica da parede celular de células de

Araucaria angustifolia crescidas em SUSPENSE0 ..............coeiirireieiiiiiiiiiiiaiiiicii, 112
4.5. Consideragies fiNAIS ...........cooiiiiiiii e 115
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 1214

vi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Estrutura quimica parcial de uma xiloglucana de parede primaria

Figura 2. Estrutura quimica parcial de uma glucuronoarabinoxilana
Figura 3. Estrutura quimica parcial de uma B-glucana ...,
Figura 4. Estrutura quimica parcial de a) homogalacturonana metil-esterificada; b)

formacdo de uma rede de pectinas envolvendo ligagcdes idnicas de regides

nao-esterificadas (COQ") por ions calcio; c) ramnogalacturonana tipo I (RG-I).
Figura 5. Estrutura quimica parcial de uma arabinogalactanatipol...................................
Figura 6. Estrutura quimica do acido acérico (a) e apiose (b)

Figura 7. Estrutura quimica parcial de uma ramnoglacturonana tipo I
Figura 8. Estruturas propostas de por¢des da extensina de paredes primarias de
AIVEISAS ©SPECIES ......oeeiieieeeeee e
Figura 9. Fotografias da parede celular de coniferas evidenciando a) o aspecto geral da
madeira de Pinus nigra; b) anatomia dos traquedides axiais e c) diferenciacao

das paredes primaria € SECUNAAra ...............cooiiiiiiiiiiiiiiiiieece e
Figura 10. Estrutura quimica parcial de uma O-acetil-galactoglucomanana de
o [LaalaTo L] 1= 1 ¢ 1 F- T PO TP UPPPPPRORPRPRPRR
Figura 11. Estrutura quimica parcial de uma arabino-4-O-metil glucuronoxilana de
Lo 1 4T ToEs] o1=T 3 4= TP

Figura 12. Fotografia de a) Araucaria angustifolia e b) Podocarpus lambertii ...................

vii

©

10

N
M

13

15

17

19

22



Figura 13. Esquema das vantagens e desvantagens do emprego do piantio
convencional e cultivo de células para obtencao de parede ceiular primaria.

Figura 14. Corte transversal da por¢do superior do caule. a) Cromatides em

organizacdo; aumento 40X. b) Cromatides em fase mitética final; células

em diferenciagdo (1); aumento 40X. c) Aspectos gerais da porgao superior

do caule, apresentando todos os nucleos preservados; aumento 10X .........

Figura 15. a) Corte transversal da por¢cdo média do caule (40X), mostrando seus

aspectos gerais, presenca de células compartimentadas (1), algumas céluias

com nucleo preservado (2); células maiores sem nucleo (3) e canais

resiniferos (4). b) porcdo média do caule mostrando as células

compartimentadas, em detalhe (1) c). Detalhe da porgao inferior (100X},
mostrando células com alto conteudo celulésico (1), pontoagéo areolada (2)

Figura 16. Modelo ilustrativo das porgbes superior (S), média (M) e inferior (I) das

amostras de caules das plantulas de A. angustifolia .......................................

Figura 17. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragc&o obtida de plantulas de A. angustifolia por

extracdo aquosa e fracionada por DEAE-Trysacyl (eluigdo aquosa) (fracdo
MPP A -I[HZ20]). . oottt et e

Figura 18. Espectro de RMN da fragdo MPP1-I[H20], apresentando em a) '°’C-RMN da
regido de 20 a 110 ppm e b) '"H-RMN daregidgode 1a5ppm ....cocooveeeeeennn.

Figura 19. Perfil de eluigdo (HPSEC) da frag&o de pectina MPP1-1[0,2M] de plantulas de

A.angustifoli@ ................oooooiiiii i

viii

47

50

51

52

59

60

62



Figura 20. Espectros de RMN da fragdo MPP1-1[0,2M]. a) >C-RMN da regigo de 10 a
110 ppm; b) C-RMN de C-6 do &cido urdnico; c) “C-RMN da regido
2T gTe] g o =T o= USRNSSR

Figura 21. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fracdo de pectina MPP1-1[0,2M] de plantulas de
A.@nguSHfONa ...

Figura 22. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragbes MPP4-1[H20], MPP5-1[H20], MPP6-

I[H20], MPP7-1[H20], MPP8-1[H20] € MPP10-I[H20] ........coooiiiiiiiiiis

Figura 23. Espectro de correlagdo "*C-'H (HMQC) da regi&o anomérica da fragdo MPP5-
{3720 ) LSOO

Figura 24. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragdo MPP10-1[H20], referente a porgéo

inferior dos caules de A. angustifolia ...

Figura 25. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fracdo MPP7-1[H20], obtida dos caules de

plantulas de A. @angustifolia ...

Figura 26. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragcdes A-6 a A-10, obtidas por extragdo com

KOH (0,25; 0,5; 1; 2 e 4 mol/L), respectivamente, em xilema de A.
ANGUSHIFONIA .............oi e
Figura 27. Perfil de eluigdo (HPSEC) das fragdes extraidas com KOH 0,25 mol/L (A-6) e
KOH 4 mol/L (A-10) de A. angustifolia e fragdo extraida diretamente com
KOH 1 mol/L (KOH1a), de P. lambertii ............cccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiccee
Figura 28. Espectro de >C-RMN da AGX da fragdo obtida por extragdo com KOH 0,25

mol/L da holocelulose de A. angustifolia (fracdo A-6) (solubilizada em D,0) .

64

67

70

71

73

78

78



Figura 2. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragbes deslignificadas de P. lambertii (fragao
KOH1a) e nao-deslignificadas, de P. selowii (fragdo PS) ..................ccceeiii.

Figura 30. Perfil de eluicdo (HPSEC) da arabinoxilana de P. lambertii, extraida com KOH

1 mol/L (fracdo KOH1a) e seu tratamento com CETAVLON (fracdo KOH1a-

CetaVION) L. e
Figura 31. Perfil de eluicdo (HPSEC) da arabinoxilana de P. lambertii, extraida com KOH
1 mol/L (fragdo KOH1a) e seu tratamento com Ba(OH), (fracado KOH1a-bario)
Figura 32. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragdo de GGM, obtida por extragdo com NaOH
4 mol/L da holocelulose de A. angustifolia (fragao A-12) .......cccoiiiiiiii.
Figura 33. Espectro de ">C-RMN da GGM (fragdo A-12) de A. angustifolia, em NaOD 1%.
Figura 34. Composicdo monossacaridica das fragdes extraidas com a) agua (fragdo
MPP1), b) Na,COs insollivel em agua (fracdo MPP2) e ¢) Na,COs3 soluvel em
agua (fracdo MPP3), para as por¢des superior, média e inferior dos caules
de A.anQUSHIONA ............cccoeeeeeee e
Figura 35. Composigdo monossacaridica das frages extraidas com a) KOH 0,25 mol/L
(fragdo MPP4), b) KOH 0,5 mol/L (fragdo MPP5) e ¢) KOH 1,5 mol/L (fragcéo
MPP6), para as porgées superior, média e inferior dos caules de
AanGUSHIfO .............ooooii e
Figura 36. Composi¢cdo monossacaridica das fracbes extraidas com a) KOH 2 mol/L

(fracdo MPP7) e b) KOH 4 mol/L (fragdo MPP8), para as porgdes superior,

média e inferior dos caules de A.angustifolia ................................................

85

85

87

89

93

94

95



Figura 37. Composigcdo monossacaridica das fragdes extraidas com a) NaOH 1 mol/L
(fragcdo MPP9) e b) NaOH 4 mol/L (fracdo MPP10), para as por¢des superior,
meédia e inferior dos caules de A. angustifolia .........................ccooooeeeeiiiia.

Figura 38. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragdes extraidas com agua (MPP1), para as
porgdes superior (S), média (M) e inferior (1) de plantulas de A. angustifolia ..

Figura 39. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fracbes extraidas com Na,CO; 0,1 moliL,
soliiveis em agua (MPP3), nas por¢des superior (S), média (M) e inferior (I)
de plantulas de A. angustifolia ................oooo i

Figura 40. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragbes extraidas com KOH 0,5 mol/L (MPP5),
nas porcoes média (M) e inferior (1) de plantulas de A. angustifolia ................

Figura 41. Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragbes extraidas com KOH 1,5 mol/L (MPP6),
nas porcdes superior (S), média (M) e inferior (I) de plantulas de A.
ANQUSTHITONA ..............ooeeeeeeeeee e

Figura 42. Perfil de eluicdo de oligossacarideos (HPLC), obtidos por hidrolise

enzimatica, das fragcdes de xiloglucana MPP6-S[H20], MPP6-I[H20] ..........

Figura 43. Espectro de fragmentacdo (modo positivo) dos oligossacarideos de

xiloglucana da fragdo MPP6-I[H20] ...

Figura 44. HPSEC da fragao extraida com NaOH 4 mol/L (MPP10-I) da porg&o inferior

do caule (I) de plantulas de A. angustifolia ...

96

(<o}
O

101

103

106



Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Figura 48.

Figura 49.

Figura 50.

Figura 51.

Figura 52.

Figura 53.

Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragbes de GGM purificadas, a partir de
extracdo com agua (fragdo MPP1-1[H20]), NaOH 4 mol/L (fracdo MPP10-
I[H20]) em plantulas e com NaOH 4 mol/L (fracdo A-12) em xilema de A.
anQUSHIONa ...
Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragdes de AGX, MPP6-1 [0,2M] (plantulas) e
A-10 (xilema) de A. angustifolia ...................ccciiiiiiiiii e
Perfil de eluicdo (HPSEC) das fragdes de MPP7-1[0,2M] (plantulas) e A-10
(xilema) de A. @angusHifolia ...
Composicao monossacaridica da parede celular de células de A. angustifolia
cultivadas em meio sem 2,4-D ...
Composigdo monossacaridica da parede celular de células de A. angustifolia
cultivadasemmeio com 2,4-D ...
Composicao de manose em células cultivadas de A. angustifolia cultivadas
em meio na ausénciaepresengade 24D ...

Modelo representativo da parede de células em diferenciagdo (porcao
sSUperior) de GIMNOSPEIMNIEA ... ...ouiiiiiiiiiiiiii e
Modelo representativo da parede de células em expanséo (por¢gdo média do
caule) de QIMNOSPEIMA .......ooiuiiiiiiii i

Modelo representativo da parede de células maduras (porg&o superior do

caule) de gIMNOSPEIMA ........coiiuiiiiiiiiii e

110

11

112

113

113

115

118

119

xii



LISTA DE TABELAS

Tabela I. Hidrolise de Saeman das segoes de plantulas de A. angustifolia ............................. 49

Tabela II. Composicdo de agucares neutros, dosagem de acidos urdnicos, proteinas e

fendlicos totais das amostras obtidas da por¢cdo SUPERIOR dos caules de A.
ANGUSHTONA ........c.oooe oo 55

Tabela III. Composi¢gdo de agucares neutros, dosagem de acidos urdnicos, proteinas e

fendlicos totais das amostras obtidas da porgdo MEDIA dos caules de A.
QNQUSHIFONA ..o 56

Tabela IV. Composicdo de agucares neutros, dosagem de acidos urdnicos, proteinas e

fendlicos totais das amostras obtidas da porcdo INFERIOR dos caules de A.
ANQUSHIFONA ... oo s 57

Tabela V. Sinais correspondentes aos carbonos da fragdo MPP1-1[H20], a partir de analise
POT PC-NIMR ..o 61

Tabela VI. Composicdo monossacaridica da fragdo MPP1-1[0,2M] e seu correspondente

CATDOXI-TEAUZIAD ...t 62
Tabela VII. Composicdo monossacaridica das fragdes MPP4-I [H20] a MPP10-1 [H20],

purificadas por DEAE-Trysacryl CI” (eluigdo em agua) ..o 67

Tabela VIIL. Monossacarideos parcialmente metilados da fragdo MPP5-I[H20] .................... 68
Tabela IX. Analise dos monossacarideos parcialmente metilados da fracdo (MPP10-I[H20])
de GGM de A. angustifolia, obtida por extracdo com KOH 4 mol/L e fracionada

com DEAE-Trysacryl (€luigd0 COM AQUA)..........cooriuieiiiiiiiiiiiie e, 72

xiii



Tabela X. Analise dos monossacarideos parcialmente metilados da fracdo MPP7-1[H20] de
plantulas de A. angustifolia ................. e et e e e e e eaa e e e eeeeeannnaaas
Tabela XI. Determinacdo da composicédo de aglcares neutros das hemiceluloses e dosagem

de acidos urdnicos e fendlicos do xilema de A. angustifolia

Tabela XII. Analise dos monossacarideos parcialmente metilados das arabinoxilanas &cidas

de A. angustifolia (fracées A-6 e A-10) e P. lambertii (KOH1a)

Tabela XIII. Determinacdo dos sinais correspondentes aos carbonos da fragdo A-6, a partir

de analise por >C-NMR

Tabela XIV. Analise dos monossacarideos parcialmente metilados das fracdes de GGM de

A. angustifolia (fragcdo A-12) e P. lambertii (fragdo NaOH-a) .............................
Tabela XV. Determinacgéo dos sinais correspondentes aos carbonos da fragdo A-12, a partir

de analise POr BC-NMR ..o

73

77

81

00
(Y]

88

Xiv



FLUXOGRAMAS

Fluxograma I. Obtencdo de material de parede primaria (MPP), a partir de
plantulas de A. angustifolia ..................ccccooiiiiiiiiieeee

Fluxograma II. Obtencdo de polissacarideos do material de parede primaria, a
partir de plantulas de A. angustifolia .....................ccccccciiiiiiiiiinnn,

Fluxograma IIl. Extragbes sequenciais de material de parede secundaria, em
xilemade A. angustifolia .........................cccccciiiiiiiiiiie

Fluxograma IV. Preparo de laminas de Araucaria angustifolia, para microscopia

30

31

33

Xv



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

*C-RMN
'H-RMN
a

B

AcOH
AGX

Ara

AU
CETAVLON
dn/dc

D

DO
DMSO
EtOH
Fuc

Gal
GC-MS
GLC

Glc
GGM
HPAEC-PAD

HPLC
HPSEC
L

Man
MeOH
Mw

Ressonancia magnética nuclear de carbono treze
Ressonancia magnética nuclear de préton

Anomericidade do tipo alfa

Anomericidade do tipo beta

Acido acético

Arabino 4-O-metilglucuronoxilana

Arabinose

Acidos urénicos

Brometo de hexadeciltrimetilambnio

Taxa de variagao do indice de refragdo com a concentracao
Configuracdo monossacaridica do tipo D

Oxido de deutério — agua deuterada

Dimetilsulféxido

Etanol

Fucose

Galactose

Cromatografia gasosa associada a espectrometria de massa
Cromatografia liquido-gasosa

Glucose

Galactoglucomanana

Cromatografia de troca idnica de alta eficiéncia com detecgdo por
pulso amperométrico

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cromatografia liquida de alta eficiéncia por permeacdo em gel
Configuragcdo monossacaridica do tipo L

Manose

Metanol

Massa molecular ponderal média

Xvi



NaBH,
NaOD
pPpmM
Rha
Rib
TR
Xyl

Boroidreto de sodio
Hidréxido de sodio deuterado
Partes por milhao

Ramnose

Ribose

Tempo de retencgéo

Xilose

XVii



Siglas das fragdes

Fragoes Tratamento Tecido/espécie
MPP1-S H,O
MPP2-S Na,COs; 0,1 mol/L \
MPP3-S Na,CO; 0,1 mol/L
MPP4-S KOH 0,25 mol/L
MPP5-S KOH 0,5 mol/L
MPP6-S KOH 1,5 mol/L > Porgéo superior —plantulas de A. angustifolia
MPP7-S KOH 2 mol/L
MPP8-S KOH 4 mol/L
MPPS-S NaOH 1 mol/L
MPP10-S NaOH 4 mol/L |
MPP1-M H,O \
MPP2-M Na,CO3; 0,1 mol/L
MPP3-M Na,CO; 0,1 mol/L
MPP4-M KOH 0,25 mol/L
MPP5-M KOH 0,5 mol/L > Por¢do média —plantulas de A. angustifolia
MPP6-M KOH 1,5 mol/L
MPP7-M KOH 2 mol/L
MPP8-M KOH 4 mol/L
MPP9-M NaOH 1 mol/L
MPP10-M NaOH 4 mol/L J
MPP1-I H,0 \
MPP2-I Na,CO; 0,1 mol/L
MPP3-1 Na,CO; 0,1 mol/L
MPP4-| KOH 0,25 mol/L
MPP5-| KOH 0,5 mol/L Porcéo inferior —plantulas de A. angustifolia
MPP6-| KOH 1,5 mol/L >
MPP7-1 KOH 2 mol/L
MPP8-I KOH 4 mol/L
MPP9-1 NaOH 1 mol/L
MPP10-1 NaOH 4 mol/L )
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Fragcoes Tratamento Tecido/espécie
A-6 KOH 0,25 mol/L
A-7 KOH 0,5 mol/L
A-8 KOH 1 mol/L
A-9 KOH 2 mol/L Holocelulose de xilema de A. angustifolia
A-10 KOH 4 mol/L
A-11 NaOH 1 mol/L
A-12 NaOH 4 mol/L
KOH1a KOH 1 mol/L Holocelulose de xilema de P. lambertii
PS KOH 4 mol/L Xilema de P. selowii
Siglas das fragoes purificadas
Fragdes Tratamento Concentracoes Fragdes purificadas
originais
MPP1-I DEAE-Trysacryl CI' H,O MPP1-I[H20]
MPP1-| DEAE-Trysacryl CI' NaCl 0,2 mol/L MPP1-1[0,2M]
MPP1-I DEAE-Trysacryl CI NaCl 2 mol/L MPP1-1[2M]
MPP4-| DEAE-Trysacryl CF H,O MPP4-{[H20]
MPP5-1 DEAE-Trysacryl CI H,O MPP5-1{H20]
MPP6-1 DEAE-Trysacryl CI H,O MPP6-1[H20]
MPP6-I DEAE-Trysacryl CI' NaCl 0,2 mol/L MPP6-1[0,2M]
MPP8-S DEAE-Trysacryl CI H,O MPP6-S[0,2M]
MPP7-i DEAE-Trysacryl CI' H,O MPP7-I[H20]
MPP7-1 DEAE-Trysacryl CI’ NacCl 0,2 mol/L MPP7-1{0,2M]
MPP8-I DEAE-Trysacryl CI H.O MPP8-I[H20]
MPP10-1 DEAE-Trysacryl CI’ H,O MPP10-1[H20]
KOH1a CETAVLON 10 mg/mL KOH1Ta-cetavlon
KOH1a Ba(OH), Saturado KOH1a-bario
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Introdugdo

Uma das mais significativas diferengas entre uma célula de planta e uma
célula animal é que a célula vegetal apresenta-se envolvida por uma parede em
praticamente todos as etapas de seu desenvolvimento (BRETT e WALDRON,
1990). A parede celular, de acordo com WILSON et al. (2000), é uma elaborada
matriz extracelular que circunda cada célula de um organismo.

Funcbes especificas sdo atribuidas a parede celular, como sustentagao,
elaboracdo de formato caracteristico a célula, protecdo contra ataque de
patégenos e participagdo na comunicagédo célula-célula (BRETT e WALDRON,
1990; COSGROVE, 1986; FRY, 1986; WHITNEY et al., 1999). Possivelmente,
esta multiplicidade de fungdes esteja associada a grande complexidade de sua
estrutura. A ultraestrutura da parede celular de vegetais superiores compreende
uma camada intercelular, composta por camadas de constituicao qdimica e
anatomica distintas, sendo separadas em parede primaria e parede secundaria

(ALBERSHEIM, 1978; HIGUCHI, 1997).

1.1. Parede primaria

A parede primaria € uma fina camada produzida a partir da divisao celular,
sendo composta basicamente de celulose, hemiceluloses, substancias pécticas e
proteinas. Confere rigidez e forga com investimento relativamente pequeno em
material (JARVIS e McCANN, 2000). Sua extraordinaria complexidade estrutural &
evidenciada pela diversidade de polissacarideos e glicoproteinas (McNEIL et al.,
1984), de arquitetura precisamente regulada (SCHINDLER, 1998), sendo muitas

vezes considerada um mecanismo exemplar de engenharia (ROSE e BENNETT,
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1999). E composta de aproximadamente 90% de polissacarideos e 10% de
proteinas, sendo estas ultimas pertencentes ao conjunto de glicoproteinas,
moléculas particularmente presentes na parede primaria (FOSKET, 1994).

Uma das mais relevantes tarefas desempenhadas pela parede celular
primaria € sua capacidade de expansao, em resposta a pressao de turgor exercida
dentro da prépria célula (JARVIS e McCANN, 2000; O'NEILL et al.,, 2001). O
crescimento da parede ocorre sob aspecto temporal, iniciando-se por intensa
divisdo celular, de maneira relativamente lenta. Ap6s cessar a atividade
meristematica, segue a etapa de vacuolizagao celular, caracterizando o processo
de expansao, acompanhado pela alteragao na deposicao de materiais de parede e
acao especifica de enzimas (COSGROVE, 2000). Estas enzimas seletivamente
afrouxam a rede de polissacarideos (COSGROVE, 2001), atuando principalmente
na interagao entre microfibrilas de celulose e cadeias de xiloglucanas (VARNER e
LIN, 1989; CARPITA e GIBEAUT, 1993; MASON e COSGROVE, 1994,
SCHINDLER, 1998; WHITHNEY et al., 1999).

Em recente trabalho, THOMPSON e FRY, 2001 descrevem que a agao
coordenada de glicosidases e endoglicosidases promove a clivagem de
polissacarideos e uma consequente perda de interacao entre os componentes da
parede celular, compensada pela acdo das transglicosilases, responsaveis pela
reestruturagdo de segmentos de polissacarideos. No caso da xiloglucana, a
enzima candidata a possuir tal fungdo € a XET (xiloglucana endotransglicosilase)
(ROSE e BENNETT, 1999). Proteinas de parede denominadas extensinas
também possuem uma fungdo direta no mecanismo de catalise da extenséo

celular (MASON e COSGROVE, 1994).
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Hipéteses sobre a arquitetura e dindmica da expansao celular tiveram inicio
na década de 70. Inicialmente, foi proposto que os componentes da matriz
polimérica, consistindo de xilogucanas, polissacarideos pécticos e proteinas
estruturais estariam covalentemente ligados, formando uma gigantesca rede
macromolecular, permanecendo as microfibrilas de celulose ligadas a matriz por
pontes de hidrogénio apenas em alguns sitios de ligagdo. Esta discussdo deu
origem ao modelo de “Albersheim”, que descreve ainda a redugdo do pH
resultando no enfraquecimento das pontes de hidrogénio, consequentemente
levando ao afrouxamento das estruturas da parede (KEEGSTRA et al. 1973)

Mais tarde, HAYASHI (1989) e FRY (1989) propuseram que as microfibrilas
de celulose seriam interconectadas por pontes de hidrogénio ao longo das cadeias
de xiloglucanas. Polissacarideos pécticos e proteinas participariam
independentemente, envolvendo o complexo celulose-xiloglucana de maneira nao-
covalente. A idéia evoluiu para o modelo de “Carpita” (CARPITA e GIBEAUT,
1993), atualmente o mais aceito. Este aborda a arquitetura e dindmica de
crescimento da parede celular de dicotiledéneas referenciadas como parede
celular do tipo I, assim como de monocotiledéneas pertencentes a Ordem Poales
(gramineas), denominada pelos autores de parede do tipo II.

As paredes do tipo I seriam constituidas, fundamentalmente, por uma rede
de microfibrilas de celulose de 5 a 15 nm de largura e espagadas de 20 a 40 nm,
enoveladas em forma de bobina. As fibras de celulose seriam envolvidas e
interconectadas pelas cadeias de xiloglucanas. Outros polissacarideos
hemiceluldsicos também podem ser encontrados, como (galacto)glucomananas,

galactomananas, (1—-3)p-D-glucanas e glucuronoarabinoxilanas, porém em
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menores quantidades. Toda a rede de polissacarideos estaria embebida em uma
matriz  péctica, formada principalmente por homogalacturonanas e
ramnogalacturonanas do tipo I (RG-I). Neste aspecto, o modelo apresenta trés
diferentes dominios de interag&o na parede: o primeiro dominio, formado pela rede
celulose-xiloglucana, que estaria embebida em uma matriz de polissacarideos
pécticos, configurando o segundo dominio. O terceiro dominio consiste de
proteinas estruturais.

As paredes do tipo II sdo compostas pelas microfibrilas de celulose,
envolvidas e interconectadas pelas cadeias de glucuronoarabinoxilanas, da
mesma forma como ocorre com a xiloglucana, nas paredes do tipo 1. As pectinas
também encontram-se presentes, formadas pelas cadeias de é&cido
poligalacturénico e ramnogalacturonanana do tipo I (RG-I), com cadeias laterais
podendo ser constituidas por arabinanas, galactanas ou arabinogalactanas. Os
principais polissacarideos presentes na parede primaria de vegetais superiores

s&o destacados a seguir:

a) Xiloglucanas

Dentre os polissacarideos hemicelulésicos comumente encontrados em
paredes primarias, destacam-se as xiloglucanas, presentes tanto em
dicotiledéneas (~20%) gquanto em monocotiledéneas (~2%) (CHAMBAT,
BARNOUD e JOSELEAU, 1984; DARVILL, 1980).

A estrutura basica das xiloglucanas consiste em uma cadeia principal de

unidades de D-glucopiranose ligadas B(1—4), com substituicdes parciais de
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unidades de D-xilopiranose a-ligadas em 0O-6 (Figura 1). Algumas destas
unidades de D-o-xilopiranose sdo substituidas por B-D-galactopiranose em O-2.
Estas, por sua vez, podem ser parcialmente subtituidas por a-L-fucopiranose em

0-2 (BAUER et al., 1973: DARVILL et al, 1980; BUCHANAN, GRUISSEM e
JONES (2000).
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Figura 1. Estrutura quimica parcial de uma xiloglucana de parede primaria. Fonte:

BUCHANAN, GRUISSEM e JONES (2000).

Em um dos poucos exemplos de estudo envolvendo parede priméria de
gimnospermas, ACEBES, MORAL e ZARRA (1993), investigando uma xiloglucana
de hipocétilos de Pinus pinaster, identificaram uma estrutura altamente substituida
(80%) em O-6 da cadeia principal, sugerindo que sua estrutura encontra-se mais

proxima daquelas relatadas para angiospermas dicotiledoneas do que para
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monocotiledéneas, uma vez que as xiloglucanas de dicotiledoneas apresentam
maior grau de substituicdo que as monocotiledoneas (HAYASHI, 1989).
KAKEGAWA, EDASHIGE e ISHIlI (1998), estudando os oligossacarideos de
xiloglucana da gimnosperma Cryptomeria japonica, também observaram um alto
grau de substituicdo da cadeia principal.

Considerando que a parede celular primaria de dicotiledéneas apresenta a
xiloglucana como o principal polissacarideo hemicelulésico, THOMAS et al. (1987)
citaram que a parede primaria de Pseudotsuga menziesii, uma gimnosperma,
apresenta uma predominancia de xiloglucana, sugerindo a hipétese que a parede
primaria desta gimnosperma é similar aquelas de angiospermas dicotileddneas.
Entretanto, MOLLARD et al. (1997), investigando polissacarideos da parede
primaria de células embriogénicas de Pinus caribaea, observaram que as

xiloglucanas constituem apenas uma pequena porgao da parede.

b) Xilanas

As xilanas também sao -constituintes tipicos de paredes primarias,
ocorrendo em maior quantidade em monocotiledéneas que em dicotiledéneas,

constituindo as paredes do tipo II. As estruturas conhecidas consistem em uma
cadeia principal de unidades de D-xilopiranose ligadas p(1—>4). Os pontos de
ramificagbes sdo usualmente encontrados em O-2 (a-D-acido glucurdnico) e O-
2/0-3 (o-L-arabinofuranose) das unidades da cadeia principal. O grau de

substituicdo da cadeia principal por unidades de a-L-arabinofuranose determina o
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grau de solubilidade da molécula e seu potencial em ligar-se a celulose (McNEIL

et al., 1975) (Figura 2).

..C’:,Q "':';.:

Figura 2. Estrutura quimica parcial de uma glucuronoarabinoxilana. Xilose ), Arabinose
(=), acido glucurénico (— ), acido ferulico ( ) Fonte: CARPITA, McCANN

e GRIFFING (1996).

Arabinoxilanas geralmente apresentam-se ligadas a unidades simples de
compostos fendlicos. Dentre estes compostos, o acido ferulico € o mais
frequentemente encontrado, principalmente em espécies de cereais (WILKIE,

1979).

c) Glucanas

As B-glucanas nédo celulésicas (ou glucanas de ligacdo mista) séo

genericamente utilizados para designar D-glucanas ligadas B (1—->3) e B (1>4),
alternadamente. Sdo polimeros notadamente presentes em monocotiledéneas da
familia Poaceae (STINARD e NEVINS, 1980) (Figura 3), compondo as paredes

celulares do tipo 11



Introdugao

O

—>4)B-D-Gle-(1—4)B-D-Gle~(1->3)B-D-Gle-(1-4)B-D-Glc-(1->4)B-D-Gle-(1—4)B-D-Gle-( 1-3)B-D-Gle-

Figura 3. Estrutura quimica parcial de uma B-glucana. Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM e

JONES (2000).

d) Pectinas

Segundo ROBERTS (1990) e KEEGSTRA et al. (1973), os polissacarideos
pécticos estdo entre os polimeros mais complexos conhecidos, sendo
responsaveis por muitas fung¢des fisioldgicas: determinar a porosidade da parede,
promover superficies carregadas que modulam o pH da parede e o balango idnico
e ainda funcionam como moléculas de reconhecimento que sinalizam o
desenvolvimento de resposta a organismos simbiontes, patégenos e insetos.
Estes polissacarideos estruturais compdem cerca de 35% do peso seco de
paredes celulares de angiospermas, sendo também abundantes nas
gimnospermas (VARNER e LIN, 1989). Sdo polissacarideos com alto teor de

unidades &cidas, ocorrem nas paredes primarias como homogalacturonanas
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(Figura 4a),

predominantemente constituidas por unidades de é&cido D-

galacturénico ligadas glicosidicamente o(1—4).
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Figura 4. Estrutura quimica parcial de a) homogalacturonana metil-esterificada; b)

formagdo de uma rede de pectinas envolvendo ligagdes idnicas de regides

nao-esterificadas (COQ") por ions calcio; c) ramnogalacturonana tipo I (RG-I).

Acido galacturénico (— ), Rhamnose (— ) Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM

e JONES (2000).
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As homogalacturonanas séo sujeitas a alteragdes em sua conformagao e em suas
propriedades de ligagées com a parede celular. Muitas das unidades esterificadas
por grupamentos metil durante a biossintese sdo removidos por metil esterases
(MICHELI, 2001), consequentemente aumentando a densidade de cargas e
favorecendo a ligagdo por ions calcio (Figura 4b). Os pectatos de calcio,
caracteristicamente, formam géis que, apds o processo de secagem, apresentam
baixa solubilidade em agua (McNEIL et al., 1984).

A ramnogalacturonana tipo I (RG-I), polissacarideo péctico muito estudado
e de grande ocorréncia dentro das pectinas, € composta por uma cadeia principal
de unidades alternadas de acido D-galacturénico O-2 ligadas e L-ramnose O-4
ligadas (McNEIL, DARVILL e ALBERSHEIM, 1982; THOMAS, DARVILL e
ALBERSHEIM, 1989) (Figura 4c). A tadeia lateral é variavel, podendo apresentar
unidades de D-galactose, L-arabinose e L-fucose.

Cadeias de galactanas sao também encontradas substituindo lateralmente
as RG-I, sendo mais evidente a presengca de galactanas com estrutura Iihear
composta por ligagdes do tipo f(1—4), embora existam registros de galactanas
substituidas em O-6 (EDA e KATO, 1978). Arabinanas lineares ligadas o(1->5)
sdo também frequentemente encontradas substituindo a cadeia principal de RG-I
(DARVILL et al., 1980; ORFILA et al., 2001).

As arabinogalactanas tipo I, principais polissacarideos substituintes das
RG-1, sdo polimeros normalmente soluveis em agua, possuem uma estrutura
principal de unidades de D-galactose ligadas pB(1—4), com substituicbes de L-

arabinose em O-3 (WILKIE, 1979) (Figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica parcial de uma arabinogalactana tipo I. Arabinose (),

Galactose ( )Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM e JONES (2000).

A ramnogalacturonana tipo II € uma pectina de estrutura variavel,
apresentando uma cadeia principal composta de diversos tipos de ligagdes com
diferentes unidades monossacaridicas constituintes (DARVILL, McNEIL e
ALBERSHEIM, 1978). Estas incluem 2-O-metil-fucose, 2-O-metil-xilose, acido

acérico (Figura 6a) e apiose (Figura 6b) (McNEIL et al., 1982).

a) b)
COOH (o) OH
H,C -
3
OH OH OH

Figura 6. Estrutura quimica do acido acérico (a) e apiose (b). Fonte: BRETT e WALDRON

(1990).
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As RG-II estdo presentes em todos os vegetais superiores, principalmente
na forma de um dimero, covalentemente ligado por um diéster borato (ISHII et al.,
1999 e 2001; RIDLEY, O'NEILL e MOHNEN, 2001) nas unidades de apiose de
cada estrutura monomérica (BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000) (Figura 7).
Recentes evidéncias tém sugerido que a presenga do ion boro é essencial para a

manutengédo da arquitetura da parede celular (KOBAYASHI et al., 1999; O’'NEIL et
al., 2001).

Figura 7. Estrutura quimica parcial de uma ramnogalacturonana tipo II. () Apiose;

(=) 2-Metilxilose; (—) Fucose; (—) Acido galacturdnico; (— ) Arabinose;
(=) Acido acérico; (—) Glucose. Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM e JONES

(2000).
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e) Proteinas estruturais

A parede celular possui algumas classes de proteinas estruturais. Segundo
KIELISZEWSKI e LAMPORT (1987), conceitualmente, existem trés planos de
orientagdao dos componentes da parede celular do tipo I: o arranjo das microfibrilas
no eixo transversal; ligagbes cruzadas por moléculas de xiloglucana no eixo
Iongitudinal e ligagbes cruzadas das microfibrilas pelas proteinas estruturais,
orientadas radialmente.

Dentre as proteinas estruturais, a mais estudada em gimnospermas é a
familia das glicoproteinas ricas em hidroxiprolina (“hidroxiproline-rich glicoproteins”
- HRGP’s) genericamente denominadas de extensinas (O’'NEIL e SELVENDRAN,
1980; McNEIL et al., 1984; FONG et al., 1992; FOSKET, 1994). Sao as proteinas
que ocorrem em maior quantidade na parede celular. Devido ao alto contetdo de
lisina, apresentam carater basico (ponto isoelétrico em torno de 10).

Os residuos de hidroxiprolina sao tipicamente glicosilados com um a quatro
unidades de arabinose, possuindo estruturas repetitivas assumindo, de maneira
geral, uma estrutura helicoidal, como bastdes flexiveis (VARNER e LIN, 1989).
Sao comumente associados a células de cambio, parénquima de floema e varios
tipos de esclerénquima (TAIZ e ZEIGER, 2002).

Sintetizadas como proteinas soluveis, tornam-se progressivamente
insoltveis na parede devido as ligagdes intermoleculares de residuos de tirosinas
em mondmeros adjacentes, ligacao esta denominada isoditirosina (Figura 8).

KIELISZEWSKI et al. (1992), identificaram uma extensina de gimnosperma

(Pseudotsuga menziesii), ressaltando a presen¢a de dois peptideos com cinco

13



Introdugao

aminoacidos (Hyp-Hyp-Val-Tyr-Lys; Pro-Pro-X-X-Lys), com sua sequéncia
homodloga aquelas tipicamente encontradas em angiospermas, como tomate e
feijdo. Os autores apresentam ainda, uma sequéncia periodica de 45 aminoacidos
para a extensina caracterizada de Pseudotsuga menziesii.

Outros polipeptideos estruturais encontrados em vegetais s&o aqueles ricos
em glicina (“glicine-rich proteins” - GRP’s) e ricos em prolina (“proline-rich proteins”
- PRP’s), ambos frequentemente encontrados no xilema e, consequentemente,
associados a parede celular em estadio final de diferenciacéo (TAIZ e ZEIGER,
2002). Podem ainda apresentar diferentes graus de glicosilagdo, conforme

mostrado na Figura 8 (BUCHANAN, GRUISSEM e JONES, 2000).

HGRP de milho (rica em treonina)
(moderada glicosilacdo)

PRP de soja (proteina rica em prolina)
(baixa glicosilagao)

GRP de milho (rica em glicina)
(nenhuma glicosilagéo)

Figura 8. Estruturas propostas para porgdes de proteinas estruturais de paredes

primarias de diversas espécies. Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM e JONES (2000)
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Além das proteinas estruturais, existe uma outra classe de proteinas
denominadas arabinogalactanas-proteinas (“arabinogalactan proteins” - AGP’s),
encontradas nas membranas celulares e matriz extracelular de vegetais
superiores (KREUGER e HOLST, 1993). AGP’s sao consideradas proteoglicanas,
sendo constituidas por menos de 10% de proteinas e mais de 90% de
carboidratos (KREUGER e HOLST, 1996). Apresentam fungdo de adesdo e

sinalizagcao durante a diferenciagao celular (TAIZ e ZEIGER, 2002).

1.2. Parede secundaria

Quando cessa o processo de expansao celular, em muitas células vegetais,
ocorre a sintese de uma parede secundaria (EMONS e MULDER, 2000), que
representa uma evolugdo adaptativa das plantas as suas necessidades de
competir pela luz (JARVIS e McCANN, 2000). A parede secundaria € uma
espessa camada depositada sobre a parede primaria, consistindo de uma camada
externa (S1), camada média (S2) e uma camada interna (S3), cada qual com uma
orientagao propria das microfibrilas de celulose (FENGEL e WEGENER, 1989;
HIGUCHI, 1997; SJIOSTROM, 1993).

Iniciada no momento em que cessa a expansao da parede celular primaria
(COSGROVE, 2001), a parede secundaria deposita-se na forma de um cilindro,
em torno da parede primaria pré-existente (EMONS e MULDER, 1998). Compoe
cerca de 90% da parede celular em espessura (SJOSTROM, 1993) (Figura 9),
sendo majoritariamente constituida pelas microfibrilas de celulose, entre as quais

encontram-se localizadas porgdes de lignina e hemiceluloses (SJOSTROM, 1993).
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Figura 9. Fotografias da parede celular de coniferas evidenciando a) o aspecto geral da
madeira de Pinus nigra; b) anatomia dos traquedides axiais e c) diferenciagédo
das paredes primaria e secundaria. M, lamela média; P, parede primaria; S1,
S2 e S3, camadas da parede secundaria. Fontes: a) e b) PLOMION, LEPREVOT

e STOKES, 2001; c) SJOSTROM, 1993.

Considerando que os aspectos anatémicos (BURGER e RICHTER, 1992;
SJOSTROM, 1993) e constitutivos (FENGEL e WEGENER, 1989) entre espécies
de gimnospermas e angiospermas séo distintos, com relagéo ao tamanho, forma,
estrutura da parede, textura e composigéo (MELLEROWICZ, 2001), a formag&o da
parede secundaria deve ser dirigida pela expressdo coordenada de numerosos
genes, especificamente envolvidos com as enzimas responsaveis pela

biossintese, interagdo e deposigdo de hemiceluloses, ligninas e pectinas, para os
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diferentes grupos vegetais (MELLEROWICZ, 2001; PLOMION, LEPREVOST e
STOKES, 2001; TURNER, TAYLOR e JONES, 2001).

As principais hemiceluloses da parede secundaria de gimnospermas séo
galactoglucomananas e menores quantidades de arabinoxilanas acidas
(SJOSTROM, 1993), enquanto as angiospermas apresentam majoritariamente

xilanas &cidas (REICHER, CORREA e GORIN, 1984; TIMELL, 1964).

a) O-Acetil-galactoglucomanana (GGM)

Nas espécies de gimnospermas, sao hemiceluloses que apresentam uma
cadeia principal de unidades de manose e glucose alternadas ligadas p (1-—54),
eventualmente substituidas por galactose o (1—56) e grupos O-acetil nas posicoes
0-2 e/ou 0-3 das unidades de manose (FENGEL e WEGENER, 1989) (Figura 10).
A razdo Man:Glc:Gal (3:1:0,1) é geraimente encontrada, podendo, no entanto,
variar de acordo com a espécie e o método extrativo utilizado (FENGEL e

WEGENER, 1989).

o Y] HOCH L M HIXH " HO HOMH L 33
i 0 o 0 . 5 o 3. -
HOCh (&) - ke HOCH " O a5 i e HOTH

Figura 10. Estrutura quimica parcial de uma O-acetil-galactoglucomanana de
gimnosperma. Manose (— ), Glucose ( ) e Galactose (— ) Fonte:

BUCHANAN, GRUISSEM e JONES (2000).
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Trabalhos sobre a elucidagéo estrutural de glucomananas de parede de
gimnospermas tiveram grande evidéncia a partir da década de 60 (CROON e
LINDBERG, 1958; MEIER, 1965, TYMINSKI e TIMELL, 1960; KOOIMAN e
ADAMS, 1961). Em algumas publicagdes mais recentes, técnicas mais modernas
para determinagdo da estrutura fina, como RMN (KUBACKOVA, KARACSONYI e
BILISICS, 1992; HAZENDONK et al., 1996; CAPEK et al. 2000) e FTIR

(ZANUTTINI, CITRONI e MARTINEZ, 1998) foram utilizadas.

b) Arabino-4-O-metilglucuronoxilana (AGX)

Em gimnospermas, as AGX sdo constituidas por uma cadeia principal de
unidades de xilopiranose ligadas pB(1—»>4), substituidas por o(1-53)
arabinofuranose e acido 4-O-metilglucurénico ligadas a(1—>2) (Figura 11). Em
angiospermas dicotileddneas as unidades de xilopiranose s&o substituidas n&o

mais por arabinose, mas por grupos acetil nas posigdes 0-2 ou O-3, ou ainda em

menor quantidade, substituicées em 0-2,3 (CARPITA e WHITTERN, 1986).

=
L]
-

Figura 11. Estrutura quimica parcial de uma arabino-4-O-metilglucuronoxilana de
gimnosperma. Xilose (—), Arabinose (=), acido 4-O-metilglucurénico

(—), Fonte: BUCHANAN, GRUISSEM e JONES (2000).
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As hemiceluloses de madeiras de angiospermas também possuem uma
similaridade em torno da composi¢ao e estrutura. Diferem substancialmente, no
entanto, daquelas encontradas em gimnospermas. Estas ultimas sao constituidas
basicamente por 4-O-metil glucuronoxilanas (cerca de 30% em massa seca de
madeira), com percentuais inferiores de outros polissacarideos. (FENGEL e
WEGENER, 1989; PULS e SCHUSEIL, 1993; SJOSTROM, 1993; TIMELL, 1964,
TIMELL, 1965b). Em xilema de Mimosa scabrella, uma angiosperma
dicotiledénea, a ocorréncia de grupos O-acetil na cadeia de xilana indicou
substituicdes em 0-2 (14%), O-3 (16%) e 0-2,3 (5%) (REICHER, CORREA e
GORIN, 1984).

Arabinoxilanas acidas sdao também encontradas abundantemente na
parede celular de monocotiledéneas gramineas (CARNACHAN e HARRIS, 2000).
No entanto recentemente uma arabinoxilana neutra foi isolada e caracterizada em
caule de Cladium mariscus, uma monocotileddonea comelindide nao-graminea
(BOCHICCHIO et al., manuscrito em preparacgao).

Considerando os substituintes em AGX, de forma geral, a cada dez
unidades de xilose, cerca de sete sao substituidas por unidades terminais de 4-O-
metilglucurdnico, enquanto que uma unidade terminal de arabinose ocorre a cada
oito ou nove unidades de xilose (FENGEL e WEGENER, 1989; PULS e
SCHUSEIL, 1993). Em hemiceluloses de xilemas, a presenga de grupamentos 4-
O-metii em unidades de 4acidos urbnicos € praticamente total. Em
monocotiledéneas, como acontece na maioria das espécies, os acidos urdnicos
ndo apresentam grupos O-metil ligados (CARPITA, McCANN e GRIFFING, 1996;

ASPINALL, 1959; CARPITA e WHITTERN, 1986; WILKIE, 1983).
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Arabinoxilanas acidas, em angiospermas monocotiledéneas, diferem
daquelas encontradas em dicotiledéneas. As primeiras sdo formadas por cadeias
de unidades de xilopiranose ligadas  (1—4), substituidas por arabinofuranose a
(1-3) efou o (1—>2) e acido glucurénico ligadas a (1—>2).

Assim como observado para os estudos envolvendo GGM, grande parte
dos trabalhos envolvendo a elucidagao estrutural das AGX de parede secundaria
de vegetais superiores teve seu inicio no final da década de 50, a partir da
descoberta e aperfeicoamento dos métodos quimicos de analise. Em antigos
trabalhos com madeiras de coniferas, os estudos de hemiceluloses dos géneros
Picea, Gingko, Larix, Picea, Pinus, Thuja e Tsuga evidenciaram uma similaridade
em torno de suas estruturas quimicas. Todas as espécies dos géneros estudados
apresentaram, como principal hemicelulose, O-acetil-galactoglucomananas e em
menores quantidades, arabino-4-O-metilglucuronoxilanas, com diferentes razées
entre os monossacarideos constituintes (ADAMS, 1965a; ASPINALL, 1959;
CROON e LINDBERG, 1958; DUTTON e HUNT, 1960; KOOIMAN e ADAMS,
1961; TYMINSKI e TIMELL, 1960). Outros trabalhos que se seguiram
demonstraram o mesmo perfil estrutural, como no estudo da madeira de Abies
amabilis (SCHWARZ e TIMELL, 1963) e Picea engelmanni (MILLS e TIMELL,
1963).

Embora as gimnospermas apresentem maiores quantidades de GGM em
relacao as AGX, foi observado em Podocarpus lambertii, uma gimnosperma nativa
e abundante do sul do Brasil, que as quantidades de GGM e AGX sao muito

similares (BOCHICCHIO, 1999). Isto pode ser devido as caracteristicas
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morfolégicas peculiares da espécie (KELCH, 1998), que sugerem uma
aproximacao evolutiva em relagdo as angiospermas, por exemplo, pela presenga
do epimacio, pseudofruto carnoso comparado a um perianto ou um segundo
integumento do 6vulo de uma gimnosperma (TOMLINSON, 1992). Aliado aos
estudos de taxonomia classica, estes resultados contribuem com uma avaliagéo
quimiotaxonémica em torno da classificagdo do género Podocarpus.

Um estudo comparativo entre Araucaria angustifolia, a mais representativa
gimnosperma brasileira e que apresenta caracteristicas tipicas deste grupo
vegetal, com espécies do género Podocarpus, poderdo fornecer importantes
informagdes sobre a distribuicado das hemiceluloses na parede secundaria destes

vegetais.

1.3. Gimnospermas nativas

a) Araucaria angustifolia

O género Araucaria pertence a divisdo Pinophyta (antiga Gymnospermae),
Ordem Coniferales e familia Araucariaceae (JOLY, 1991). Dentre as poucas
espécies de gimnospermas nativas do Brasil, Araucaria angustifolia (pinheiro-do-
Parana) é a mais representativa, caracterizando o tipo de formagéao fitogeografica
Floresta Ombréfila Mista (GOLFARI, 1971; CARVALHO, 1994). Espécie que
habita os solos brasileiros desde a Era Mesozdica (cerca de 200 milhées de anos),

atualmente habita preferencialmente os Estados do Parana, Santa Catarina e Rio
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Grande do Sul, com pequenas areas de ocorréncia no sul de Sao Paulo até o sul
de Minas Gerais, nas regides mais elevadas.

Planta didica de 20-50 m de aitura, com tronco retilineo, de 90-180 cm de
diametro. Folhas coriaceas, de 3-6 cm de comprimento. A arvore jovem possui
forma piramidal e bem diferente da adulta, apresentada na Figura 12. Floresce nos
meses de setembro-outubro e a maturagdo dos frutos ocorre nos meses de abril-
maio (LORENZI, 1992).

Com massa especifica considerada média (0,50 a 0,61 g/cm®) (PEREIRA e
MAINIERI, 1957), a madeira de Araucaria angustifolia pode ser utilizada para
construgbes em geral, de alta qualidade, méveis, laminados, guarnicbes e
compensados, entre outros inimeros empregos. O pinheiro-do-Parana, sob a
forma de madeira serrada e laminada foi, por um longo periodo, um dos produtos
mais importantes na exportagdo brasileira. Fornece celulose de fibra longa,
rendendo papel de alta qualidade (CARVALHO, 1994). Em funcdo de sua
excelente qualidade, durante décadas sofreu intensa e indiscriminada exploragao,
sendo atualmente uma espécie protegida e amplamente estudada na
conservagao, manejo florestal e recuperacao de areas degradadas. No entanto,
pesquisas da madeira desta espécie representativa do sul do Brasil ainda

necessitam de investigagoes.
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b) Podocarpus sp.

As espécies da familia Podocarpaceae sao, morfologicamente e
ecologicamente, a mais diversa de todas as coniferas (KELCH, 1998).
Apresentam caracteristicas incomuns as gimnospermas, como a formacgdo do
epimacio, um envoltério carnoso unido ao cone (JOLY, 1991) ou estrutura de
suporte do 6vulo (KELCH, 1998), caracteristica que provoca, ha varios anos,
controvérsias em torno de seu processo evolutivo dentro das gimnospermas e sua
real classificagdo botanica. FLORIN (1954) interpreta o cone como sendo
homblogo a escala ovulifera de outras coniferas, como da familia Pinaceae. No
entanto, Podocarpus langa uma controvérsia, quando se considera o epimacio
como um segundo integumento do 6vulo de angiospermas (KELCH, 1998;
TOMLINSON, 1992).

O género Podocarpus € um representante da familia Podocarpaceae,
ordem Coniferales e divisdo gimnosperma (JOLY, 1991). Dentre as oito espécies
encontradas no Brasil, Podocarpus lambertii € a de maior ocorréncia (Figura 5),
sendo que no Parana, aparece de forma dispersa, formando macigos puros, com
elevado nimero de individuos por unidade de area (INOUE, RODERJAN e
KUNIYOSHI, 1984; MAINIERI e PIRES, 1973). P. Iamberti habita
preferencialmente a Floresta Ombréfila Mista (Floresta com Araucéria), nas
formagdes Aluvial (galeria), Montana e Alto-Montana. E encontrada também na
Floresta Estacional Decidual Montana, na regido central da Bahia, nos Campos

rupestres ou de altitude e na Estepe Gramineo-Lenhosa, onde se da o inicio da
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formacdo dos capdes de mata (CARVALHO, 1994; INOUE, RODERJAN e
KUNIYOSHI 1984).

Outra espécie do género, nativa do Estado do Parana & Podocarpus
selowii, porém com ocorréncia bastante reduzida quando comparada com P.
lambertii. Esta se encontra na Floresta Ombréfila Densa (Floresta Atlantica) e na
Floresta Amazoénica (JOLY, 1991; MAINIERI e PIRES, 1973). As caracteristicas
morfolégicas e reprodutivas de P. selowii sdo muito semelhantes a P. lambertii,
exceto a dimensédo foliar, que atinge de 5-9 cm de comprimento (MAINIERI e

PIRES, 1973).

Figura 12. Fotografia de a) Araucaria angustifolia e b) Podocarpus lambertii. Fonte:

LORENZI, 1992.
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1.4. Justificativas

O estudo da estrutura fina de parede primaria e secundaria de
gimnospermas contemplam uma lacuna de muitos anos de pesquisa, visto que
todos os modelos de arquitetura da parede celular de vegetais associam-se a
espécies de angiospermas mono e dicotileddneas.

A parede primaria, com sua extraordinaria capacidade de expanséo e,
portanto, constante modificdo de sua complexa composi¢ao polimérica, determina
um enorme desafio no entendimento deste dinamico processo da formacao da
parede celular.

A parede secundaria foi originada durante o processo evolutivo para
fornecer resisiténcia a parede celular de vegetais que investem em altura, na
busca de Iluminosidade, apresentando enorme diversidade de estruturas
anatdmicas associadas aos diferentes grupos vegetais. Os estudos das estruturas
quimicas de polissacarideos da parede secundaria de gimnospermas ainda
ressentem de maiores investigagdées quanto sua distribuicdo em torno da parede
celular e as possiveis interagdes moleculares referentes a estes polissacarideos.

O presente estudo podera contribuir, futuramente, com o entendimento das
relagbes associadas com as mudancas dinamicas ocorridas na parede celular
primaria e secundaria, além de determinar a estrutura fina dos polissacarideos de

gimnospermas.
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Objetivos

Objetivos gerais

Investigar as estruturas dos principais polissacarideos da parede primaria e
secundaria de Araucaria angustifolia, observar possiveis interagdes moleculares,
avaliar as modificagbes destes componentes durante a formagdo da parede
celular e comparar seus aspectos estruturais com outras gimnospermas nativas,

Podocarpus lambertii e Podocarpus selowii.

Objetivos especificos

e Extrair pectinas e hemiceluloses a partir de tecidos jovens de Araucaria
angustifolia e determinar suas composi¢gées monossacaridicas.

e Extrair sequencialmente hemiceluloses do xilema de Araucaria angustifolia e
Podocarpus lambertii e determinar suas composi¢cdes monossacaridicas.

o Purificar as fragbes principais de parede primaria e secundaria, utilizando
métodos quimicos e cromatograficos.

e Caracterizar estruturalmente as fragbes principais da parede primaria e
secundaria.

¢ Analisar comparativamente os resultados obtidos de Araucaria angustifolia com
os observados em Podocarpus lambertii e Podocarpus selowi.

e Analisar e discutir as alteragbes na composicédo e estrutura dos componentes
da parede primaria durante o desenvolvimento celular, a partir das analises de
polissacarideos e oligossacarideos das plantulas e ensaios preliminares com

células cultivadas de Araucaria angustifolia.
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Materiais e Métodos

3.1. Obtencao do material de parede primaria

@) Plantio convencional

- Germinagao das sementes de A. angustifolia

Lotes de sementes de Araucaria angustifolia foram obtidos junto 2 empresa
Agropastoril Novo Horizonte, municipio de Coronel Domingues Soares/PR. Cerca
de 600 sementes selecionadas (maiores de 5 cm) foram submetidas & desinfecgao
por imersdo em fungicida BENLATE 0,5% (m/v) por 2 horas.

Ap6s a esterilizagdo, as sementes foram estocadas em saco plastico
fechado e escuro, de onde permaneceram até o inicio da germinacao
(aproximadamente 20 dias). As sementes germinadas foram transplantadas para
recipientes plasticos individuais, contendo terra preta (sem adubo) como substrato
e mantidas a temperaturas entre 18-23°C, sob sombreamento, durante

aproximadamente 60 dias.

b) Cuitivo de células

Células de Araucaria angustifolia foram inicialmente induzidas a
embriogénese somatica. A massa total de calos, cultivada durante 25 meses, foi
entdo transferida para suspensdo contendo meio de cultura BM (GUPTA e
PULMANN, 1991). Duas suspensdes foram realizadas, na auséncia e presenga de
meio suplementado com reguladores de crescimento acido diclorofenoxiacético

(2,4-D) (2,5 pmol/L), cinetina (Kin) (9,3 pmol/L) e benzilaminopurina (BAP) (12
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pmol/L) (ASTARITA e GUERRA, 1999; ASTARITA e GUERRA, 2000). A cultura de
células em suspenséo foi mantida sob agitagao (1 rpm), a 25°C, durante 30 dias,
em ambiente escuro.

Aliquotas da suspensao (1 mL) foram retiradas a cada dois dias, iniciando-
se no primeiro dia de suspensdo até o trigésimo dia, sendo cada aliquota
acondicionada em tubo fechado e imediatamente congelada. Seguiu-se diélise
contra agua destilada durante trés dias, secagem em um speedvac (SAVANT
SPEEDVAC PLUS SC 210A). O material seco foi entdo submetido a hidrélise de
Saeman (descrito no item 3.7.).

Todos os experimentos envolvendo o cultivo de células de A. angustifolia
foram desenvolvidos no Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética,

do Setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina.

3.2. Obtencao do material de parede secundaria

- Araucaria angustifolia - Uma arvore de dez anos de idade e aspectos
morfologicos adequados para a espécie foi obtida a partir de reflorestamento da
empresa Agropastorii Novo Horizonte, municipio de Coronel Domingues
Soares/PR. Uma sec¢do de 50 cm de altura, a partir da base, foi utilizada como
fonte de material de parede secundaria.

- Podocarpus - Uma arvore de Podocarpus lambertii de oito anos de idade e

aspectos morfologicos adequados para a espécie foi abatida junto a area
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localizada no municipio de Bocaitiva do Sul, regido metropolitana de Curitiba, local
onde s&o encontrados macigos de pinheiro-bravo.

Uma arvore de Podocarpus selowii com cerca de cinco anos de idade foi
obtida na regido da Serra do Mar. Ambas as espécies de Podocarpus foram
identificadas pelo Engenheiro Florestal Carlos Velozzo Roderjan.

Para as trés espécies, seg¢des inferiores do tronco (0-50 cm a partir da
base) foram selecionadas como fonte de parede secundaria.

A secao de madeira de cada espécie foi previamente seca e moida em moinho
WILLEY a 200 mesh, sendo em seguida submetida a deslipidificagdo com
tolueno:EtOH (2:1, v/v), em aparelho Soxhlet por 48 horas. Os solventes foram

posteriormente evaporados em capela.

3.3. Obtencgao de polissacarideos de parede primaria

Foram selecionadas 385 mudas (escolhidas pelo aspecto geral e
regularidade do caule), as quais foram submetidas a remog&o de suas folhas e
raizes. Cada caule foi segmentado em porgdes superior (S; 0-1 cm a partir do
topo), médio (M; 1-5 cm) e inferior (I, 5-15 cm). Rapidamente, os caules
segmentados foram cortados em pedagos menores e imediatamente submetidos a
inativag@o enzimatica com MeOH:HO (4:1, v/v), sob refluxo, durante 5 minutos
(Fluxograma 1). Este tratamento também favorece a extracao de oligossacarideos
provenientes de seiva. Os materiais foram secos, moidos em moinho WILEY e em
seguida submetidos a despigmentagdo com EtOH, em Soxhlet, durante 72 horas.
Posteriormente, procedeu-se a deslipidificagdo com tolueno:EtOH (2:1, viv), em

Soxhlet durante 48 horas. Os solventes foram evaporados em capela.
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Os materiais secos renderam 3,30 g para a porgao superior (S), 8,25 g para

a porgéao média (M) e 15,51 g para a porgéo inferior dos caules (I)

385 amostras
A. angustifolia

MeOHH,; 0O
(4:1, viv), refluxo

Residuo Extrato metandlico

Moagem (200 mesh)

Material
EtOH 95%(v/v), Soxhlet

Residuo Extrato etanélico
Tolueno:EtOH
(2:1, viv), Soxhlet

Material de parede Extratolipidico
(MPP)

Fluxograma 1. Obtencdo de material de parede primaria (MPP), a partir de plantulas de

A. angustifolia.

Os materiais de parede primaria (S, M e I) foram submetidos simultaneamente

a etapas sequenciais de extragtes, conforme apresentado no Fluxograma II:
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Material de parede primaria (MPP)

Agua, 28°C, 4h

curao |

péctico 3
\l/ Residuo
MPP1 Na,CO, 0,1mol/L, 8h, 268°C, NapH
ie’,‘z::; Residuo
I KOH 0,25mol/L, 4h, 28°C, N, , NaBH,
M didlise Extrato Residuo
Extrato | hemicelulésico KOH 0,5mol/L, 4h, 28°C,
hemicelulésico MPP2 N,, NaBH,
\1/ (insoldvel ) \]/ [ |
MPP4 N gxtﬁtP ) Residuo
MPP3 emicelulosico KOH 1,5moliL, 4h, 28°C, N;; NaBH,
(soliivel ) \L
MPP5 Extrato Residuo

hemicelulésico
KOH 2 moliL, 4h, 28°C, N,; NaBH,

| L

MPP6 Extrato Residuo
hemicelulésico KOH 4moliL, 4h, 28°C,
\l/ N,, NaBH,
MPP7 Extrato Residuo
hemicelulésico NaOH 1moliL, 4h, 28°C,
\l/ N,, NaBH,
MPP8
Extrato Residuo
hemicelulésico
NaOH 4mol/L, 4h,
\l/ 28°C, N, NaBH,
MPP9
Extrato Residuo

hemicelulésico

MPP10

Fluxograma II. Obtengdo de polissacarideos do material de parede primaria (MPP), a
partir de plantulas de A. angustifolia.

As solugdes hemicelulésicas alcalinas foram neutralizadas com acido
acético a pH 5, dialisadas contra agua corrente para eliminagéo do sal (48 horas),
seguidas de redugdo do volume para cerca de 10 mL. Aproximadamente quatro

volumes de etanol foram utilizados para precipitar os polissacarideos. O contetido
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foi centrifugado, lavado novamente com excesso de EtOH, centrifugado e seco em

estufa a vacuo.
3.4. Obtengédo de polissacarideos de parede secundaria

As amostras de madeira de A. angustifolia e P. lambertii, livres de extrativos
lipidicos e pigmentos, foram inicialmente extraidas com agua (extrato péctico),
seguindo-se por DMSO (extrato DMSQO). Os residuos da extragdo com DMSO
foram submetidos ao processo de deslignificagdo modificada do método descrito
por TIMELL (1965), desenvolvida durante a tese de Mestrado do mesmo autor
(BOCHICCHIO, 1999). As proporgdes de reagentes utilizadas na deslignificagao
foram calculadas em relagéo a 30 g de material. Desta maneira, o material moido,
juntamente com 490 mL de &gua destilada foi adicionado em um kitasato, sob
aquecimento (65°C). Adicionou-se ao sistema 3,5 mL de acido acético glacial e
24,5 mL de clorito de sédio 40% m/v, aplicando-se vacuo imediatamente.

Ao término desta extragdo, os residuos provenientes do processo de
deslignificacdo, obtidos das duas espécies, contendo celulose e hemicelulose
(holocelulose), foram filtrados e lavados com etanol 85% fervente.

As holoceluloses resultantes de A. angustifolia e P. lambertii, bem como o
material ndo tratado de P. selowii, foram submetidas a protocolos de extragées
especificos:

Araucaria angustifolia - Tratamentos alcalinos com KOH (0,25; 0,5; 1,2 e 4

mol/L) e NaOH (1 e 4 mol/L), conforme apresentado no Fluxograma II1.
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Madeira moida

I Tolueno:etanol (2:1)

Extrato Residuo
lipidico agua, 25°C; 4h

Extratopéctico Residuo
DMSO, 14 dias, 28°C

Residuo
Extrato DMSO ‘ Deslignificagdo (cloritode sédio-acido acético)
Residuo

KOH 0,25 moliL, T.A; 4h; Nz; NaBH,
Extratohemicelulésico  Residuo
¢ ] KOH 0,5 moliL, TA; 4h; N; NaBH,
A6 ' |

Extratoclorito I

Extratohemicelulésico Residuo

KOH 1 moliL, T.A; 4 h, Nz; NaBH,
A-7 | }

Extrato hemiceluldsico Residuo
| KOH 2moliL, T.A; 4 h, N; NaBH,

A8 | ]
Extratohemiceluldsico Residuo
| KOH 4 mol/L, T.A; 4 h, N,; NaBH,
Ao | |
Extratohemicelulésico  Residuo
NaOH 1moV/L, T.A.
‘ 4 h, Ny; NaBH,
A-10 ’ ' I
Extratohemiceluldsico Residuo
NaOH 4 mol/L; T.A
4h, Ny NaBH,

A-11 ‘ . I
Extratohemicelulésico ~ Residuo
final
A-12
Fluxograma III. Extracdes sequenciais de material de parede secundéria, em xilema de

A. angustifolia.
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Podocarpus lambertii — Extracao inicial com KOH 1 mol/L, resultando na fragdo
KOHM1a, conforme obtido em trabalho desenvolvido pelo autor durante a tese de
Mestrado (BOCHICCHIO, 1999).

Podocarpus selowii - Cerca de 30 g de material foram diretamente submetidos a
extracao aquosa e DMSO, seguido por uma extragdo alcaiina com KOH 1 mol/L,

resultando na fragéo PS.

3.5. Monitoramento de formagao da parede celular em plantulas de A.

angustifolia

a. Microscopia optica

Foram selecionados 12 caules de mudas, com idade aproximada de 80 dias
e retiradas todas as folhas e raizes. Cortes transversais de aproximadamente 0,5
cm foram realizados nas porgdes superior (a partir do topo), média (1cm a partir
do topo) e inferior (5 cm a partir do topo). Os segmentos de caule foram mantidos
em EtOH 70% v/v e entdo submetidos a completa desidratagdo (EtOH absoluto) e
fixados de acordo com o método de Karnovski (KARNOVSKI, 1965), utilizando
infiltragao e polimerizagéo (KIT JB4) e por fim inseridos em historesina (FEDER e
O'BRIEN, 1968). Os blocos resultantes foram cuidadosamente laminados em
se¢bes transversais de 7pm, em micrétomo OLYMPUS CUT 4055 e entdo
transferidos para {aminas de vidro. As laminas coradas com azul de toluidina
(SAKAI, 1973), (Fluxograma IV) foram fotografadas em aumentos de 10, 40 e 100

vezes.
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Cortes transversais

Fixag#o (método Karnovski)

- paraformaldeido 4%

- glutaraldeido 2%

- tampé&o fosfato de s6dio mono e dibasico 0,1mol/L
- armazenamento alcool 70%

Material fixado

Inclusio em historesina

- desidratagfo (alcool 100%)

- parainfiltragio (resina liquida)

- infiltrag8o (resina liquida e ativador em pd; Kit JB4)
- polimerizagdo (Kit JB4)

Blocos

- Cortes em micrétomo 7pum
- corante azul de Toluidina

Laminas de A. angustifolia

Fluxograma IV. Preparo de laminas de Araucaria angustifolia, para microscopia 6ptica.

Todas as andlises referentes a microscopia optica foram realizadas no
Departamento de Botédnica do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade

Federal do Parana.

b. Composigdo monossacaridica

Segoes de cinco plantas a diferentes alturas (a partir topo: 0-1 cm, 1-3 cm,
3-5 cm, 5-7 cm e 7-15 cm) foram obtidas. A seguir foram removidas suas folhas e
raizes e apdés o processo de inativacdo enzimatica e despigmentagdo, os

segmentos foram secos, macerados e submetidos a hidrélise de Saeman (descrito

35



Materiais e Métodos

no item 3.7). Em seguida os produtos foram derivatizados a seus acetatos de

alditéis e entdo analisados por cromatografia gasosa (item 3.7.).

3.6. Analises colorimétricas

Acgucar total — Determinado pelo método fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al.,
1956), usando xilose como padréo, com leitura a 480 nm (pentoses) ou glucose
como padrao, com leitura a 490 nm (hexoses).

Proteinas + compostos fendlicos — O contetido de proteinas e compostos fendlicos
foram determinados pelo método descrito por HARTREE (1972). Para amostras
de parede secundaria foi utilizado acido coniferilico como padrao para fenélicos e
em amostras de parede primaria, soroalbumina bovina como padréao para
proteinas.

Proteinas — A dosagem exclusiva de proteinas, em amostras de parede primaria,
foi realizada pelo método descrito por Peterson (PETERSON, 1977), o qual foi
utilizado apenas para etapa de precipitagdo de proteinas. A etapa colorimétrica foi
substituida pela metodologia de Hartree. As leituras foram realizadas em
comprimento de onda a 650 nm. Soroalbumina bovina foi utilizada como padrao.
Acidos urénicos — Determinados pelo método m-hidroxibifenil (BLUMENKRANTZ e
ASBOE-HANSEN, 1973), usando &acido glucurénico como padrdo e leitura a 520

nm.
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3.7. Determinagdo da composicdo monossacaridica

Cerca de 5 mg de cada frag@o polissacaridica foi utilizada para a hidrélise
acida com TFA 1 mol/L, em tubos hermeticamente fechados, durante 5 horas em
banho de agua fervente (ADAMS, 1965b). A solugdo de TFA foi evaporada em
capela.

Amostras de material bruto, bem como residuos finais de extragdes foram
submetidas a hidrolise de Saeman (SAEMAN et al., 1954). Aproximadamente 5
mg de amostra foram submetidas a um pré-tratamento com HSO4 72% (m/m), em
tubos hermeticamente fechados, durante 1 hora em banho de gelo. Em seguida, a
solugao foi diluida para 8% (m/m) e mantida durante 5 horas em banho fervente,
quando Ba(COs;); foi adicionado ao sistema até atingir pH 5. O sal insoluvel
formado foi filtrado a vacuo.

Os monossacarideos livres obtidos dos diferentes processos de hidrolise
foram reduzidos pela adi¢do de boroidreto de sédio (NaBH,) a pH 10 (WOLFROM
e THOMPSON, 1963a). ApGs duas horas foi adicionada resina catidbnica DOWEX
50W-X 8-H+ para remogéo dos ions Na+ (até pH 5,0). As solugdes foram filtradas
e o solvente evaporado a vacuo. Metanol foi adicionado ao residuo e o borato de
trimetila formado foi evaporado a vacuo.

Os alditois foram acetilados peia adicéo de 0,5 mL de anidrido acético e 0,5
mL de piridina, em tubos vedados, permanecendo durante cerca de 10 horas a
temperatura ambiente (WOLFROM e THOMPSON, 1963b). A reagédo foi
interrompida adicionando-se agua gelada e seguir procedida a extragdo dos

acetatos de alditois, através da adigao de cloroférmio e posterior eliminagao de
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piridina em tratamentos sucessivos com sulfato de cobre (CuSQ4) 5% (m/v) e
agua destilada. Os acetatos de alditéis formados foram submetidos a
cromatografia liquido-gasosa (GLC) para analise da composigdo monossacaridica,
em um comatdgrafo HP 5890 i, coluna capilar DB-225, com detector por
ionizacao de chama (FID) e temperaturas de 250 e 300°C para o injetor e detector,
respectivamente. Nitrogénio foi usado como gas de arraste a 2 mU/min. A

guantificagéo dos picos foi obtida por integrador HP acoplado ao cromatégrafo.

3.8. Analise de homogeneidade e determinagdo de massa molecular

Amostras foram analisadas em HPLC acoplado a espalhamento de luz
(HPSEC-MALLS), utilizando bomba WATERS 510 HPLC alimentando quatro
colunas em série, com limites de exclusdo de 1 x 10°, 4 x 10°, 8 x 10* e 5 x 10°.
Detectores por indice de refragéo (RI) e espalhamento de luz (LS) foram utilizados
para as amostras de polissacarideos. O solvente usado foi nitrito de sédio 0,1
mol/L e azida de sbédio 200 ppm dissolvidos em agua milliQ. As amostras

previamente filtradas em membranas MILLIPORE 0,2um foram injetadas em “loop”

de 250 plL, a uma concentragédo de 2 mg/mL e fluxo de 0,6 ml/min, para
determinagdo de homogeneidade. Determinagéo de dn/dc foi realizada por indice
de refragdo, nas concentragdes 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1 mg/mL, com fluxo de 0,1
mbL/min. Todos os experimentos de HPSEC-MALLS foram conduzidos pelo

software ASTRA 4.5.
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3.9. Purificagdo das fragoes polissacaridicas

Pléntulas — Cerca de 200 mg das fragdes MPP1-1, MPP5-1, MPP6-1, MPP7-
I, MPP8-1 e MPP10-1 foram submetidos a cromatografia de troca iénica contendo
gel DEAE-Trysacryl Plus Cl-, em uma coluna de 1,5 x 36,0 cm, com fluxo de
aproximadamente 0,8 mL/min. As fragdes foram eluidas com &dgua e monitoradas
por fenol-acido sulfarico. Os produtos etuidos foram concentrados e precipitados
com EtOH 3 V. Os polissacarideos da fragado MPP1-1 e MPP7-1, retidos na coluna,
foram eluidos com NaCl 0,2 mol/L, submetidos a dialise, concentrados e
precipitados com EtOH 3 V, rendendo as fragbes MPP1-1{0,2M] e MPP7-1[0,2M],
respectivamente. A fragdo MPP1-I foi ainda eluida com NaCl 2 mol/L, resultando
na fragao MPP1-1[2M].

Xilema — Uma solugdo de Ba(OH), 1 mol/L foi preparada. O excesso de
solucdo saturada foi filtrada em algodao e lentamente adicionada a uma solugéo
aquosa da fragcao KOH1a (50 mg) (contendo 10 mg NaBH4) de xilema de P.
fambertii (item 3.4; pag 34), a uma concentragdo de 1 mg/mL. O sistema, sob
agitacao constante, permaneceu durante 30 minutos, a temperatura ambiente. O
material precipitado, separado por centrifugagao, foi descartado e o sobrenadante
foi dialisado durante dois dias, concentrado e precipitado com EtOH 3 V. O
polissacarideo em suspensao foi centrifugado e seco em estufa a vacuo.

Outro procedimento de purificagdo foi realizado utilizando CETAVLON
(SCOTT, 1965). Uma solugao do sal quaternario (500 mg) a uma concentragéo
final de 3 mg/mL, foi adicionada a uma solugéo polissacaridica da fragdo KOH1a

(150 mg), a uma concentragéo final de 10 mg/mL. A solugao foi adicionado

39



Materiais e Métodos

Na>S0O;4, a uma concentracao final de 0,015 mol/L. O polissacarideo precipitado foi
separade por centrifugacdo e dialisado durante 3 dias contra agua corrente. A

solucgéo foi finalmente concentrada, precipitada com EtOH 3 V e seca em estufa a

vacuo.

3.10. Analises de metilagao

a) Método de Haworth

Foram utilizados cerca de 60 mg da fracdgo A-12 (GGM) para o
procedimento de pré-metilagdo, utilizando método de Haworth (HAWORTH, 1915;
HIRST e PERCIVAL, 1960). A amostra foi solubilizada em 10 mL de solugao
NaOH 40% m/fv. Ao sistema foi adicionadc cerca de 5 mg de NaBH;. A seguir
foram acrescentados sucessivamente ao sistema, sob constante agitacédo em
banho de gelo, aliquotas de 0,5 mL de dimetil sulfato em intervalos de 30 minutos,
por sete repeticbes. A reagdo permaneceu durante 12 horas, quando o meio foi
neutralizado com acido acético, em gelo, sendo posteriormente dialisado contra

agua corrente por 72 horas e posteriormente seco a vacuo.

b) Método de Ciucanu

O material parcialmente metilado da fragdo A-12, assim como todas as
outras fragdes submetidas a metilagéo, foram submetidas ao tratamento pelo

método descrito por CIUCANU e KEREK (1984). Adicionou-se a amastra seca 1
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mL de DMSO e apds solubilizagao, cerca de 40 mg de NaOH seco e pulverizado.
Apds 10 minutos de constante agitagdo em vortex, adicionou-se ao meio 0,5 mL
de iodeto de metila (CHj3l), permanecendo em agitagdo por 10 minutos, seguido
pela acidificacdo com adigdo de gelo e gotas de H,SO, (para polissacarideos
acidos) ou AcOH (polissacarideos neutros). Os produtos metilados foram
extraidos do meio com cloroférmio e submetidos a sucessivas lavagens com agua
destilada. A detecgdo de bandas referentes a grupamentos hidroxila e metil nas
amostras secas foram analisadas por espectroscopia de infravermelho, acopladas
a transformada de Fourier (FTIR), em um espectrofotémetro BOMEM HARTMAN
(MB-series), utilizando discos de KBr finamente moidos juntamente com as
amostras (2 mg). As analises compreenderam a faixa entre 400 a 3000 nm.

Os polissacarideos parcialmente metilados foram submetidos a metandlise
utilizando 2 mL de metanol saturado com HCI gasoso, durante 2 horas a 65°C. A
reacao foi interrompida pela adigdo de nitrato de prata (AgoNQO3) até atingir a
neutralidade. O sal insoltivel formado (cloreto de prata) foi separado por filtraggo.
A solugao filtrada contendo o material metanolisado foi submetida a hidrélise acida
com H;SO4 0,5 mol/lL durante 6 horas em banho fervente. A solugdo foi
neutralizada com carbonato de bario BaCOs e filtrada.

Os monossacarideos parcialmente metilados foram analisados em dois
cromatografos a gas: a) VARIAN 3300, acoplado a um espectrometro de massa
FINNIGAN MAT (GC-MS), utilizando coluna capilar DB-225 e DB-210 e hélio
ultrapuro como gas de arraste, com fluxo de 2 mL/min, temperatura do detector a
220°C e integragéo dos picos obtida pelo software ITDS 4.10. e b) cromatografo

VARIAN SATURN 2000R, utilizando as mesmas colunas condigbes de
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temperatura, acoplado a um espectrometro de massa VARIAN SATURN;

integracéo realizada a partir do software GC/MS Workstation 5.41.

3.11. Carboxi-redugao

O processo de carboxi-redugéo foi realizado segundo TAYLOR e CONRAD
(1972). Cerca de 10 mg da fragdo MPP1-I[0,2M] foram dissoividos em 10 mL de
tampao MES (2-[N-morpholine]-ethanosulfonic acid) (0,2 mol/L, pH 4,75), seguido
pela adigdo 5 mg de carbodiimida (CMC). A mistura permaneceu sob agitagdo por
aproximadamente 2 horas, quando foi adicionado ao sistema tampao TRIS (2
mol/L, pH 7,0) até estabilizagdo em pH 7,0. Posteriormente, adicionou-se 1,1 g de
NaBH; para uma concentragdo final de 2 mol/L. A redugdo foi mantida sob
agitacdo, durante 12 horas, quando foi interrompida pela adigao de acido acético
até pH 5,0. O material foi dialisado durante 72 horas, concentrado e liofilizado,

rendendo 3,5 mg de material carboxi-reduzido.

3.12. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressondncia magnética nuclear de carbono treze (°C-
RMN) foram obtidos em aparelho BRUKER AC-400, a 101,6 MHz, acoplado a
transformador de Fourier. As analises foram realizadas em amostras solubilizadas
em agua deuterada (D,0) ou hidréxido de sédio deuterado (NaOD 1%), em tubos
de 5 mm de didmetro e temperatura de analise a 50°C. As concentragdes das

solugbes polissacaridicas variaram de 20 a 40 mg/mL. Os deslocamentos
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quimicos sd0 expressos em ppm. As amostras analisadas foram submetidas a
Benicas monodimensionais de carbono treze (*C-RMN) e proton ('H-RMN),
assim como técnicas bidimensionais (HMQC), de acordo com os requisitos

apresentados pela amostra.

3.13. Oligossacarideos de xiloglucanas obtidos por hidrélise

enzimatica

Duas fragdes de xiloglucana obtidas a partir de extracédo alcalina com KOH
1,5 mol/L, relativas as porgées superior (fragdo MPP6-S[H20]) e inferior (MPP6-
1[H20]) dos caules de A. angustifolia foram submetidas a hidrélise enzimatica para
producdo de oligossacarideos. Uma solugéo de 0,5% (m/v) de xiloglucana, em
tampao acetato de sédio (50 mmol/L pH 5,0) foram incubadas com 200 pl de uma
celulase de Trichoderma viride (Megazyme, 500 U/mL), durante 24 horas a 30°C.
As solugdes de oligossacarideos produzidos foram analisados em um HPLC, com
deteccdo por pulso amperométrico (“HPAEC-PAD; high performance anion
exchange chromatography with pulsed amperometric detection”), com uma coluna
Carbopak PA-100 (Dionex). A separagéo foi realizada em 88 mmol/L NaOH, com
um gradiente finear de acetato de sodio de 35 a 75 mmol/L por 20 minutos seguido
por outro gradiente linear de 75 a 200 mmol/L, durante 50 minutos (0,9 mL/min).
Estes experimentos foram realizados na Segdo de Fisiologia e Bioquimica de

Plantas do Instituto de Botanica de Sao Paulo.
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3.14. Fragmentagdo de massa por Electrospray-MS (ESI-MS)

A amostra de oligossacarideos produzida a partir da fragdo MPP6-1[H20] foi
submetida a uma fragmentacdo de massa, utilizando um Electrospray-MS em um
sistema Finningan MAT - espectrémetro de massa quadrupolo. A amostra
liofilizada contendo 1 mg de oligossacarideos foi dissolvida em 100 uL. de agua e a
temperatura do capilar de 225°C, com fluxo de 10 pL/min. A analise abrangeu um
intervalo entre m/z 300 e 2500 m/z. As analises foram realizadas no Departamento

de Farmacia da Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto.
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4.1. Polissacarideos das plantulas de A. angustifolia

Os polissacarideos de parede primaria podem ser obtidos a partir de
tecidos obtidos por plantio convencional (ACEBES, MORAL e ZARRA, 1993;
ANDREW e LITTLE, 1997; KAKEGAWA et al., 1998; FEMENIA et al., 1999a e b;
VIERHUIS, et al., 2000; OBEL, PORCHIA e SCHELLER, 2002) ou células em
cultura de tecidos (WHITCOMBE et al., 1995, MARUYAMA et al., 1996;
TAKEUCHI et al., 1996; MOLLARD et al., 1997; YEO et al., 1998; THOMPSON e
FRY, 2000; GUNTER e OVODOV, 2002).

A escolha de umas dessas técnicas deve considerar os objetivos,
vantagens e desvantagens apresentadas para cada uma das metodologias. Neste
aspecto, uma grande virtude do cultivo de células é a possibilidade de se obter
material de parede primaria em grandes quantidades. Entretanto, a auséncia de
pressbes ambientais, como as de tensdao e compressdo (JARVIS e McCANN,
2000), sao fatores limitantes no emprego desta técnica no estudo da arquitetura
da parede celular, uma vez que nao representam com fidelidade o estado nativo
de uma célula vegetal. E importante considerar que os mais conceituados
trabalhos envolvendo arquitetura da parede celular foram realizados a partir de
cultura de células, como os modelos descritos por KEEGSTRA et al. (1973) e
CARPITA e GIBEAUT (1993).

Recentes experimentos que avaliaram o crescimento de pléantulas de
Arabidopsis sob ambiente de microgravidade resultaram em um aumento
significativo do elongamento vegetal (SGA et al., 2001), o que foi diretamente

proporcional a elevagdo da sintese de xiloglucana, uma vez que este

45



Resultados e discussao

polissacarideo esta diretamente envolvido no processo de expansido e
elongamento celulares. Por outro lado, trabalhos anteriores mostraram que
exposigoes a macrogravidade inibem a via biossintética dos mesmos (BRETT e
WALDRON, 1990). Estas condigbes ambientais extremas para o crescimento de
um vegetal sugerem que a produgao e disposi¢do dos elementos da parede de
uma célula podem ser intensamente modificadas pela maneira como se obtém o
tecido, apresentando-se muito diferente de seu perfil nativo.

O fornecimento de material de parede primaria via plantio convencional
parece ser a Unica maneira encontrada para solucionar esta questao. Entretanto,
efeitos negativos também sdo observados no emprego desta técnica. Para obter
polissacarideos purificados, diversas etapas de tratamentos quimicos,
principalmente a deslignificagdo, sdo consideradas nocivas a manutengao das
estruturas nativas. Além disso, a contaminagdo por parede secundaria €&
praticamente inevitavel e o baixo rendimento obtido de parede primaria requer o
plantio de centenas de mudas. A Figura 13 mostra algumas vantagens e
desvantagens que as técnicas de cultivo de células e plantio convencional podem

proporcionar.
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* Menor ocorréncia de parede secundaria
* Maior rendimento

» Extragdo facilitada de polissacarideos

* Representativo da natureza?

i Cultivo

Parede Celular Primaria

Plantio

* Maior ocorréncia de parede secundéria
» Menor rendimento

» Extragdo drastica de polissacarideos

» Representativo da natureza!

Figura 13. Esquema das vantagens e desvantagens do emprego do plantio convencional

e cultivo de células para obtencéo de parede celular primaria.

Modelos de parede celular primaria de gimnospermas, assim como o
conhecimento dos mecanismos de expansdao e sintese de polimeros, sao
pobremente explorados. A escassez de trabalhos envolvendo este grupo vegetal
motivou o estudo dos aspectos dindmicos de formacgéo da parede primaria de A.
angustifolia, uma gimnosperma de larga ocorréncia na regido sul do Brasil,
conjugando amostragem por plantio convencional e ensaios preliminares de

cultivo de células desta espécie.

4.1.1. Monitoramento de formacgao da parede celular

Inicialmente, as mudas de Araucaria angustifolia foram mantidas em

ambiente propicio ao seu desenvolvimento, utilizando-se terra como substrato e
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temperaturas entre 18-23°C, além de sombreamento durante todo o dia, onde sao
alcancadas as maiores taxas fotossintéticas (INOUE e TORRES, 1980). As
plantulas formadas serviram como fonte de material de parede primaria (MPP),
conforme descrito em Materiais e Métodos, item 3.3., com o objetivo de minimizar
a presencga de polissacarideos de parede secundaria, que compdem cerca de 90%
da célula de xilema totalmente formada (SJOSTROM, 1993).

A estratégia adotada para detectar a formagao da parede secundaria nos
caules de A. angustifolia baseou-se no tipico modelo de crescimento de um
vegetal. Novas células, produzidas a partir dos meristemas concentram-sé nas
regides externas do caule. A medida que sdo produzidas, as novas células
passam a se localizar externamente aquelas anteriormente formadas, como uma
série de cones sobrepostos uns sobre os outros. Deste modo, células novas
concentram-se nas regides apicais e células maduras nas porgdes basais do
caule.

Assim, diversas plantulas foram submetidas a monitoramentos da formagao
de parede secundaria, através de analises de composi¢doc monossacaridica
(hidr6lise de Saeman) e micrografias do caule, em diferentes alturas de uma
plantula, cujas idades eram de aproximadamente 80 dias.

A formacdo de parede secundaria foi acompanhada pelo aumento dos
teores de manose (monossacarideo controle), resultado da sintese crescente de
glucomananas, conforme ja discutido para o xilema A. angustifolia. A Tabela 1
mostra os teores de manose, bem como dos demais monossacarideos de plantas,
observadas em diferentes intervalos de altura (0-1cm, 1-3 cm, 3-5cm, 5-7cme 7-

15 cm, todos a partir do topo), apos a hidrélise de Saeman.
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Tabela 1. Hidrélise de Saeman das segdes de plantulas de A. angustifoiia.

Secgdes Composicao monossacaridica

(cm) (mol %)*
Rha Fuc Ara Xyl Man Gal
01 43 39 457 116 6.2 32.1
1-3 5.9 2.5 46.2 10.7 7.8 35.3
3-5 6.3 20 40.8 9.9 8.9 321
5-7 4.0 2.0 51.0 75 133 22.0
7-16 4.8 2.0 442 14.3 14.9 23.7

* Glucose foi omitida.

Os resultados obtidos sugerem a formacgdo crescente de polissacarideos
compostos por manose (galactoglucomananas), particularmente entre as alturas 5
a 7 cm, embora os teores sejam ainda muito inferiores aqueles correspondentes a
formacdo completa de parede secundaria, observada por exemplo, em A.
angustifolia (36%) e em outras gimnospermas (~35-40%) (TIMELL, 1964; FENGEL
e WEGENER, 1989). Desta maneira, analisando os resultados de hidrélise
Saeman, foi sugerida a altura ideal de 5 cm dos caules de A. angustifolia para
obtencdo de material de parede priméaria em quantidade significativa.

A fim de tornar consistente as informagdes geradas pela composicao
monossacaridica, monitoramentos por microscopia 6ptica de caules a diferentes
intervalos de altura também foram realizados. Cada caule foi analisado a partir de
cortes transversais dos tercos superior (topo), médio (1 cm) e inferior (5 cm)
(Materiais e Métodos, item 3.5a).

A porcao superior do caule (Figura 14a) mostra, em detalhe, a fase inicial
do processo de mitose em uma célula meristematica. Da mesma forma, a Figura

14b apresenta uma célula em fase final do processo de mitose, sem ainda

49



Resultados e discussédo

apresentar divisdo celular completa. Os aspectos gerais desta porgdo do caule
podem ser melhor visualizados na Figura 14c, onde todas as células apresentam

seus nucleos preservados, indicativos de intensa atividade meristematica e,

consequentemente, presenca exclusiva de parede celular primaria.

Figura 14. Corte transversal da porgdo superior do caule. a) Cromatides em organizacgéo;
aumento 40X. b) Cromatides em fase mitética final; células em diferenciacdo
(1); aumento 40X. c) Aspectos gerais da porgdo superior do caule,
apresentando todos os nucleos preservados; aumento 10X.

Cortes realizados a 1 cm do topo (por¢do média) (Figura 15a) apresentam
menor quantidade de células preservadas, e inumeras células com auséncia de
nucleo e tamanho nitidamente maior, com paredes ainda delgadas, indicativo de
células em processo de expanséo. Pode-se ainda observar a presenca de células
compartimentadas (Figura 15a e b), estrutura caracteristica do género Araucaria
(BAMBER e SUMMERVILLE, 1978) e de fungéo fisiolégica ainda desconhecida,

além de canais resiniferos.
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Figura 15a. a) Corte transversal da por¢ao media do caule (40X), mostrando seus
aspectos gerais, presenga de células compartimentadas (1), algumas células
com nucleo preservado (2); células maiores sem nucleo (3) e canais resiniferos
(4). b) porgdo média do caule mostrando as células compartimentadas, em
detalhe (1) ¢). Detalhe da por¢ao inferior (100X), mostrando células com alto
conteudo celulésico (1); pontoacgdo areolada (2).

E importante observar que a presenca de parede primaria pode ser
confirmada pela coloragao azul intensa, resultante da formagéo de complexo entre
o corante azul de toluidina com os componentes acidos da parede primaria
(pectinas), presentes em grandes quantidades.

Sabendo-se que a deposigdo de parede secundaria ocorre somente quando
cessa o fendmeno de expansdo (COSGROVE, 2001), a Figura 15c mostra em
detalhe, células espessas da porgédo inferior do caule com alto conteudo de
material celuldsico, de coloragédo azul claro, indicativo de grande quantidade de
material de parede secunddria, o qual possui menor conteudo de polimeros
contendo &acidos urdnicos do que a parede primaria. Além disso, a auséncia
completa de células com nucleo preservado e a presengca de pontoagdes

areoladas (fungdo de comunicagdo célula-célula), uma estrutura anatomica
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tipicamente encontrada no xilema, confirmam a maturidade das células nesta
porgao do caule.

Considerando os experimentos de microscopia em conjunto com as
composigdes monossacaridicas, evidéncias indicam que nas porgbes superiores
do caule (1cm, a partir do topo) encontram-se células com grande atividade
meristematica; Nas por¢gdes médias a maior parte das células ja se encontra em
fase de expanséo (1-5 cm) e nas porgdes inferiores dos caules (5-15 cm) ja ocorre
intensa deposicdo de parede secundaria. Desta maneira, cada uma das 385
amostras de A. angustifolia foi segmentada e reunidas em trés porgées, a partir do
topo: superior (1cm; S), média (1-5cm; M) e inferior (5-15 cm; I), como mostrado

na Figura 16.

[ 0-1cm (S)

1-5 cm (M)

15cm <

> 5-15cm (1)

\ )

!

caule

Figura 16. Modelo ilustrativo das porgdes superior (S), média (M) e inferior (I) das

amostras de caules das plantulas de A. angustifolia.
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4.1.2. Extragdo de polissacarideos

As trés porcdes obtidas foram separadas, submetidas seqiiencialmente a
inativagdo enzimatica, moagem, secagem e despigmentacdo, resultando nos
materiais de parede primaria S (porgdo superior), M (por¢do média) e I (porgdo
inferior).

As extragdes de hemiceluloses foram realizadas simultaneamente para as
trés porgdes de material, conforme ilustrado no Fluxograma II (pag. 31), em
Materiais e Métodos. Inicialmente, a extracdo aquosa dos materiais S, M e 1
(fracbes MPP1-S; MPP1-M e MPP1-I) resultaram na extragdo de grande
quantidade de material péctico, confirmado pela presencga de alto contetido de
acidos urdnicos (Tabela II, III e 1V). Entretanto, varios autores citam as solugdes
de CDTA e Na,CO; como extratores ideais de polissacarideos pécticos
(EDASHIGE e ISHIl, 1997; McCANN et al., 1992). O primeiro atuando como
quelante de pectatos de calcio e o segundo extraindo principalmente RG-I
(ZABLACKIS et al.,, 1995). O tratamento direto com Na,CO; provavelmente
permite a extragdo total tanto de homogalacturonanas como de
ramnogalacturonanas.

Desta maneira, o residuo obtido ap6s a extragdo aquosa foi submetido ao
tratamento com Na,COs; 0,1 mol/L. Os extratos obtidos, submetidos a dialise,
apresentaram intensa formacdo de gel, caracteristico da presenga de
homogalacturonanas (ZABLACKIS et al., 1995). Estes produtos resultaram nas
fracbes MPP2-S, MPP2-M e MPP2-I, caracteristicamente insoliveis em agua.

Todas estas fragoes apresentaram teores elevados de acidos urdnicos (~45%). A
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presenga de ramnogalacturonanas também foi observada, principalmente na
fracdo MPP2-S, devido ao teor de ramnose (19,2%), aproximadamente duas
vezes maior que nas fracdes MPP2-M e MPP2-1.

O extrato soluvel apds didlise, do tratamento com Na,CO; resultou nas
fragoes MPP3-S, MPP3-M e MPP3-1, as quais apresentaram redugao no contetido
de acidos urdnicos, aumento nos niveis de arabinogalactanas e de xilanas, este
ultimo observado em maior quantidade na frag&ao superior MPP3-S.

A extragdo seguinte com KOH 0,25 mol/L apresentou os primeiros indicios
de solubilizagédo de xiloglucanas, uma vez que foram observadas as presengas de
fucose e glucose. As concentragbes crescentes de alcali extrairam de maneira
eficiente quantidade cada vez maior de xiloglucanas. Entretanto, em todas as
fragcbes, niveis elevados de pectinas foram encontrados, o que confirma o
envolvimento dos polissacarideos acidos na complexa rede de polissacarideos da
parede celular. Interagbes entre xiloglucanas e pectinas foram investigadas
recentemente em cultura de células de rosa (THOMPSON e FRY, 2000), entre
xiloglucanas, xilanas e pectinas (FEMENIA et al., 1999a), além das interagbes
entre as xiloglucanas com as microfibrilas de celulose (HAYASHI, 1989; CARPITA
e GIBEAUT, 1993).

Concentragdes elevadas de alcali sao relatadas na literatura para a
extracdo de GGM de parede secundaria (CAPEK et al., 2000). De fato, as porgées
inferiores do caule sdo constituidas em grande parte por parede secundaria, como
ja demonstrado pelos ensaios preliminares de teores de manose (hidrélise de

Saeman) e microscopia.
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Tabela II. Composicéo de aglcares neutros, dosagem de acidos urdnicos, proteinas e fendlicos

totais das amostras obtidas da por¢do SUPERIOR dos caules de A. angustifolia.

Fragao Rend.”" | Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal GIc Acido '@ Prot+Fen° Prot®
Q%) uronico’ |
MPP1-S 232 | 98 -~ - 118 60 51 198 34 441 . nd nd
(4gua) i =
MPP2-S 078 (192 -~ - 254 12 - 82 05 454 | nd nd
(Na;COs; insolavel) :
MPP3-S 287 | 85 - 61 340 124 29 123 09 229 17,3 17,8
(Na,COs soliivel)
MPP4-S 118 | 61 16 39 244 117 36 171 126 190 | 254 186
(KOH 0,25 mol/L) §
MPP5-S 484 | 98 14 16 135 95 25 123 31,6 178 | 370 3,2
(KOH 0,5 mol/L) : §
MPP6-S 1,82 | 19 28 - 315 159 1,8 228 115 11,8 | 355 253
(KOH 1,5 mollL)
MPP7-S 0,99 1,8 17 - 305 88 32 148 87 305 | 204 19,6
(KOH 2 mol/L)
MPP8-S 0,72 20 23 - 305 91 71 132 99 257 | 83 8,7
(KOH 4 mol/L)
MPP9-S 060 | 94 - - 434 59 55 130 32 195 | 91 nd
(NaOH 1 moliL)
MPP10-S 0,38 1,3 - -~ 587 74 58 143 21 103 | 51 nd
(NaOH 4 moliL) ' !

! Referente ao material despigmentado e seco
2 Determinagéo pelo método m-hidroxibifenil (BLUMENKRANTZ e ASBOE HANSEN, 1973)
3 Proteinas + fenolicos, determinacéo pelo método de Hartree (HARTREE, 1972)

* Proteinas, determinacgdo pelo método de Peterson (PETERSON, 1977)
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Tabela II1. Composi¢céo de aglucares neutros, dosagem de acidos urénicos, proteinas e fendlicos

totais das amostras obtidas da porgdo MEDIA dos caules de A. angustifalia.

(NaOH 4 mol/lL)

Fracéo Rend’ Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Gic Acido :Prot+tFen’ Prot’
(9%) | uronico’ |
MPP1-M 166 ;60 - - 102 29 7,0 188 72 478 & nd nd
(4gua)
MPP2-M 1,77 195 -~ - 326 21 -~ 104 05 449 i nd nd
(Na;COs insoluvel) § :
MPP3-M 1,94 (138 - 13 220 11,2 45 178 34 259 L 62 7,0
(Na,CO; soliivel) § §
MPP4-M 204 69 10 17 276 92 27 141 109 26,0 33,3 32,4
(KOH 0,25 mol/L)
MPP5-M 224 (86 - 19 260 121 40 145 124 205 | 29,9 24,4
(KOH 0,5 mol/L) §
MPP6-M 570 20 27 - 200 198 62 151 181 16, 35,5 29,6
(KOH 1,5 mol/L)
MPP7-M 240 11 23 - 227 200 92 126 174 147 | 216 21,2
(KOH 2 mol/L) §
MPP8-M 226 :09 15 -~ 299 159 142 96 84 196 | 185 18,0
(KOH 4 mol/L)
MPP9-M 111 {26 - - 439 59 82 104 23 266 | 92 nd
(NaOH 1 moliL) § ;
MPP10-M 061 :14 28 - 216 265 7,6 125 167 109 | 52 nd

! Referente ao material despigmentado e seco

2 Determinacéo pelo método m-hidroxibifenil (BLUMENKRANTZ e ASBOE HANSEN,1973)
3 Proteinas + fendlicos, determinagéo pelo método de Hartree (HARTREE, 1972)

* Proteinas, determinacédo pelo método de Peterson (PETERSON, 1977)
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Tabela IV. Composicdo de agucares neutros, dosagem de acidos urdnicos, proteinas e fendlicos
totais das amostras obtidas da porg¢do INFERIOR dos caules de A. angustifolia.

Fragao Rend’" : Rha Fuc Rib Ara Xyl Man Gal Gic Acido _:Prot+Fen’ Prot’
(@%) uronico® |

MPP1-1 0,60 : 4,1 - - 320 28 41 193 38 338 14,2 12,5

(dgua) 3 §

MPP2-1 2,78

97 - - 31219 06 104 15 44,7 E nd nd
(NazCOs; insoliivel) :

MPP3-1 113 1139 - 20 26,7 84 46 147 29 26,8 5 25,6 241
(Na2CO3 solivel)

MPP4-1 1,81 22,3 08 22 178 78 21 7,8 171 421 36,7 324
{(KOH 0,25 mol/L) : '

MPP5-I 289 |42 09 25 263 104 29 101 242 185 | 426 33,9
(KOH 0,5 moliL) 5 ;
MPP6-I 382 15 42 - 96 31,4 33 115 222 163 | 299 25,3

(KOH 1,5 mollL)

MPP7-1 2,94 14 36 - 11,2 259 88 120 206 16,5 29,3 27,5
(KOH 2 mol/L) ; g

MPP8-I 3,83 § 1,2 30 - 145 27,7 104 11,2 151 16,9 25,6 26,2
(KOH 4 mol/L) '

MPP9-1 1,41 32 14 - 255 23,7 47 123 83 20,9 8,7 nd
(NaOH 1 mol/L) : :

MPP10-I 1,12 o5 05 - 7,3 89 504 63 176 8,5 5 4,9 nd

(NaOH 4 mol/L)

' Referente ao material despigmentado e seco

2 Determinagéo pelo método m-hidroxibifenil (BLUMENKRANTZ e ASBOE HANSEN,1973)
3 Proteinas + fendlicos, determinacao pelo método de Hartree (HARTREE, 1972)

4 Proteinas, determinagao pelo método de Peterson (PETERSON, 1977)
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O tratamento final (NaOH 4 mol/L) da porgao inferior dos caules apresentou
grande quantidade de GGM (fracao MPP10-I; Man:Glc:Gal 2,9:1:0,4).

Foi possivel observar que o mesmo tratamento para a porgao superior dos
caules mostrou a existéncia de arabinanas (fracao MPP10-S). Este material
apresentou baixa solubilidade em agua apdés secagem, o que pode indicar um
baixo grau de ramificagao da molécula.

Altos teores de acidos urdnicos, arabinose e galactose confirmam que as
pectinas sdo encontradas em grandes quantidades para todas as fracgoes,
principalmente em MPP3-S.

As fragdes brutas foram submetidas também a analises dos contetidos de
proteinas e compostos fenodlicos. Considerando que a utilizagdo do meétodo
descrito por HARTREE (1972) para dosagem de proteinas também responde para
a detecgdo de compostos fendlicos, o método descrito por PETERSON (1977),
que elimina a interferéncia de fendlicos, foi empregado neste trabalho. Foi
verificado em todas as fragbes analisadas, que as dosagens pelo método de
Peterson sédo iguais ou pouco superiores as dosagens pelo método de Hartree,
caracterizando, desta maneira, a maior parte da detecgao é referente a presenca

de proteinas.
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4.1.3. Purificagao e elucidagao das principais estruturas

a) Analise da fragao MPP1-1

Eluigdo em agua

A fracdo MPP1-1 foi submetida a uma cromatografia de troca idnica
utilizando-se gel DEAE-Trysacry! CI, com o objetivo de verificar a existéncia de
polissacarideos neutros. Assim, o material (200 mg) foi inicialmente eluido com
agua, resultando na subfragdo MPP1-[[H20] (16 mg). Esta fracdo apresentou
um perfil heterogéneo quando analisado por HPSEC (Figura 17), apesar de a
composicdo monossacaridica mostrar a predominancia de Man (59,1%), Glc
(16,9%) e Gal (10,6%), indicativo da presenca de GGM. Outros monossacarideos
também foram encontrados, como Ara (5,6%), Xyl (8,2) e Rha (0,5%).

0.10

0.00 L L L | N s N N " .
20 40 60 80
Tempo (min)

Figura 17. Perfil de eluigdo (HPSEC) da fragao obtida de plantulas de A. angustifolia por
extracdo aquosa e fracionada por DEAE-Trysacyl (eluicdo aquosa) (fragéo

MPP1-1[H20]).
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A analise desta fragdo por RMN (Figura 18) confirmou a existéncia de uma
cadeia principal composta por unidades manose e glucose pela presenga de doze
sinais caracteristicos, sendo a regido anomérica representada pelos sinais em &

102.99 (B-Glcp) e 5 100.53 (B-Manp) (Tabela V).
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Figura 18. Espectro de RMN da fragdo MPP1-I[H20], apresentando em a) °C-RMN da
regido de 20 a 110 ppm e b) 'H-RMN da regido de 1 a 5 ppm.
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A alta solubilidade desta fragdo pode ser atribuida, em parte, pelos teores
elevados de galactose substituindo a cadeia principal e, principalmente, a
presenga de grupamentos acetil, conforme identificado no espectro de *C-RMN (5
20,73; Figura 18a) e "H (5 1,90; Figura 18b). Grupos O-acetil foram varias vezes
relatados para moléculas de GGM de gimnospermas, quando extraidos em agua

(CROON e LINDBERG, 1958; TYMINSKI e TIMELL, 1960; SCHWARZ e TIMELL
1963; SJIOSTROM, 1993).

Tabela V. Sinais correspondentes aos carbonos da fragao MPP1-[[H20], a partir de

analise por *C-RMN.

Ligacao Deslocamento quimico (ppm)
C-1 C-2 c-3 C4 C-5 Cc-6
B—4)-Manp-(1- 100,53 70,33 71,77 76,88 75,42 61,56
B—4)-Glcp-(1- 102,99 73,41 75,40 78,87 73,42 60,86
Eluicao em NaCli 0,2 mol/L

A fragdo MPP1-I retida na coluna de troca idnica DEAE-Trysacryl CI foi
eluida com concentragées crescentes de NaCl, onde foi verificado que 0,2 mol/L
liberou grande quantidade de material, rendendo uma fragcdo praticamente
homogénea (fragdo MPP1-1[0,2M]; Figura 19). A analise monossacaridica revelou
a presenca de altos teores de galactose (41,9%) e acidos urdnicos (36,5%), além

de menores quantidades e ramnose (8,8%) (Tabela VI).
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Considerando que as RG-I apresentam uma cadeia principal de unidades
alternadas de ramnose e acido galacturénico, numa proporg¢éo de 1:1 (Introducgao;
Figura 4; pag. 9), a presenca de unidades acidas em quantidade muito superior a
de ramnose, observada nesta fragdo, sugere que as ramnogalacturonanas estao

€m menor proporgac guando comparadas as homogalacturonananas.
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Figura 19. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragcdo de pectina MPP1-I[0,2M] de plantulas de

A. angustifolia.

A fracdo MPP1-1[0,2M] foi carboxi-reduzida, a fim de elucidar o tipo de
unidades acidas presentes na fragdo. Desta maneira, a fraggdo MPP1-1[0,2M] foi
comparada com o seu correspondente carboxi-reduzido, conforme apresentado na

Tabela VI.

Tabela VI. Composi¢cdo monossacaridica da fragdo MPP1-1[0,2M] e seu correspondente

carboxi-reduzido.

Fracao ~ Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc AU
MPP1-1[0,2M] 8,8 8,1 3,0 1,3 41,9 11 36,5
Carboxi-reduzido 9,4 - 8,0 4,7 2,1 67,1 3,9 51
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O aumento no teor de galactose na fragdo carboxi-reduzida foi de
aproximadamente 25% em relagdo aos teores obtidos na fragdo original. Estes
resultados confirmam que a fragdo péctica MPP1-1[0,2M] é constituida por acido

galacturdnico.

A partir da caracterizagdo por >C-RMN da fragdo MPP1-1[0,2M], pode-se
observar a presenga de um sinal caracteristico para pectina foi confirmada pelo
sinal em § 175,71 (Figura 20c), referente ao C-6 carboxilico de acidos urdnicos. O
C-1 das unidades acidas foram confirmados pelo sinal & 103,16, possivelmente
referente a cadeia principal de uma homogalacturonana; esta unidade também
pode pertencer a uma RG-I, uma vez que foi identificado um sinal em § 101,27,
referente as unidades de —-4-Rha-a-(1—. Uma galactana deve estar ligada a esta
pectina, ja que foi identificado um sinal proeminente em & 104.22 caracteristico de
unidades de —4-Galp-p-(1— (HAZENDONK et al., 1996). Foi ainda identificado
um sinal em § 99,50, provavelmente uma a-Xylp, cuja localizagdo nado foi
identificada. A existéncia de pectinas ricas em substituigées por galactanas foram
relatadas em vagem de feijao (STOLLE-SMITS et al.,, 1999), folhas de tabaco
(EDA e KATO, 1978) e cultura de células de Linum usitatissimum (GESHI et al.,
2000). Entretanto, galactanas oriundas de parede celular de gimnospermas nao

sao relatadas na literatura.
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Figura 20. Espectros de RMN da fragdo MPP1-1[0,2M]. a) C-RMN da regido de 10 a 110
ppm; b) *C-RMN de C-6 do &cido urdnico; c) >C-RMN da regido anomérica.

Eluicdo em NaCl 2 mol/L

O aumento da concentragéo de sal eluente a 2 mol/L permitiu a obtengao

de um material em pequena quantidade (8 mg) e de perfil praticamente
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homogéneo (Figura 21), rendendo a fracdo MPP1-[[2M]. Sua composigéo
apresentou como monossacarideos principais Rha (13,5%), Ara (37,7%), Gal
(22,0%) e acidos urénicos (21,6%), além da presenca de Xyl (4,7%) e Man (0,5%).
Apesar de ndo ser possivel uma analise mais apurada sobre a natureza deste
polissacarideo, devido a baixa quantidade de material obtido, pode-se considerar
que Rha e acidos urdnicos séc indicativos da presenca de moléculas de RG-1 e
estas possivelmente apresentam-se substituidas por arabinogalactanas,

constituindo uma pectina tipicamente encontra em paredes primarias.
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Figura 21. Perfil de eluigdo (HPSEC) da fragéo de pectina MPP1-I[2M] de plantulas de A.
angustifolia.

b) Analise das fragdes MPP4-1 a MPP10-I

Eluigcdo em agua

Tratamentos sequenciais com KOH e NaOH s&o eficientes na extragdo de
xiloglucana (ROSE e BENNETT, 1999) e GGM de parede secundaria (CAPEK et
al., 2000; BOCHICCHIO, 1999). Entretanto, grande quantidade de material péctico

foi encontrada em todas as fragbes extraidas com alcali. A purificacéo destes
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polissacarideos neutros pode ser obtida com uma cromatografia de troca ionica
(DEAE Trysacryl Cl-). Como os maiores rendimentos foram observados para a
porgéo inferior dos caules em todas as fragbes extraidas com alcali, algumas
delas foram submetidas ao fracionamento por cromatografia (MPP5-I[H20],
MPP6-1[H20], MPP7-1[H20], MPP8-1[H20] e MPP10-1[H20]). Os produtos eluidos
em agua foram submetidos & analise por HPSEC e os resultados s&o
apresentados na Figura 22.

Como é possivel observar, o aumento de concentragdo de alcali utilizado na
obtencéo das fragoes foi eficiente na separacgao de dois polissacarideos principais,
confirmados pelos tempos de retengado (TR) e identificados pelos picos I e II de
cada polissacarideo.

A composi¢do monossacaridica apresentada na Tabela VII sugere que

xiloglucanas estao presentes nas fragdes obtidas em concentragdes mais diluidas

Tabela VII. Composi¢gao monossacaridica das fragbes MPP4-1 [H20] a MPP10-I [H20],
purificadas por DEAE-Trysacryl CI" (eluicdo em agua).

Fracao Rendimento Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc
(9%)*
MPP4-I [H20] 15,6 0,5 3,9 134 17,8 20 18,3 451
MPP5-1 [H20] 18,7 0,6 50 3,6 21,3 1,9 132 544
MPP6-1 [H20] 20,4 0,2 6,3 11 278 66 146 433
MPP7-1 [H20] 16,7 0,4 5,6 0,9 240 191 150 350
MPP8-I [H20] 16,0 0,3 4,1 1,6 172 260 128 38,0
MPP10-1[H20] 12,9 0,2 0,1 1,3 0,5 71,9 6,3 19,6

* Em relagéo a fragao bruta original
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Figura 22. Perfil de eluigio (HPSEC) das fragdes MPP4-I[H20], MPP5-1[H20), MPP6-
1[H20], MPP7-I[H20], MPP8-I[H20] & MPP10-1[H20].
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de alcali (pico 1), pela presenca majoritaria de seus monossacarideos constituintes
(Gle, Xyl, Gal e Fuc) enquanto as GGM estao nas fragdes obtidas com solugdes
mais concentradas (pico II), através dos altos teores de manose, principalmente
na fragdo MPP10-1 [H20] (71,9%).

Com o intuito de confirmar a presenga de xiloglucanas, a fragdo MPP5-
I[H20] foi submetida a elucidag¢ao de sua estrutura, através de método quimico de
metilagdo e RMN bidimensional (HMQC). Apos a etapa de metilagado e hidrélise do
polissacarideo, foi realizada a redugao dos derivados parcialmente metilados com
boroidreto de sédio deuterado, fundamental para a distingdo entre os derivados
2,3 e 3,4-Me2-Xyl nos espectros de massa. Os fragmentos de massa principais
para o derivado 2,3-Me,-Xyl sdo m/z 117 e 130, enquanto para o derivado 3,4-Me;
xilitol os fragmentos sdo m/z 118 e 129. A Tabela VIII apresenta os derivados

parcialmente metilados da xiloglucana da fragado MPP5-1[H20].

Tabela VIII. Monossacarideos parcialmente metilados da fraggdo MPP5-I[H20].

Derivados metilados Fragmentos (m/z) % mol
2,3,4-Me;-Xyl 89, 101, 102, 117, 118, 161, 162,175 13,6
2,3,4- Mes-Fuc 89, 102, 118, 131, 161 3,2
2,3,4,6-Me,-Gic 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205 1,0
2,3,4,6-Me,-Gal 87, 102, 118, 129, 145, 161, 162, 205 10,3

3,4-Mez-Xyl 87, 102, 118, 129, 189 8,8
3,4,6-Me;-Gal 87, 88, 100, 101, 129, 130, 145, 161, 190 53
2,3,6-Me;3-Glc 87, 99, 102, 113, 118, 129, 162 30,3
2,3-Me,-Glc 85, 99, 102, 118, 127, 161, 162, 201 27,3
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A porgao nao-substituida da cadeia principal é representada pelo derivado
2,3,6-Me3-Glc (30,3%), de ligagdes do tipo (1—4) enquanto o derivado 2,3-Me;-
Glc (27,3%) é referente a porgdo substituida em O-6 por xilose. As unidades de
xilose podem ser substituidas em O-2 (3,4-Mex-Xyl; 8,8%) por galactose ou nao
substituidas (2,3,4-Mes-Xyl; 13,6%). As unidades de galactose, por sua vez,
podem apresentar-se nao substituidas (2,3,4,6-Mes-Gal; 10,3%) ou substituidas
em 0O-2 (3,4,6-Me;-Gal; 5,3%) por fucose (2,3,4-Mes-Fuc). A sobreposi¢dao dos
picos referentes aos derivados 2,3,4-Mes-Xy! e 2,3,4-Mes-Fuc foi resolvida a partir
da utilizagéo da coluna capilar DB-210.

Andlises por RMN bidimensionais sdo ferramentas importantes para a
identificagdo de sinais em moléculas cuja regido anomeérica apresenta-se
complexa. Xiloglucanas sao moléculas bastante estudadas e complexas,
eventualmente apresentando sobreposicdo de sinais em  espectros
monodimensionais de '*C-RMN. Desta maneira, os resultados das analises de
metilagao foram confirmados pelo espectro de HMQC obtido para a fragado MPP5-1
[H20], que apresenta o maior percentual relativo de xiloglucana entre todas as
fragbes extraidas com alcali. Alguns assinalamentos ja foram descritos em
gimnospermas (ACEBES, MORAL E ZARRA, 1993; TAKEUCH]I et al. 1996), como

para as unidades de Glcp ligadas B (1—4), atribuidas ao sinal em 6 102,57. Ja os

sinais na regiao de 5 99 sao caracteristicos para Xylp (Figura 23).
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Figura 23. Espectro de correlagdo *C-'H (HMQC) da regido anomérica da fracédo
MPPS5-1[H20].

As unidades Fucp o(1—>2) foram confirmadas pelo sinal em & 16,24,
referente ao grupamento metil na posi¢ao O-6.

A estrutura quimica das xiloglucanas de A. angustifolia sugere uma
similaridade em relagdo aquelas encontradas em angiospermas (BUSATO, 2001,
McNEIL et al., 1984; VARNER e LIN, 1989; VIERHUIS, et al., 2000; WHITCOMBE
et al., 1995).

Ja a fragcdo MPP10-I[H20] apresentou-se homogénea (Figura 24) e
também foi utilizada para a caracterizagéo estrutural. A andlise das composigbes

monossacaridicas apresentou Man (68,9%), Glc (17,6%), Gal (8,7%) Ara (9,6%),
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Xyl (4,4%), Rha (0,3%), Fuc (0,5%), indicando propor¢des tipicas de uma GGM de

parede secundaria, exceto pela presenga de uma quantidade de galactose maior.
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008

RI {voits)

0.04|-
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Figura 24. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragdo MPP10-I[H20Q], referente a porgéo inferior

dos caules de A. angustifolia.

E importante observar que a galactose poderia ser componente tanto da
GGM como para arabinogalactana, possivelmente presente nesta fracdo. Esta
duvida pode ser resolvida pela analise de metilagao, apresentada na Tabela IX. A
estrutura de uma GGM foi caracterizada pela presenca dos derivados 2,3,6-Mes-
Man e 2,3,6-Me;-Glc, caracteristico da cadeia principal de unidades alternadas de
Manp e Glcp ligadas (1—4), numa proporgdo de ~3,5:1, mostrando-se uma tipica

GGM de gimnospermas (FENGEL E WEGENER, 1989).
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Tabela IX. Analise dos monossacarideos parcialmente metilados da fragcdo (MPP10-

I{H20]) de GGM de A. angustifolia, obtida por extragdo com KOH 4 mol/L e
fracionada com DEAE-Trysacry! (eluicdo com agua).

Derivados metilados Fragmentos (m/z) mol %
2,3,6-Mes-Man 99,101,113,117,129,131,161,173 65,0
2,3,6-Mes-Glc 99,101,113,117,129,131,161,173 17,6

2,3,4,6-Me,-Man 87,101,117,129,145,161,205 1,6
2,3,4,6-Me,-Glc 87,101,117,129,145,161,205 0,5
2,3,4,6-Me,-Gal 87,101,117,129,145,161,205 8,4
2,3-Me;-Man 87,101,117,129,143,203 4,2
2,3-Me,-Gic 87,101,117,129,143,203 2,7

A presenga de galactose foi identificada pelo derivado 2,3,4,6-Mes-Gal
(8,4%), a qual foi confirmada como constituinte da GGM pelos derivados 2,3-Me,-
Man (4,2%) e 2,3-Me,-Glc (2,7%), relativos a substituicao das unidades de Manp e

Gicp, ambos na posigéo O-6, por unidades simples de galactose.

Eluicao em NaCl 0,2 mol/L

Uma vez que todas as fragbes por extragcado alcalina apresentam teores
elevados de acidos urdnicos, a fragao MPP7-I foi submetida a cromatografia de
troca ibnica, a fim de fracionar polissacarideos acidos. Apés eluigdo com agua
(fracdo MPP7-1[H20]), a fragdo MPP7-I foi em seguida eluida com NaCl 0,2 mol/L
(fragdo MPP7-1[0,2M], cujo rendimento aicangado foi de 29%, em relagéo a fragao

total aplicada na coluna. Seu perfil de eluigdo, determinado em analise por HPSEC
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(Figura 25) apresentou um pico majoritario e a composi¢cdo monossacaridica
resultou em Rha (3,0%), Ara (9,4%), Xyl (45,0%), Man (2,7%), Gal (16,6%) e
acidos urdnicos (10,1%), sugerindo a presenga de uma arabinoxilana (AGX) e
menores quantidades de xiloglucana, identificado pela presenca de Fuc (3,2%) e
Glc (8,9%).
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0,04~

20 80 80
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Figura 25. Perfil de eluicdo (HPSEC) da fragdo MPP7-1[0,2M], obtida dos caules de

plantulas de A. angustifolia.

A presenca de uma AGX pbdde ser confirmada pela andlise de seus

derivados metilados, conforme apresentado a seguir:

Tabela X. Andlise dos monossacarideos parcialmente metilados da fragdo MPP7-I[0,2M]

de plantulas de A. angustifolia.

Derivados metilados* Fragmentos (m/z) mol%
2,3,5-Mes-Ara 87, 101, 102 118, 129, 161 11,8
'2,3-Me,-Ara 87, 102, 118, 129, 190 6,9

2,3-Me,-Xyl 87, 102, 118, 129, 190 50,1
2-Me-Xyl 85, 87, 99, 113, 117, 129, 145, 159, 189 19,7
3-Me-Xyl 87, 88, 129, 130, 189, 190 11,5

* Os derivados metilados referentes a molécula de xiloglucana foram omitidos.
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Os derivados confirmam a estrutura de AGX com uma cadeia principal de
unidades de Xylp ligadas (1—4) (2,3-Me2-Xyl; 50,1%) com substituices por Araf
em O-3, identificados pelos derivados 2-Me-Xyl, cujo teor obtido (19,7%)
corresponde aos derivados de arabinose obtidos, 2,3,5-Mes-Ara e 2,3-Mez-Ara,
gue somados, renderam 18,7%. A cadeia principal € ainda substituida na posigao
0O-2 por acidos urénicos, identificado pelo derivado 3-O-Me-Xyl, correspondente ac
teor de acidos urdnicos de 10,1%. O derivado 2,3-Me-Ara (6,9%) refere-se a
substituicdes na posi¢cdo O-5 das unidades de Araf, cuja analise de metilagao nao

foi suficiente para determinar qual componente estaria ligado a estas unidades.

4.2. Polissacarideos do xilema de A. angustifolia

4.2.1. Obtengdo e caracterizagéo geral do material de pesquisa

A secédo do tronco utilizada durante o trabalho (Materiais e Métodos, item
3.2b) foi escolhida de acordo com o modelo de crescimento existente para os
vegetais arborescentes. Considerando que as camadas de crescimento no tronco
s&0 como uma série de cones sobrepostos uns sobre os outros, € importante para
se determinar a idade de uma arvore, que a amostra seja retirada a altura proxima
da base do fuste. A partir da arvore escolhida (cerca de 10 metros de altura), a
secdo selecionada foi de 50 cm (partindo-se da base do tronco), a qual abrange
praticamente todas as idades do vegetal.

GREEN (1963) reportou a eficiéncia do processo de deslignificagdo

considerando trés pontos de vista: a remogdo de quantidade maxima de lignina;
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retengdo da uma quantidade maxima de carboidratos e a degradagdao minima dos
polissacarideos. Entretanto, outros autores relataram a degradagdo de
polissacarideos neste tipo de tratamento (ABDEL-HAFIZ, 1995; HEBEISH et al.,
1997). Desta forma, BOCHICCHIO, GANTER e REICHER (2000) propuseram
uma modificagdo na metodologia para o processo de deslignificagdo do xilema,
em Podocarpus lambertii, reduzindo para a metade a concentragdo dos reagentes
empregados pelo método descrito por TIMELL (1965a).

Assim, o xilema de A. angustifolia, moido e deslipidificado, foi submetido a
tratamentos seqiienciais com agua (exitragdo de pectinas), DMSO (extragdo de
amido) e finalmente deslignificado com solugao de clorito de sédio em meio acido
(acido acético). A holocelulose (celulose + hemiceluloses) residual foi submetida a
extragdo das hemiceluloses com solugdes alcalinas (NaOH e KOH), solventes
largamente empregados na extragdo de polissacarideos da parede celular. O
emprego inicial do KOH é justificado principalmente por sua seletividade na
extracdo de xilanas, enquanto o NaOH extrai polissacarideos de maneira nao
especifica (TIMELL, 1964; BOCHICCHIO, 1999; CAPEK et al., 2000). Além disso,
a formacgao do acetato de potassio durante a neutralizagéo do extrato alcalino, sal
mais soltivel em etanol que o acetato de sddio, durante o processo de precipitagdo
polissacaridica também justifica o <ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>