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ABREVIATURAS

B-gal - B-galactosidase

CD — dicroismo circular

Fuc — fucose

Gal — galactose

Gle — glucese

HSDSC — High Sensitivity Differential Scanning Calorimetry
XDA - atividade total de degradacao do Xg

XET — xiloglucanc endo--transglicosilase

AETA — atividade da XET

Xg — xiloglucano

Al — xilose



RESUMO

Xiloglucano (Xg) € um polissacarideo estrutural da parede celular e apresenta uma
estrutura principal de residuos de glucose B(1,4) ligados {(similar a celulose) e com
ramificactes regulares de residuocs de xilose com ligac8o «1,6). As xiloses podem
apresentar ainda, em certas posigbes, residuos de galacitose ligados B(1,2). As
certas galacioses podemos encontrar, eventualments, residuos de fucose ou
arabinose ligados. Esse padr@o de ramificactes com xiloses presenies no
polissacaridec &€ que determina sua solubilidade, enquanto gue os residuos de
galactose e de fucose provavelmente devem estar relacionados 4 capacidade que
o xiloglucano apresenta em orientar as microfibrilas de celulose durante o
crescimenio e expanséo celular. Da mesma forma gue o amido, na presenca de
iodo, as solucbes de Xg ficam azuladas e essa propriedade seria devida ao fato do
Xg apresentar uma conformacdo helicoidal semelhante a do amido, com interior
hidrofobico. Utilizando Xg de sementes e de suspensdo celular, foi possivel
estudar o efeito do pH e da temperatura na estabilidade do compiexc Xg-iodo. Em
todos os casos, o pH teve um efeito secundario se comparado com o efeito da
variac&o da temperatura, entre 30 e 45°C, gue permite o complexo se desfazer ao
aquecer e refazer-se ao esfriar. Durante os ciclos de diminuigdo da temperatura, a
recaptura do iodo foi mais lenta que a liberaggo (histerese) sugerindo que em
certos casoes a reorganizaco das moléculas requer pouca energia. Em Hymenaea
courbari © complexo se desfaz a 35°C e volia a refazer-se em 33,8°C. A andlise
da degradagio do Ag em cotilédones de Hymenaea courbaril revelou que, em
ciclo de 24 horas, a temperatura da superficie do érgdo variou de 20 ate 40°C. Em
estudos feitos com a xilogiucano endo-B-transglicosilase (XET), que é uma das
enzimas de mobilizacdo da reserva do Xg nos cotilédones de H. courbaril,
encontramos atividade 6tima da enzima na mesma temperatura onde o complexo
se desfaz. Esses resultados sugerem que a degradagio do Xg da parede celular
dos cotilédones poderia ser controlada pela temperatura, mais elevada durante o
dia, que permitiia a quebra em grandes blocos de Xg, enquanto & noite, em

temperaturas mais baixas, o metabolismo seria mais ativo e os blocos formados



durante o dia seriam degradados. Sob essas condigbes, a mobilizacdo do carbono
vindo do Xg dos cotiiédones para o crescimento da plantula nfo se sobreporia 2
fotossintese, sendo possivel que este controle seja feito pela temperatura, que

daria uma eficiéncia malior no uso do carbone pela plantula em desenvolvimento.
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ABSTRACT

Xyloglucan is a cell wall polysaccharide structurally based on a backbone of §-1,4
linked glucosy! residues (similar to cellulose), which is branched with xylose (af a-
0-6 position) in a fairly regular form. Xyloses at certain positions are branched with
galactosy! residues at B-0-2 positions and further with fucosyl or arabinosyl
residues are attached to certain galactoses. This branching pattern renders
solubility to the polysaccharide and the distributions of galactoses and fucose
appear to be related to the capacily that xyloglucan has to orient celluiose
microfibrils during cell growth. As starch, in the presence of iodine (/KD
xyloglucan solutions become biue and this property is thought to be due to the fact
that Xg has a helicoidal conformation similar to starch. Using xylogiucans from
seeds and cell tissue culture, we studied the effect of pH and temperature on the
stability of the Xg-iodine complexes. in all cases, pH had a minor effect whereas
under changing temperature Xg released/recaptured iodine between 30 and 45°C.
During ascending cycles recapture of iodine was slower than release (hysterese)
suggesting that in certain cases the reorganisation of the molecules requires
slightly more energy. In a study of the system of xyloglucan degradation in
cotyledons of Hymenaea courbani, we found that the surface temperature of the
organ varied from 20 to 41°C during one day period. Also, a preliminary study of
temperature optima for the enzyme xyloglucan endo-B-transgiycosilase (one of the
principal enzymes responsible for xyloglucan mobilisation) from the same
cotyledons resulted in loss of activity with transition very similar to the changes in
xvloglucan conformation. Our results suggest that degradation of xyloglucan in the
cell wall might be controlled by temperature so that metabolism is shut down during
the day (higher temperatures} and active overnight (lower temperature). As under
such conditions mobilisation of carbon of Xg from cotyledons to the growing
plantiet would not overlap with photosynthesis, it is possible that this temperature
control renders a higher efficiency in carbon use by the growing piantiet.
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introducéo

A parede celular, historicamente, foi fundamental para o descobrimento e
desenvolvimenic da Biologia Celular. Foi por causa das paredes do siber da cor-
tica que Robert Hook, em 1665, deu o nome de célula a unidade de todos os seres
vivos. Bem mais tarde, no século XIX, comeagaram os estudos sobre as células
vegetais, onde Schleiden, junto com Schwann, elaboraram a Teoria Celular.
Schieiden trabalhou também com as paredes celulares sendo pioneiro nesses
estudos. Os primeiros trabalhos sobre paredes de reserva com xiloglucano e sua
mobilizacdo durante a germinacio também foram publicados no século XIX por
Heinricher (1888} e Reiss (1889} utilizando sementes de /mpafiens balsamina,
Tropasoilum majus & Cyclamen europaeum. A partir de 1960, Koimann reviscu a
distribuicdo Boténica de um dos principais polissacarideos que compde a
hemicelulose (0 xiloglucano) utilizando a capacidade que este polimero apresenta
de se corar com icdofiodeto de potdssioc como uma forma de detecgo em
sementes.

Voitando mais no passado, no inicio da vida na Terra, € possivel imaginar a
importancia que a parede celular tinha para as primeiras células, protegendo seus
protoplasmas, e como ela foi se modificando, evoluindo, até chegar a forma das
paredes existentes hoje, das bactérias modernas até os vegetais superiores. As
adaptactes sofridas por elas para permitir a sobrevivéncia em ambientes hostis,
de elevada acidez e temperatura, ou em ambientes altamente favoraveis ainda
estdo longe de serem totalmente esclarecidas. Para cada organismo ha uma
estratégia; para cada estratégia, um nivel distinto de complexidade. isso permite
que a evolucdo seja lenta e continua.

Parede Celular

A forma que uma célula vegetal apresenta € determinada pela parede celu-
lar. Além da forma, a taxa de crescimento, fungdes e as especializacdes também
acabam sendo delerminadas pela parede celular (Carpita & McCann, 2001). Ex-
cetuando-se as células reprodutivas, todas as demais células de uma planta apre-
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sentam parede celular (Mauseth, 1998). Ela pode ser considerada a matriz
extracelular vegetal.

A parede celular é composta por um terco de celulose, um polimero com
mais de 500 residuos com ligacbes glicosidicas do tipo B {1.4) D-glucose, que
forma agregados cristalinos, as microfibrilas de celulose, exiremamentie resisten-
tes e com espessura de 10 2 25 nm. Grupos de microfibrilas s80 organizados em
jamelas ou camadas e orientadas por microtdbulos, formando cadeias paralelas e
sobrepostas ligadas intermolecularmente por pontes de hidrogénio e gque reco-
brem a membrana piasmatica completamente (Carpita & McCann, 2001). Cada
polimero de celulose cresce gracas ao complexo enzimatico, onde a principal en-
zima, que & a celulose sintase, adiciona mais residuos de glucoses a parede ja
formada, sempre no lado internc da parede e proximo 4 membrana plasmatica.
Essas enzimas, do complexo enzimatico, devem estar ancoradas do lado exterior
da membrana piasmatica e s8o as responsaveis pelas alteragbes gue ocorrem na
parede (Brown, ef al. 1906).

As microfibrilas de celulose estéo ligadas a outros tipos de polissacarideos
chamados, genericamente, de hemiceluloses, que formam um grupo heterogéneo
de polissacarideos ramificados. As hemiceluloses séo produzidas no complexo de
Golgi e exporiadas para a parede em vesiculas de dictiossomos, sendo
depositadas entre as microfibrilas de celulose e ligadas fortemente a elas, por
pontes de hidrogénio, produzindo uma estrutura sdlida que analogamente pode
ser comparada ao concreto armado. Nas paredes de plantas superiores ha uma
terceira categoria de polissacarideos chamados de pectinas. Pectinas sao um
grupo heterogénec de polissacarideos ramificados que contém varias moléculas
de acido galacturbnico carregadas negativamente. Além de fazer parte da
estrutura da parede, as pectinas também s&o responsaveis pela adesao das
paredes celulares dos tecidos vegetais formande uma camada chamada de
lamela-média {Carpita & McCann, 2001).

Em todas as plantas encontramos células com paredes finas que s30 as
paredes primarias. Em outros lipos de células, de um mesmo vegetal, encontra-
mos paredes mais espessas e resistenies: a parede secundaria. Ela € depositada
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entre a parede primaria e a membrana plasmatica e, na maioria das vezes, apds
essa deposi¢ao o protoplasma morre. A parede secundaria € normalmente muito
mais espessa que a primaria devido 3 deposicdo de outras substancias gue dao
resisténcia mecdnica, quimica & a atagues de fungos e bactérias. A parede
celular, tanto a primaria quanto a secundéria, € permanente, ndo podendo ser
degradada ou despolimerizada, comc aconiece com microtdbulos & com
microfilamentos. Ha um terceiro lipo de parede, um tipo especial que aparece em
certas sementes: é a parede de reserva. Esse iipo de parede & comum em
cotilédones de sementes que ndo formam endosperma, presentes em muitas
dicotiledbéneas, grande parie da reserva nutritiva para o desenvolvimenio do
embridc vem do polissacarideo armazenado nas paredes, que & uma
hemicelulose.

Dentre as hemiceluloses mais comuns podemos citar o xiloglucano, ©
glucuroncarabinoxilanc e os glucanos de cadeia mista B(1,3),{1,4) D-glucancs. Os
xiloglucanos s8c os polimeros mais abundantes em dicotiledéneas e que formam

tanto a hemicelulose de parede primaria quanio da parede de reserva.
Xiloglucano

O xilogiucano é um polimero composto por uma cadeia principal celuldsica
em gue residuos de glucose estao ligados entre si por ligagdes glicosidicas do tipo
B(1,4). Segundo a nomenclatura adotada (Fry ef al., 1993), os residuos de glucose
nao ramificados sdo denominados G. As ramificacbes mais freqlientes da cadeia
principal de giucose sao:

1) residuos de xilose, ligados & glucose através de ligacao glicosidica o(1,6),
sendo o dissacarideo [a-D-Xylp-(1—6) 8-b-Gicp] denominado X;

2) a xilose pode apresentar uma galactose ligada B{1,2), formando um
trissacarideo [B-p-Galp-(1->2) a-D-Xylp-(1—+8)-B-0-Glep] denominado L;

3) a galactose pode, ainda, apresentar uma fucose ligada «(1,2), formando um
tetrassacarides  [o-L-Fucp-{1—-2)-3-D-Galp-(1-»2)-0-D-Xylp-(1—286)-8-D-Glcp]  de-
nominado F.
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O xiloglucano de parede primaria e o de reserva (acumulados nas paredes
das células do parénquima cotiledonar) sdo semelhantes na sua estrutura e com-
posicao, exceto pela auséncia de residuos de fucose nos xiloglucanos de reserva
presentes nas sementes (Figura 1).

Os xiloglucanos de reserva de H. courbari apresentam uma série de
oligossacarideos com cinco glucoses na cadeia principal (Buckeridge ef al. 1987)
que diferem dos demais xiloglucanos estudados neste frabalho gue apresentam
oligossacarideos com guatro giucoses na cadeia principal. O primeiro membro da
série nova purificado fol caracterizado como XXXXG (Figura 2).
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Figura 2 - Oligossacarideos produzidos por hidrélise de xiloglucanos de sementes
com celulase de Trichoderma sp.(X=glc-xil, L=gic-xil-gal e G=gic). A presenca de
XXKXG foi detectada apenas em sementes de Hymenasa courbaril.
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Xiioglucano endo-f-transglicosilase (XET)

A xiloglucano endo-B-transglicosilase ou XET é uma enzima pertencente
classe das celulases, cuja caracteristica & ser composta por endo enzimas. Varias
enzimas dessa classe tém a capacidade de hidrolisar tanto moléculas de celulose
quanto de xiloglucano, produzindo fragmentos de massas molares menores. Por
exemplo, em uma hidrofise exaustiva feita com celulase de Trichoderma viride ha
produgdo de uma mistura de oligossacaridecs que representam os blocos
constitutivos da maioria dos xiloglucanos (Figura 2).

Edwards ef al. (1988) conseguiram isolar uma endo-8-(1,4)-glucanase a
partir de sementes de chagas (Tropaeolum majus) e demonstraram que essa
enzima & extremamenie especifica para xiloglucanos. Trabalho realizado
posteriormente por Fanuttl ef al. (1993; demonstrou que a estrutura da endo-
glucanase é extremamente rara, pois ndo coniém alfa hélice e possui 86% de
dobras betas nas moléculas. Essas caracteristicas tornam a molécula protéica
exiremamente compacta, diminuindo © peso molecular aparente (19 kDa),
calculado por filtraco em gel (estrutura nativa), em relacao ao peso molecular
haseado na segqléncia de aminogcidos (35 kDa). Ainda nesse trabalho de 1983,
Fanutti ef al. demonstraram que a enzima XET apresenta duas formas de acao
distintas: uma ac&o de transglicosilase e outra, basicamente, de hidrolase. O tipo
de atividade da enzima ir2 depender das proporcbes entre a mesma € o seu
substrate. Quando a concentragio de substrato (xiloglucano) é alta, a agdo da
enzima & de transglicosilaco, ou seja, a enzima transfere blocos resultantes de
hidrélise para outros blocos, construindo moléculas de maior peso molecular.
Entretanto, se houver pequena disponibilidade de xiloglucano, a enzima atua
como uma hidrolase, produzindo olfigossacarideos.

Acredita-se que a transglicosilag@o seja de extrema importéncia durante ¢
crescimento, pois a quebra e conseqgilenie reconstrugio de ligagbes da cadeia
principal de xiloglucanos na parede celular poderia afetar a orientagdc das
microfibriltas de celulose na parede primaria, alterando conseqientemente ©
crescimento celufar {Nishitani ef ai. 1891).



12

Contudo, a funcio da ftransglicosilagdo nas semenies ainda é
desconhecida. - Este fendmeno nunca foi demonstrade ocorrer in vivo em
semenies, mas evidéncias indiretas foram obtidas por Alcantara ef al. (1999) de
gue a transglicosilacdo de fragmentos de xiloglucano pode ocorrer em cotilédones
de sementes de Copaifera langsdorffii durante mobllizacio do xiloglucano. A
atividade de endo-giucanase foi detectada em sementes de espécies brasileiras
como Copaifera langsdorffi (Buckeridge ef al. 1982; Alcantara, 2000), mas além
da enzima de Tropaeolum majus (Edwards ef al. 1986), nenhuma outra foi isoiada
e caracterizada até o momento.

Os recenies resultados obtidos por Tiné et al. (2000), e também por
Alcantara ef al. (2000), demonstraram gue em cotilédones de Hymenaea courbari,
a XET detectada apresentou apenas a aclo de transglicosilac8o e néo a aclo de
hidrolase. Os Ultimos autores ainda demoenstraram que a XET semi-purificada tem
a capacidade de transferir oligossacarideos de xiloglucano com peso molecular
médio de 1,5 kDa para polissacarideos com peso molecular acima de 6000 kDa.
Quando esse fendmeno ocorre, a transferéncia provoca consistente diminuicao do
peso molecular meédio do polimero.

Baseando-s¢ nestes resultados, bem como nos resultados obtidos por

Fanutti ef al. (1983), € possivel sugerir que o processo de transglicosilacdo seja
fundamental na mobilizacao do xiloglucane.

p-galactosidase

Uma busca rapida nos bancos de dados mostrard que ja foi isolado um
grande nimero de B-galactosidases. Apesar disso, as f-galactosidases que tém
alta especificidade sobre xiloglucano foram isoladas apenas de sementes de
Tropaeolum majus (Edwards ef al.1988) e de Copaifera langsdorffii {Alcantara,
1999). Uma diferenca importanfe entre essas duas enzimas é que, segundo
Edwards ef al. (1988), a B-galactosidase de 7. majus tem a capacidade de
remover todas as galactoses presentes no polimero e também nos oligbmeros.

Contudo, ndc foi possivel repetir esses resuliados em nosso laboratério (Lima,
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D.4U. comunicacao pessoal); e, além disso, a B-galactosidase de 7. majus agiu
muito mais rapidamente sobre os oligossacarideos XXLG e XLLG, produzindo
uma mistura de XLXG e XXXG, que lentamente foi transformada em X0XG (Silva,
2001). Segundo Alcaniara ef gl (1999), a B-galaciosidase de C. langsdorffii ndo
apresenta qualquer acio sobre o polimero de xilogiucano e é extremamente ativa
sobre oligossacarideos, agindo exclusivamenie sobre a galactose do final nédo
redutor dos oligessacarideos (XLXG & XLLG).

a-xilosidase e B-glucosidase

Uma c-xilosidase foi isolada e caracierizada como sendo especifica para
xitogiucanos por Fanutt ef al. (1981}, Essa enzima nfo age sobre o polimero, mas
somente sobre os cligossacarideos produzidos airavés de hidrélise por endo-
glucanase. A a-xilosidase retira uma xilose de cada vez dos oligossacarideos
ALLG, XLXG, XXLG ou XXXG e tfem gue agir em conjunic com uma B-
glucosidase, como descrito por Crombie ef al. (1998), onde xilose e glucose séo
retiradas alternadamente do final ndo reduior da molécula de cada
oligossacarideo. Seguindo assim, a agao conjunta das guatro enzimas citadas ird
produzir os menossacarideos utilizados no metabolismo celular dos tecidos em
crescimento. Ainda no trabalho de Crombie ef al. (1998), aprofundaram-se os
estudos relativos as exo-enzimas do sistema de mobilizagdo em Tropaeclum
majus. Nesse frabalho foi isolada uma J-glucosidase especifica para
oligossacarideos de xilogiucano e pode se constatado que esta enzima s6 é
capaz de atacar a glucose do terminal ndc redutor de um oligossacarideo, apds a
retirada da xilose pela o-xilosidase e, além disso, que se o oligossacaridec-
substratc contiver uma galactose adjacenie a xilose na extremidade ndc redutora
do oligossacarideo (p.ex. XLXG), a B-glucosidase naoc hidrolisa a glucose, mesmo

apos a retirada da xilose.
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Modelos de degradacdo de xiloglucano em sementes

Ruckeridge e Reid, em 1998, propuseram um modelo de degradagdo do
xiloglucano em sementes de 7. majus e (Figura 3), segundo esse modelo, a XET
seria & primeira enzima a atuar sobre o polimero, produzindo fragmentos que
serdo atacados pelas outras hidrolases. As galactoses seriam reliradas pela f
galaciosidase, e os residuos de xilose e glucose, seriam hidrolisados pela o
xilosidase e B-glucosidase respeciivamente, Posteriormente, estudos feitos em
sementes de leguminosas tropicais {(Copaifera langsdorffi e Hymenaea courbari)
justificaram algumas alteracdes importantes naguele modelo.

Tiné ef al. (2000), estudaram o sistema de mobilizac8o de wiloglucano em
cotiiédones de jalobé (Hymenaea courbaril). Nesse estudo fol possivel detectar as
atividades de B-galaciosidase, a-xilosidase, B-glucosidase e XET. Um estudo das
condicbes otimas para ag@c dessas enzimas sobre seus respectivos substratos
revelou que a B-galactosidase, nesse sistema, possui pH 6timo n&ao coincidente
com as demais, isto &, apresentou um pH étimo de 3,2, enquanto as demais
enzimas, apresentaram pHs Otimos em 4,5. Isso permite sugerir que a B-

galactosidase de H. courbanl possa ser o fator limitante nc processo de
degradag&o do xilogiucano.
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Figura 3: Modelo de degradagéo de xiloglucano proposto por Buckeridge e
Reid, 1996 {modificado).



A atividade de XET foi verificada devido a redugdo na viscosidade, ou seja,
atividade hidrolitica quando em ensaio de xiloglucano com extratos enzimaticos
brutos de jatoba. A queda da viscosidade s6 pbde ser obtida com extratos brutos
quando oligossacarideos de xiloglucano foram adicionados ao meic de incubacéo
(Ting of al 2000). Uma diferenca importante em relacio ao sistema de
Tropasoiurm majus € que em jatobd ndo ha pralicamente alividade de endo-B-
glucanase, mas somente XET.

A atividade fransglicolitica da XET de Hymsenesea courbari pode ser
verificada através da incubagdce do exirato enzimatico em um meic de reagado
contendo oligossacarideo e polissacarideo, e ulilizando cromatografia de filtracao
em gel para analise dos produtos {(Alcantara 2000). Esses resultados sugerem que
os oligossacarideos de menor peso molecular sejam trasferidos para o polimero,
diminuindo seu peso molecular por uma sucessf@o de ansferéncias onde os
oligossacarideos menores séo doadores e 08 maiores s&o acepltores. O quadro a
seguir {Figura 4) exemplifica © modelo do processo acima descrito a partir dos
resultados obtidos no trabalho de Alcantara (2000).

Paralelamente aos estudos com a XET, Alcantara ef al. (1999) purificaram
uma p-galactosidase de cotilédones de Copaifera langsdorffii e verificaram que
sua variagdo durante o crescimento inicial da plantula indica fortemente que ela
esta relacionada a mobilizacdo do xdloglucano. Porém, esses autores demons-
fraram que a B-galactosidase isolada n8o € capaz de atacar o polimero de
xiloglucano, mas somente cligossacarideos. Mais do que isso, ela sé ataca as
galactoses préximas ao terminal néo redutor da molécula (XLLG e XLXG).

Apesar das informacfes estarem sendo obtidas de diferentes sistemas
(Tropaeolum majus, Copaifera langsdorffi e Hymenaea courbarif), esta ficando
cada vez mais claro que a [-galactosidase tem um papel de controle na

desmontagem final dos oligdmeros de xiloglucanc em todos esses sistemas.
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1} Antes do atague da XET
{PM total do polimero = 27459}

Panto de atague 1 Ponic de atague 2

LK XLLGH LA RLLG ALY é’i},sXLLG% HLL A RLLG LN GRLLG K L % KLLG L XL G ONLLEHEL G XLLG

&

HEFAG = UG

2) Produtos do primeiro atague
{PM médio do polimero = 14404,5)

FLLXGHLLG XL R EKLLGHL
ES

(GXLLG XXXKG (10509)

Fonito de atagus 2

SEXLLGHLLXGXLLGHLY

o
REXG

3} Produtos do segundo atague
{PM médio do polimero = 9954}

SXLLGHOOG (10803}

R ABXALGX LXGRELGHL LA XHXG (8828
+

HLLGALLAGXLLGHML L R EXLAGH L XGXLLG (16838

Figura 4 — Representagao esguematica dos possiveis ataques da XET sobre um
fragmento hipotético de xiloglucano. Esses ataques produziriam fragmentos
menores de xilogiucano.
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Com os dados dos frabalhos de Buckeridge & Reid, (1898), Alcantara,
(2000), Tiné, (1997) e Tine el al (2000), foi possivel montar um modelo da
desmontagem dos polimeros de xiloglucanos de sementes (Figura 5). Nesse
modelo ha trés fases, que s&o descritas abaixo:

1) Desmontagem parcial por agdo da XET, provocando a diminuiclo consideravel
no peso molecular médio do xiloglucano; (Figura 4}

2) Desgalactosilac@o (pela ag8o controlada da B-galactosidase) dos fragmentos
obtidos por transgilicosilaggo, tornando os oligossacarideos suscetiveis & acéo
das outras exo-hidrolases;

3) Desmontagem final dos oligossacarideos desgalactosiiados pela agao conjunta

da a-xilosidase e B-glucosidase, produzindo monossacarideos livres.

As caracteristicas das B-galactosidases de Leguminosae relacionadas a
mobilizacio do xiloglucano sugerem que elas possam desempenhar, junto com a
XET, um papel de controle na degradacao do xiloglucano de reserva. Alem da
capacidade de reconhecer lados especificos das moléculas de oligossacarideos
como a P-galactosidase de C. langsdorffi que hidrolisa apenas residuos de
galactose do XLLG e XLXG néc atuando sobre XXLG (Alcantara ef 2/.1999), a
liberacdo dos demais residuos de monossacarideos ndo pode proceder sem a
remogao da galactose (Crombie et a/. 1998).
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Niloglucano ., Xiloglucano
modificado

Controle por

p o
XET /

B-gal

gal |
glc

Muodificacdo Tramsglicosilagdo  Desgalactosilagdo

Figura 5. Modelo proposto por Tiné ef al. 2000, para a desmontagem “in vive” do
xiloglucano de reserva em sementes. Inicia-se com o ataque da enzima XET ao
polissacarideo, que € parcialmente hidrolisado, e que pode passar a transglicosilar
quando o peso molecular do polimerc diminui muitc. Apenas certos residuos de
galactose presentes nos oligossacarideos XLXG e XLLG s&o hidrolisados (ou so-
frem desgalactosilagao) por agéo da enzima B-galactosidase; os oligossacarideos
remanescentes dos fragmenios maiores, formados por XXLG e XXXG, entram no
ciclo final de desmontagem, onde as glucoses e xiloses s&o atacadas pelas enzi-

mas B-gliucosidase e a-xilosidase, respectivamente, para produgéo de monossaca-
rideos livres.
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lodo

O iodo em solucao demonstrou ser uma ferramenta importante e barata
para o estudo de alguns polissacarideos, como o amido e o xiloglucano, devido a
forma como interage com esses aclcares. Hé a necessidade de ressaltar algumas
das suas propriedades, importantes para a metodologia usada neste trabalho.

jodo € um elemenio da familia dos halogénios (elements n° 53). E
encontrado como sélido negro-azulado e faciimente sublimado produzindo um
vapor parpuro. Forma, como outros halogénios, moléculas diatdmicas. Enfretanto
ndo é capaz de formar polimeros, cadeias simples ou ramificadas come carbono e
silicio {Jones & Atkins, 1998).

O iodo é soluvel em solventes orgénicos e origina uma gama variavel de
cores devido as interacdes entre ¢ I e as moléculas dos diferentes solventes. O
iodo s6 é solivel em agua quando & capaz de ligar-se aos iong ™ presentes na

solugdo e que proporcionam a formacéc de uma sclugdo marrom formada pelo ion
triiodeto 13~ (Jones & Atkins, 1889).

r

QO ion ftriiodeto @ muito imporiante para alguns tipos de interagfes com
carboidratos, principalmente para polimeros de glicose gue formam estruturas
helicoidais.

O iodo apresenta ponio de fusdo de 114° C e o seu ponto de ebulicdo de
184° C {Jones & Atkins, 1999). Essas duas caracteristicas sao imporiantes para o
trabalho apresentado j& que as temperaturas em gue os experimenios foram
realizados s&0 bem abaixo das temperaturas de fuséo e ebulicdo do iodo.

lodo e polissacarideos

Os estudos dos complexos formados por iodo e polissacarideos véem
sendo feitos ha algumas décadas. Para a maioria dos polissacarideos, 0 processo
de formacao da cor pelo complexo iodo-polissacaridec nao estd bem estudado.
Entretanto, quando falamos da relacdo iodo-amido, desde que estejam em

solugao aquosa, a estrutura dessa interacac é relativamente melhor entendida.
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A colorac8o azul formada pelo complexo iodo-amido € bem conhecida e a
estrutura desse complexo foi descrita por Rundle ef al. (1943) e que ainda hoje
serve de base para qualguer tipo de esiudo sobre esse complexo.

Estudos feitos com difrac8o de raios-X por Yu ef al (1896} demonstraram
que o amido apresenta estrutura em forma de hélice em sentido anti-horério, com
didmetro externc de 130 nm e espacamento de 80 nm (Figura 8). Cada volla da
hélice corresponde a seis residuos de giucose (ou anidroglucose). Os ions de iodo
sdo dispostos linearmente na cavidade interna da hélice, de 50 nm de diéimeiro
formando ligagdes de I-1 com aproximadamente 31 nm de distéancia. Essas
igacdes formam cadeias de poliiodo responsaveis pela coloragdo azul do
complexo. Essas cadelas seriam formadas por 17 atomos de iodo no interior de
uma hélice de 40 glucoses. Embora a descric8o acima seja bem aceila para o
amido, muitas guestfes sdo levaniadas sobre ¢ complexo iodo-xilogiucanos,
principalmente em relag&c ac tamanho da cadeia de poliiodo e as ramificactes
gue essas cadeias poderiam apresentar e as diferentes formas de associagao gue
poderiam ocorrer enfre as diversas ramificagbes que os xilogiucanos podem
apresentar,

Figura 8. Hélice do amido e suas dimensdes segundo Yu ef al. 1896.
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Xiloglucano e jodo

O xiloglucano em solucao deve apresentar pelo menos duas conformacbes:
em espiral © achatada (Levy &f al. 1881 e 1997). A conformacdc em espiral ou
helicoidal & fundamental para o complexo xloglucanc-iodoficdeto de potassio.

Como acontece no amido, o xiloglucano reage com o ion frilodo, dando uma
coloracdo azul (Figura 7) bem caracteristica (Gailard ef al, 1969). O complexc
poliiodo € formado no interior de uma suposta estrutura helicoidal do xilogiucano,
porém nao foi possivel ainda precisar quantos atomos de lodo se acomodariam no
interior da estruiura do xilogiucanc e nem quantos residucs de glucose seriam
necessarios para abrigar a cadeia de polilodo {(Yu ef a/, 1896). Deve-se lembrar
ainda gue, diferente do amido, as ramificaces presentes nas moléculas de
xiloglucanos s&o de outros monossacarideos, como xilose e galaciose, diferente
do amido que 6 apresenta giucoses.

O xiloglucano, que é uma hemicelulose, também tem fungdo de reserva,
como o amido, porém na parede de cotilédones de sementes gue ndoc formam
endosperma, como Hymenaea courbani, para nutrir 0 embrido e a plantula no
inicio do desenvolvimento. Entretanto, comparando-c com o galactomanano, que
& outro polissacaridec de reserva, ramificade como o xiloglucanc e o amido, nao
ha reacdc com o fon triiodo. Isso poderia ser decorrente do fato gue o
galactomananc naoc forma uma estrutura helicoidal, ou se a forma, ndo com as
dimensbtes adequadas, ou ainda que a presenga de um esqueleto de manose, e
nao de glucose, ndo teria a capacidade de ligar a0 triiodo.
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Figura 7. Fotomicrografia oplica de uma secg8o transversal de coliledone de
Hymenasa courbaril, corada com solugio de /KL
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Objetivos

A presente dissertacdo tem como objetive principal utilizar a interacio dos
xiloglucanos de reserva com iodo, para compreender eveniuais alteragbes fisico-
guimicas (temperatura e fransicéo de fase), bioguimicas e de susceptibilidade &
acho da XET, dessas moléculas em diferentes temperaturas.
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Material e Métodos

O material utilizado para exiracao de xiloglucanos de reserva fol retirado de
sementes de Hymenaea courbari, Copaifera langsdorffi, Tamarindus indica e

Tropaeolum majus, o xiloglucano de parede primaria fol obtido a pariir de suspen-
s&o celular de feilldo (Phaseoius vuigaris).

Extracao de xiloglucanos de reserva

Para a extracdo de xiloglucanos de reserva foram ulilizadas sementes
dormentes de Hymenaea couwrbaril, Copaifera langsdorffii, Tamarindus indica e
Tropaeoium majus. Depols de retiradas as cascas manualmente, as sementes
foram fragmentadas em moinho de bola até atingir granulacdo de um pé bem fino.
ApoOs a obtencho do pé fol feita a exiragdo em agua destilada aquecida a 80° C
(Kooiman, 1961) por um periodo de 8 a 9 horas. O material foi filtrado em malha
de nylon e precipitadc em etanol (3 volumes), sendo entdo armazenado por 15
horas a 5 °C e posieriormente foi lavado com acetona, seco e ressolubilizado em
agua destilada. Apés a ressolubilizagdo, o material foi centrifugado a 12.000 g por
10 minutos, repedindc a operacdo até n3o apresentar mais impurezas. O material
foi passado em resinas de troca-idbnica (Dowex) usando apenas agua destilada
como eluente, para retirar qualquer tipo de substancias com carga elétrica, como
acidos urbnicos. Em seguida, foi liofilizado e, terminado o processo, pesadc e
armazenade. O método original sofreu pequenas modificagbes para permitir um
melhor rendimento na extracao dos xiloglucanos e com o minimo de impurezas.
Hymenaea courbarif e Copaifera langsdosrffii apresentaram um rendimento de
50% em relacdoc a massa inicial de pé de semente, enquanto para Tamarindus
indica o rendimento foi de 30% e para Tropaeolum majus cerca de 10%.
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Solugdes de trabalho

As soluches de trabalho, para uso com iodofiodeto de potassio e ensaios
enziméaticos, foram preparadas a 0,1% de xlogiucano. Para ensaios em HSDSC
{High Sensitivity Differential Scanning Calorimetry), foram usadas concentractes
de0,1:05e 1% eparal1e(,5% para CD (Circular Dichroism).

Atodas as solucbes adicionou-se azida sodica para evitar a crescimento

de microorganismos. As solucdes foram esiocadas g 5° C.

Kiloglucano de feijao

O xiloglucano de feijdo fol oblido a partir das suspensdes celulares filtradas
am tela de naillon tipo pele de ovo, para obtengio do meio extracelular (filtrads); ac
filtrado foram adicionados 3 volumes de etancl para a precipitacdo dos
polissacarideos extracelulares. Esta solug@o foi centrifugada (18.000 g por 20
minutos), sendo o sobrenadante descartado e o residuo ressuspendido em agua
destilada, dialisado contra agua e liofilizado (Cidvis J. F. de Oliveira Jr. , Marcia R.
Braga, Marcos S. Buckeridge — comunicacgao pessoal). O material liofilizado foi
ressolubilizado em agua destilada e passadc em resina de troca idnica (Dowex).
Como o xiloglucano presente nas paredes celuiares de feijao € menos viscoso gue

o xiloglucano de reserva, ndo foi necessaric usar agua, ou qualquer outro
solvente, como eluente.

Obtencio de cotilédones para extragio da XET

Foram empregadas sementes de H. courbaril gentilmente cedidas pela Se-
cao de Sementes do Instituto de Botanica da Secretaria do Meio Ambiente do Es-
tado de Sac Paulo. As sementes dormentes tinham uma massa meédia em torno
de 5 g, confirmando o descrito por Tiné ef al. (2000) e, seguindo procedimento dos

mesmos autores, somente as sementes entre 3,0 e 6,5 g foram utilizadas nos ex-
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perimentos para evitar as variagdes causadas por famanhos de sementes muito
diferentes.

As sementes foram escarificadas manualmente, por abrasio da casca com
lixa de papel e desinfectadas por imers@o em sciugdc comercial a 10% de
hipoclorito de sodio durante 5 minutos. Em seguida, foram enxaguadas com agua
corrente e imersas em agua destilada por 12 horas, sendo, entdo, plantadas em
vermiculita. As bandejas com semenies dispostas em espacos regulares foram
mantidas a 25 °C em foloperiodo de 12 horas. A coleta dos cotilédones para
extracdo da XET baseou-se no fendtipe predominante (cotilédones enrugados,
proximos do pericdo de gueda) em torno de 55 a 60 dias apds a embebicao das
sementes, periods do épice da afividade de XET e que, coniendo feores
consideravels de B-galaclosidase, apresentam valores relativos menores de o-xi-
losidase e B-glucosidase. Neste periodo, os cotiiédones j& estdo macios, com

cerca de 30% da massa seca original e quase toda a reserva de xiloglucanc
mobilizada (Tiné ef al. 2000).

Protocolo de purificacdo da XET de Hymenaea courbari]

A enzima foi purificada a partir de uma série de modificacbes na
metodologia descrita por Edwards (1986). O procedimento basico mostrado por
Alcéntara (2000) foi mantido, porém nao foi objetivo deste trabaiho purificar a XET
a homogeneidade, mas somente ¢ suficiente para relacionar sua atividade com a
temperatura fisiologica de transicado do xiloglucano.

Preparacao do Extrato Bruto

Os cotilédones foram coihidos, pesados e mantidos resfriados em gelo.
Cada cotilédone foi seccionado em pequenas fatias com um estilete. Foram
usados 10g de cotilédones fatiados. Os fragmentos, em peguenas porcdes, foram
triturados em pulsos de 30s em homogeneizador modelo Ultra Turrax em

presenca de tampé&o acetato de sodio 50 mM pH 5,0 com NaCl 200 mM, na razdo
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de 1,5 3 2 ml para cada grama de cotilédone a ser processado. Antes de se ho-
mogeneizarem o0s cotilédones, adicionava-se polivinilpolipirrolidona (PVPP -~
insolivel) na propor¢do de 2¢ para cada 100 miL de tamp&o usado. A mistura fol
mantida sob agitacio suave, durante 1h, para permitir uma maior solubilizacso
das proteinas. Apds esse tempo, a mistura foi filtrada em nailon tipo "pele de ovo”,
espremendo-se manualmente os residuos refidos na malha. O filtrado fol
centrifugado a 27.000 g por 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido, medindo-se
o seu volume, gue foi considerado o exirato bruto.

Fracionamento por sulfato de aménio

Apébs se verificar a estabilidade da atividade enzimatica em presenca desse
sal, definiu-se o modo mais eficienie de seu emprego para a conceniracéo e
purificacao parcial do extrato enzimatico. Em primeiro lugar, adicionou-se sulfato
de amdnio ao extrato bruto aié uma concentracéc de 30 %. O extrato foi mantido
ern repouso na camara fria por 1 h, cenirifugado a 27.000 g por 20 minutos. O
volume do sobrenadante foi medido, adicionando-se a quantidade necesséria de
sal para elevar a conceniracdo a 60% de sulfato de aménio. Apds 1 h de repouso
em camara fria o extrato foi submetido a centrifugagdo (27.000 g, 20 min) e reco-
ihendo-se o precipitado, este era ressuspendido no menor volume possivel de so-
lugao de NaCl 1 M ou em tampéc fosfato de sddio pH 7,2 saturado a 30% de
sulfato de amdnio (1,24 M). O precipitado, retomado em Nall 1M, foi dialisado em
seguida contra o tampao fosfato de sddio. Ao se utilizar o tampéo fosfato de sédio
contendo sulfatc de amdnio, o exirato ja podia ser aplicado diretamente na coluna
de cromatografia hidrofdbica. A aparente remocéc de substancias gue inibiam ou
competiam com o0s substratos nos ensaios enzimaticos permitiu obier, nesta

etapa, maior rendimento da atividade das enzimas do que o determinado no
extrato bruto.
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Cromatografia Hidrofébica

0 extralo enzimético retomadeo do precipiiado oblido pelo fracionamento
com sulfato de aménioc foi submetido a cromatografia hidrofdbica por meio de co-
juna {com 23 mL de volume total) de resina hidrofdbica de Buiil-agarose (Sigma) e
ligada a um FPLC (Fast Performance Liguid Chromatography) Akta Purifier
(Amersham Biosciences). A coluna fol previamente equilibrada com tampéo
fosfato de sddio 50 mhM pH 7,2 com sulfaio de aménio 1,24 M. A concenitracio
inicial do processo de saturacao, isto &, 30% do sal foi suficiente para reter na
coluna a XET, sempre gue o pH do exirato estivesse ajustado. Assim, na presente
purificacdo, o phH foi ajustado em 7,2, do contrarico nenhuma enzima teria sido
capaz de interagir com o grupo butila. Apds aplicaglo do extrato, a eluicio total foi
de duas vezes e meia o volume da coluna e com constante monitoramento com
leitura em absorbancia a 280 nm das fracdes coletadas, até a linha de base afingir
a zero ou proxime disso ¢ permanecendo constante. A atividade enzimatica foi
eluida por um gradiente decrescente de suifato de aménio. A concentracio de sal
no tampao de elui¢do reduzia-se de 1,24 M até o tampaéo livre de sal. O controle
do gradiente foi feito pelo software do equipamento, com a estratégia adequada ao
método (Alcantara, 2000). De acorde com os picos obiidos no cromatograma
{fracOes onde havia a indicacdo de proteinas), foram feitos ensaios colorimétricos
para medir a atividade de XET (XETA) conforme Alcantara (2000). Apds a
determinacao da atividade enzimatica, as fracbes de interesse foram reunidas e
novamente aplicadas, repetindo-se o gradiente, comegando com a saturacao feita
pelo tampéo sulfato de ambnio até o tampao livre desse sal. Esse extrato foi
reaplicado ¢ eluidec da mesma forma que na primeira aplicagdo, porém permitindo
obter uma melhor purificagio.

Experimentos de interacdo iodo-xilogiucano

A inferagéo de iodo-xiloglucano é feita utilizando-se 100 uL de xiloglucano a

0,1% mais 0,9 ulL tampdo Mcllvaine pH 4,0 e 50 M, 1mbL de /Kl a 10% e
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podendo ou n&o acrescentar imbL de Na;S0, a 20%. O sulfaio de sbdio tem a
capacidade de estabilizar em parte a interagio icdo-xiloglucano. Apés incubacgao
por trinta minutos a 30°C foi feita a leitura da absorbancia a 660 nm em
espectrofotdmetro Shimadzu. Apods diversos experimentos, a retirada do sulfato
de sodio mostrou-se ideal para os ensaios do efeito da temperatura, por permitir
fazer diversas vezes com a mesma amosira elevacio e diminuicdo das
temperaturas sem que ocorresse a formacao de “precipitados” de xiloglucanos.

Xiloglucano e pH

A determinacdo do pH &fimo do complexo xiloglucano-L/Kl fol obtida
através da elaboragdo de uma curva padrfo, variando os pHs de 3 a 7 (com
intervalos de 0,5 unidade) usando tamp&o Mcllvaine (citrato-fosfato). Nos ensaios
enzimaticos o tampéo utilizado tinha o pH 6timo para a enzima.

Xilogiucano e temperatura

Para os ciclos de temperatura com o xiloglucano complexado com /Kl foi
utitizado um espectrofotometro HP 8453, com sistema “Peltier” para o conirole de
temperatura e cubeta de quartzo fechada para evitar a evaporagao do iodo do
complexo (uso gentilmente permitido pelo Prof.Dr. Franco Lajolo do Laboratorio de
Alimentos da USP). Os ciclos de temperatura iniciaram-se aos 20°C, elevando-se
de 3 em 3°C e deixando por cinco minutos para estabilizar, até chegar aos 47°C.
Quando atingida a temperatura maxima programada, iniciava-se 0 retorno aocs
20°C usando ¢ mesmo procedimento. Esse tipo de experimento sé foi possivel ser

realizado devido ao controle rigido da temperatura feitc pelo software do
equipamento.
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Ensaio da atividade de XET - ensaio colorimétrico

A atividade de XET fol medida através do método colorimétrico baseado na
formacao do complexo xiloglucano iodofiodeto de potassio, como descrito por Al
cantara (2000) utilizando placas de ELISA, com adaptacbes para Eppendorff.

O método original (Sulova ef al. 1995), definido para tubos de ensaio,
basela-se na incubagdo de 10 ylL de exiraios de XET, 0,2mg de xloglucano de
Tamarindus indica, 20 a 40 ug de oligossacarideos em 0,2 mL de tampéo citrato-
fosfato 50 mM, pH 5,5. A incubacéo € interrompida pela adiggo de 0,1 mL de HCI
1M, seguida da adigdo de 1 mL de solucdo de Na,S0; 20% e 0.2 mL de iodo-
iodeto de potassic (0,5% Iz - 1,0% Kl), em cada tubo. Apés 1 hora em repouso no
escuro, a absorbancia € determinada a 620 nm. A atividade total de degradacac
do xilogiucano (XDA = Xyloglucan Degradation Activity) gue inclui ndo s6 a
atividade de transgiicosilagdo mas a atividade endo-hidrolitica da XET (caso utilize
a agua como aceptora de fragmentos) e as atividades contaminantes de possiveis
endo-p-glucanases n&o especificas para o xiloglucano é calculada pela formuia

XDA = 100(Ac) ~ Ag)Ac)
onde A € a absorbancia do controle sem enzima e Ay € a absorbancia da
amostra.

O valor da atividade € expresso em unidades arbitrarias e corresponde a
percentagem de xiloglucanoc degradado a moléculas com massa molecular inferior
a 10 kDa gue n&oc reagem com o iodo-iodeto de potassio.

Para distinguir a atividade de fransglicosilase de atividades de endo-j-
glucanases nao especificas eventualmente presenies em um exrato, foram
realizados ensaios paralelos sem a adicao de oligossacarideos. A diferenca entre
os dois ensaios foi fomada como uma medida para a atividade fiquida de
transglicesilagdo da XET (XETA):

KETA = XDALe) - XDA(,
onde XDALc) € a atividade medida na presenca de oligossacarideos e XDA) é a
atividade medida em sua auséncia. Para os ensaios da XET de Hymenaea

courbaril s¢ foi observada atividade em presenca de oligossacarideos, portanto,
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XETA = XDApowe

A técnica adaptada, consiste na incubacéo de 20ul de XET com 30uL de
xiloglucano (0,3 mg) mais 10 yL de oligossacarideos (20 a 40 ug) e tampao ace-
tato de sédio 50 mM pH 5,0 durante 2 horas e com temperaturas diferentes (25,
30, 35, 38, 40 e 42 °C para Hymenaea courbaril com oligossacaridecs de
Hymenaea courbanl e 30, 38, 42 e 486 °C para Tamarindus indica com
oligossacarideos de Tamarindus indica). A incubacio Tl inferrompida pela adicéo
de 20 pl de HC! 1M e, em seguida, foram adicionados 200 pl de Na;S0s 20%
mais 40 pl de L/KI (0,5% b e 1,0% Ki). Apés 15 minutos de repouso em
temperatura ambiente e nc escuro a absorbancia foi determinada a 660 nm em
espectrofotdmetro Shimadzu.

A diminuigBo do tempo de repousc para 15 minutos néc proporcionou
prejuizo para a preciséo do ensaio.

Um outro tipo de ensaio colorimétrico, modificado a partir do descrito acima,
foi feito a 35 °C e a 42 °C com a XET de Hymenaea courbarii, Com 0s mesmos
volumes acima, xiloglucano de Hymenaea courbaril foli incubado com
oligossacarideos de Hymenaea courbaril e Tamarindus indica; o xiloglucano de
Tamarindus indica foi incubado com oligossacarideos de Hymenaea courbaril e
Tamarindus indica. Os demais procedimentos foram mantidos.

Experimentos com HSDSC

Os experimentos com DSC de alta sensibilidade (High Sensitivity
Differential Scanning Calorimetry VP-DSC da MicreCal Inc.) foram realizados no
Instituto de Quimica, da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP, com
auxilio e supervisao do Dr. Watson Loh. As amostras iniciais de xiloglucanos eram
de 0,1% e posteriormente foram usadas concentractes de xiloglucanos a 1%. Os
experimentos eram feitos na faixa de temperatura entre 10 ¢ 70° C, aquecendo e
resfriando diversas vezes. O objetivo dos experimentos foi o de poder observar
algum tipo de transigdo ne xiloglucanoc em temperatura fisiolégica.
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Experimentos com dicroismo circular

A teoria do dicroismo circular (CD) basela-se na propagacio ou desvio para
esquerda ou direita de ondas eletromagnéticas circulares e polarizadas (LHCP —
left handed circularly polarized ou RHCP ~ right handed circularly polarized). Se a
molécula absorve essas freqiéncias eletromagnéticas, a absorgic de ondas
LHCP ou RHCP ndo é igual. A esse efeito é dado o nome de dicroismo circulare é
caracterizado pela diferenca entre os coeficientes de absorgo (Cadwell ef a/. 1971
e Barron, 1982 citado por Zamastil ef a/. 1998).

Os experimenios com ¢ equipamento de dicrolsmo circular foram feitos no
IBILCE — UNESP de S&0¢ José do Rio Preto, no Departamento de Biofisica Mole-
cular, com ¢ auwdlio e orientac@o do Dr. Jo&o Ruggiero Neto e do Dr. Marcelo An-
drés Fossey. Esses experimentos visavam descobrir o tipo de hélice formada pelo
xiloglucano, ja gue tanto “in vivo” como em solugdo, ele reage com ¢ ion trilodeto,
da mesma forma que o amido. O equipamento de CD utilizado (Jasco Lid., modelo
J-700) foi desenvolvido para trabalhar em comprimentos de onda acima 200 nm,

isto &, com lampadas comerciais € sem a necessidade de elevado vacuo.
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Resuitados

Ensaios com iodo/iodeto de potassio.

Os ensaios de xiloglucanos com lodofiodeto de potassic ddo uma coloracéo
azul bem forle e escura, o que caracteriza esse complexo. Isto acontece com o
xiloglucano (Gailard ef al. 1969) da mesma maneira com o amido.

Varreduras feitas em espectrofoidmetros desse complexc demonstraram
que a melhor leitura, ou o pico de absorbancia ocorre entre 660 a 667 nm de
comprimento de onda. Esta variacdo de 7 nm € devida & calibracéo e ao tipo de
equipamento ulilizado (Shimadzu e HP). Um terceiro equipamento foi utilizado
{Ultrospec 3300 da Amersham Biosciences) e os resultados obtidos ficaram dentro
desse intervalo (665 nmj. A estabilidade do complexe xiloglucano-iodoficdeto de
potassio é bem caracteristica e altamente repetitiva. Esses resultados de 6timo de
absorbé@ncia ocorrem tanto para os xiloglucanos de reserva quanio para ©

xiioglucano de parede primaria (Figura 8).
Xiloglucano e pH

Os perfis de cada curva de pH variaram conforme a espécie de onde o Xg
foi extraido. Os Xgs de H. courbanl e C. langsdorffi foram similares,
aparentemente com 6timos nos pHs 3 e 4. O Xg de T. indica apresentou a faixa de
otimo em pH 4 e para ¢ Xg de 7. majus a faixa de &timo foi mais ampla, entre 4 e
5. A diferenga mais acentuada nesse Ultimo caso pode estar relacionada a
presenca de pequena contaminacao com proteinas {Figura 9).
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Kilogiucano e temperatura

Quando o complexo xiloglucanoc-iodo/iodeto de potassio é aquecido, mesmo
em temperaturas ac redor de 100 ° C, perde a cor azul, ficando amarelo &, ao ser
resfriado, volta a apresentar a coloracdo azul (Gailard ef. al 1969). Nos
experimentos feitos em nosso laboratério, foi possivel verificar que a velocidade
com a qual o xiloglucano € resfriado determina “a renaturacéc” original da
estrutura helicoidal. Se a velocidade de aguecimento for a mesma de resfriamenio,
e preferencialmente lenta, ¢ xiloglucano complexade com o iodofiodeto de
potassio voita a apresentar uma absorbancia muito préxima da inicial; ja se a
velocidade de resfriamento for muilo répida, a absorbancia final do complexo nao
& to proxima, sendo inferior a inicial. E importante ressaltar que, mesmo
agquecendo e resfriando rapidamente, o pice de absorbdncia permanece ao redor
dos B67nm.

Os resultados obtidos com os xiloglucanos, tanto de reserva guanio de
parede primaria de células em suspensao de feijio, sugerem que eles possuem
uma temperatura de transicac (Tner) de conformagao. Enquanto o xiloglucano de
H.courbaril apresenta Tper de aquecimento 35°C e de resfriamento 33,8°C, o de
C.langsdorffi apresenta 40,2°C e 35,8°C, o T.indica 41,2° e 38,1°C, o T.majus
37,5° e 30,2° C e o feijéc 36,1°C e 30°C respectivamente. Esses valores (Figura
10} demenstram que H.courbaril € que apresenta menor histerese e T.majus a
maior.

E interessante observar que houve trés classes distintas no gue concerne
os ciclos de temperatura e de histerese nos diferentes Xgs. H. courbaril foi o
#menor, com apenas 1,8°C de diferenca entre os Tpess de elevacdo e diminuicao,
enquanto C. fangsdorffii e T. indica apresentaram valores intermediarios (3 e 4
graus C respectivamente) e 7. majus e feijaio com diferencas de 7 ¢ 6 graus C

respectivamente.
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Xiloglucano e HSDSC

Com solucbes de concentractes de 0,1; 0,5 e 1% dos xiloglucanos, foram
feitos diversos experimenios, porém ndo foi possivel observar qualguer fipo de
transicdo. A elevagBo e z diminuicdo de temperatura foram variadas, por uma
série de sxperimentos, de 0,5 a 1 °C por minuto. A opgcao em usar um HSDSC foi

devido a sensibilidade muito maior em relac8o ac DSC comum (Figura 11).
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Figura 11. Resultado obtido com xiloglucano de Copaifera langsdorffii. Como
nos demais xilogiucanos, ndo foi possivel obter um resuitado capaz de de-
monstrar uma transicéo de fase ou gualquer tipo de alteracdo do Xg.



48

Xiloglucano e CD

Os carboidraios apresentam problemas especiais para analise conformacio-
nal por CD. Diferente das proteinas, as conformactes dos carboidratos, principal-
mente de polissacarideos, ndo apreseniam formas caracteristicas como o-hélice,
folha prequeada (B-sheet) e outras. Em solucso, os carboidratos, principalmente
os polissacarideos, podem formar hélices desordenadas, paries estendidas,
outras colapsadas, mas uma esirutura helicoidal pode vir a se formar, variando a
abertura, &ngulo e passo da hélice de acordo com os residuocs de aglcar que ela
apresente (Stevens, 1996; Ress, 1982 citado por Stevens, 1996).

Procuramos utilizar um aparelho de dicrolsmo cireular (CD) para fazermos
os experimentos. Como a grande maioria dos aparelhos de CD apresenta
lampadas do tipo comercial, Stimas para proteinas, que atuam acima de 200 nm
de comprimento de onda, n&o nos foi possivel determinar o tipo de estrutura ou
tfivo de hélice formada para os xilogiucanos. Apesar disso, no limite da resolugdo
do aparelho, foi possivel observar um cerio deslocamento do CD para a esquerda
no xilogiucano de H. courbaril e um certo deslocamento para a direita em T. indica
{(Figura 12). Os ouiros xiloglucanos ndo apresentaram alge que chamasse a
atencao, pois quaisquer alteragbes que poderiam apresentar ou que tenham
apresentado, estariam provavelmente fora da faixa de sensibilidade do apareiho.
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Xiloglucano & enzimas

Os xiloglucanos das quatro espécies, complexados com icdofiodeto de
potassio, foram incubados com enzimas celulase (de Trichoderma viride), B-
galactosidase {(de Copaifera langsdorffiiy e xioglucano endo-transglicosilase (de
Hymenaea courbaril).

A acéo da celulase sobre o polimero ¢ muito eficiente e foi possivel
acompanhar a hidrdlise diretamente no espectrofotémetro (Figura 13), com a
queda da absorbancia do complexo, até nfo ter mais a coloracdo verde-azulada,
caracteristica do complexo XG/I./Kl. Essa técnica nos permite produzir oligossaca-
rideos de xiloglucanos de pesos moleculares diferentes acompanhando a queda
da absorbancia.

Nos experimentos com B-galaciosidase foi utilizado o xiloglucano de C.
langsdorffii, pois esse apresenta maior proporgéo de fragmentos de XLLG e se
houvesse ataque pela B-galactosidase esse provavelmente seria visto mais clara-
mente (Alcantara et al. 1999). Enfretanto, ndo houve ataque da B-galactosidase ao
polimero (Figura 13).

Em experimentos com extrato bruto de XET (xiloglucanc endo-p-transglico-
silase) de H. courbaril demonstraram uma curva com queda da atividade enzima-
tica conforme a temperatura é elevada, no mesmo padréo da temperatura de tran-
sigéo (conformacional) da esfrutura nativa para a desnaturada do xiloglucano. isso
nos fez realizar novos experimentos com XET de H. courbaril para confirmar esse
fenomeno (Figura 14A).

A estrategia seguinte foi purificar a XET de Hymenaea courbaril usando um
FPLC (Fast Performance Liquid Chromatography) AKTA Purifier (Amersham
Biosciences) para obter uma purificacéo mais confiavel e répida. O proposito ndo
era determinar propriedades ou seglienciar a enzima, mas sim utiliza-la com o
maximo de pureza, sem contaminagdo com outras enzimas de hidrolise do
xilogiucano, como a-xilosidade, B-glucosidase e B-galactosidase e relacionar a sua

atividade com a temperatura e a mudanga conformacional da molécula de
xiloglucano.
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Figura 13. Ac8c de celulase e B-galactosidase sobre o polimero de xiloglucano. Em A
sobre xiloglucano de Hymenaea courbaril e em B sobre xiloglucano de Copaifera
fangsdorffi.



Atividade da XET por ensaio colorimétrico e temperatura

A XET de H. courbari teve a sua atividade determinada por ensaio
colorimétrico em diferentes temperaturas e incubada com xloglucano e
oligossacarideos de H. courbari e também com xilogiucano e oligossacarideos de
T. indica. A escolha do xloglucano de 7. indica para ensaio fol motivada por
apresentar oligossacaridecs de série orfodoxa (baseados somente em YHXG)
bem conhecidos.

Nos ensaios de H. courbaril pode-se observar que a atividade 6tima da
enzima XET & maxima exatamente na mesma temperatura onde o xiloglucane
esta no Trer & "abrindo” a hélice e liberando o ion triiodeto (35° C) {Figura 14B).

Nos ensaios de 7. indica com a XET de H. courbaril, ndc houve agio da
enzima sobre os substraios.

O segundo tipo de ensaio colorimétrico foi feito a 35°C, usando a XET e
xiloglucano de H. courbari tantc com oligossacarideos de H. courbaril quanto de
T. indica, apresentou hidrolise. A mesma enzima com xiloglucano de T. indica nao
apresentou ou apreseniou pouca hidrélise com oligossacarideo de 7. indica e
apresentou transglicosilag&o com oligossacarideo de H. courbaril (Figura 15).

A Figura 14A mostra curvas de atividade e estabilidade da XET de H.
courbaril. A enzima perde rapidamente a estabilidade quando a temperatura
aumenta acima de 30 °C. No entanto, a atividade enzimatica foi maxima a 35 °C,
gue corresponde a temperatura em gue o Xg atinge © Taer (Figura 10A). Em
ensaios com a XET parcialmente purificada os resultados de atividades foram
confirmados (Figura 14B).

Utilizando as condigbes de pH, temperatura e estabilidade definidas nos
experimentos acima, foi realizade estudc sobre a especificidade da XET por
oligossacarideos e polissacarideos de diferentes espécies (Figura 15).

Nesse experimento foram utilizados como doadores os polimeros de
xiloglucanos de H. courbari e T. indica e como aceptores as misturas de

cligossacarideos obtidas desses mesmos polimeros por hidréiise com celulase.



Os resultados mostraram que a XET de H. courbaril apresenta grande
especificidade pelo doador utilizado na reagéo, deslocando 2 reagao para hidrdlise
apenas na presenca de Xg de H. courbari, nac importando o oligossacaridec
aceptor. Curiosamente, guando os oligossacaridecs acepiores foram os de H.

courbaril & o polimerc doador foi de 7. indica a reagdo foi deslocada para
transglicosilacéo (Figura 15).
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Discusséo

Ensaios com iodoficdeto de potassio.

A formacéo de complexos de coloragiio azul na presenca de xiloglucano
sugere fortemenie que este polimero também possua conformacso helicoidal em
solug@o, porém com passo mais longo devido ao tipo de ligacdo glicosidica — B
(1,4) — (Tayior ef al. 1985) e das ramificacbes que esie polimero apresenta. A
molécula de amido apresenta ligacdes glicosidicas o (1,4} e suas ramificagbes

apresentam ligagdes o (1,8).

Xilogiucano e temperatura

Os xiloglucanos utilizados apresentaram diferentes Trer de aguecimentio e
resfriamento, como foi mostrade na Figura 10. O xiloglucano de H. courbaril apre-
sentou uma menor histerese entre o aguecimento e o resfriamento enquanto a
maior foi observada para o xiloglucano de 7. majus (Figura 10). A absorbancia ini-
cial para todos os xilogiucanos quando do aquecimento foi praticamente idéntica a
absorbancia no fim do resfriamento.

Uma justificativa para esse tipo de fendmeno seria a diferenca entre as es-
truturas finas desses polimeros, que no caso especifico de H.courbaril poderia ser
explicado pela diversidade na distribuico de oligossacarideos galactosilados em
relagao as demais espécies. Tais variagbes foram mostradas por Lima & Bucke-

ridge (2001) que observaram inclusive diferencas no grau de adsorgéo de xiloglu-
canos a celulose (Tabela 1).



Tabela 1- Distribuicdo de galactoses nas molécuias de xiloglucane, segunde Lima & Buckeridpe
{2000), poderia estar diretamente relacionada com a menor ou maior histerese dos xiloglucanos.

Espécies indice de distribuicdo de galactose Adsorgdo Xg 3
(XLLGHXLXG) (XLLG+XX] &) celulose (%)

H. courbarif 0,20 33,82"

T. indica 0,85 30.8b

7. majus 0,78 26,9¢

C. langsdorffii 03,82 26.6¢

*ag infras minGscuias comparam as médias de adsorcdo enire a5 espéciss.

Qulra possibilidade para essa menor histerese em H. cowrbarnl € a presenca
de uma nova familia de oligossacarideos, exclusivos a essa espécie, com blocos
formados por cinco moléculas de giucose (Tiné, 2002), e com diferentes distribui-
ches das galacioses.

Uma terceira hipdtese para uma diferencga 8o grande seria ainda a pre-
senca de uma pequena contaminacio com proteinas no xiloglucano de T. majus,
mesmo apds adotar o mesmo procedimento que se mostrou eficiente para os de-
mais xiloglucanocs.

O xiloglucano de 7. indica foi o que apresentou maior Tmer de aquecimento
e de resfriamento. Essa caracteristica desse xiloglucano também deve estar rela-
cionada ao grau de galactosilacdo da molécula e conseqiientemente a predomi-
nancia de oligossacarideos galactosilados (Lima e Buckeridge, 2001).

Todos esses resultados sugerem que a molécuia de xiloglucano, tanto de
reserva quanto de parede primaria de feijao, devam apresentar uma estrutura heii-
coidal, pois abaixo do Tner complexa-se com i/Kl, e, quando aguecida, desfaz
essa estrutura. Com o resfriamento, a estrutura helicoidal € recuperada e, na pre-
senca de /Kl, o complexo também & recuperado. Devide a utilizacéo do /Kl &
possivel observar essa transigao, aparentemente de segunda ordem. Nessa tran-
sicdo, o xilogiucano aquecido deve apresentar uma forma “desnaturada” e, simi-
farmente ao DNA, ao ser resfriado lentamente ou na mesma velocidade com que
foi aquecido, acaba recuperando a conformacao original. Quando o xiloglucano é
rapidamente resfriado, a absorbancia final ndo ¢ igual nem proxima a inicial. Apa-

rentemente ha retrogradacao dos xiloglucanos e precipitacdc de porgdes desses
polimeros, que nao solubilizam novamente.
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Kiloglucano e HSDSC

O uso de um HSDSC foi para tentar demonstrar fisicamente, & sem a pre-
senca de i0do, essa transico de temperatura observada em espectrofotbmetro &
i-/Ki. Contudo, ndo foi possivel detectar qualquer tipo de transicdo na molécula de
xiloglucano com HSDSC. Para reforgar essa afirmagcio, em um dnico trabalho com
xiloglucano e DSC, Yoshimura ef al. (1998) demonstraram que xiloglucano de T.
indica, com conceniracio a 2 % nao apreseniou fransicdo de fase, ou quaiquer
tipo de sinal que mostrasse algum tipo de transicao. Os dados com 2Kl nos levam
a acreditar que ocorra uma transicio de primeira ordem e a variacéo de entaipia
nao & suficiente para ser detectada pelo HSDSC por apresentar uma transicdo de
haixa energia.

Dicroismo Circular

Segundo Stevens (1996), a faixa ideal para fazer a analise conformacional
de polissacarideos esta enire 120 a 180 nm. O tipo de CD que atua nessa faixa
de comprimenio de onda hd somente com recurso de ijuz sincrotrom e com ele-
vado vacuo, ¢ gue nao enconframos disponivel até ¢ momento em Sao Paulo. O
CD utilizado, com lampada comercial e baixo vacuo, permitiu leituras confidveis
até 200nm. Apesar disso foi possivel observar um certo desiocamento do CD para
a esquerda no xiloglucane de H. courbaril e um certo deslocamento para a direita
em 7. indica. Esses deslocamentos ocorreram em temperaturas abaixo e acima
dos Trers d& ambas as espécies. Os demais xiloglucanos n&c apresentaram ne-
nhuma indicagdo tao evidente quantc os de H. courbaril ou T. indica. Isso nos faz
crer que quaisquer alteragdes que eles pudessem apresentar seriam passiveis de
observacéc caso ¢ equipamento atingisse a faixa ideal para polissacarideocs, isto
é, de 120 a 180 nm.

Esse pequeno deslocamento, fora da faixa adequada para polissacarideos
(120 a 180 nm) faz-nos supor que seja devido ao padrao de ramificagdc com ga-
lactose presente em 7. indica e a nova familia de oligossacarideos de cinco giuco-
ses existente em H. courbaril (Figura 12). Acreditamos que futuramente, com o



auxilio de um CD de luz sincrotrom, seja possivel determinar ¢ tipo de estrutura
conformacional (ou helicoidal) dos xilogiucanos, pois nesse tipo de equipamento
pode-se realizar experimentos em comprimentos de onda inferiores a 200 nm.

Kileglucano e enzimas

O xiloglucano é atacado com facilidade pela celulase. Fol possivel acompa-
nhar a degradagac ulilizando-se o /Kl e lendo a absorbancia diretamente em es-
pectrofotdmetro. Enguanto o complexo xiloglucano-iodoficdeto de potassio esta
com a cor verde-azulada € possivel fazer leituras. Entretanto, conforme a celulase
vai guebrando o xiloglucano, o complexc vai se desfazendo e a absorbéancia dimi-
nuindo até ndo mais ser possivel obler leituras; € guando o complexo se desfaz
por completo (Figura 13). Essas observacfes mostraram gue a interacdo com o
iodo néo impede a interacdo da celulase com o Xg. Isso sugere que a celulase
provaveimente reconhece sitios exiernos a hélice; consegiientemente, as regides
da molécula de Xg que interagem com o iodo ndo s&c as mesmas gue s&o ataca-
das pela celulase. A agao da celulase sobre o xiloglucano monitorada pelo iodo
pode vir a ser uma ferramenta importante para a producac de fragmentos de xilo-
glucanos com os mais diversos pesos moleculares.

Como ja foi visto por Alcantara ef al. (1999) e Silva (2001), a pB-galactosi-
dase néo tem capacidade de atacar o polimero, atacando apenas os oligossaca-
rideos e em posi¢des especificas, como no modelo proposto por Tiné et al. (2000)
e mostrado na introdug&o (Figura 5). Assim a B-galactosidase, como foi afirmado
na intredugéo, provaveimente ndo teve a capacidade de atacar o polimero de xilo-
glucano, mesmo quando associada a celulase, sendo que a capacidade de remo-

ver os residuos de galactose do xiloglucanc pode ser considerada nula (Figura
13).

Os experimentos realizados com a XET visavam relacionar a transi¢o do
xiloglucano com a atividade da enzima. Os experimentos foram desenhados de tal

forma que pudesse ser possivel visualizar a acio da enzima e a temperatura de
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transicao, sliminando a influéncia da temperatura como responsavel por qualquer
alteracéo da atividade enzimatica.

Esses resuilados sugerem que guando o Xg estd na “forma helicoidal” os
dominios suscepliveis ac atague enzimatico pela XET néo estdo disponiveis. Mais
do gue isso, esses dominios parecem ndo estar disponiveis tampouco em tempe-
raturas acima do Tper Assim, a acio enzimatica da XET sobre o Xg, conforme
demonstrado na Figura 14B, aumenta linearmente entre 20 & 35 °C, caindo expo-
nenciaimente acima desta temperatura. Por outro lado, acima de 35°C a queda da
atividade da XET pode ser associada principalmente & desnaturagio da enzima.

Com esses dados foi possivel fazer uma projecao do perfodo em que a XET
pariiciparia da mobilizacdo do Xg, utilizando dados da temperatura da superficie
de folhas de jatobéd crescendo em casa de vegetacio no verio (Figura 17), época
preferencial em que planiulas de jatoba estao iniciando o crescimento em ambi-
ente natural.

Posteriormente foram feitos ensaios com a XET de H. courbaril com xiloglu-
cano e oligossacarideos de T. indica. No regime de temperatura de transicéo do 7.
indica, que € de 41,8 °C, ndc foi observade atividade hidrolitica da XET de H.
courbaril. Aparentemente a XET de H. courbaril nao hidrolisa o xiloglucano de T.
indica ou se o ataca necessitaria de um tempc de incubacio superior a duas ho-
ras.

Entretanto, quando se cruzam os oligossacarideos, isto €, xiloglucano de H.
courbaril com oligossacarideos de 7. indica e vice-versa, cbserva-se que XET hi-
drolisa o xiloglucano de H. courbaril com oligossacarideo de T. indica e essa
mesma XET transglicosilaria os oligossacarideos de H.courbarii com xiloglucano
de T. indica (Figura 15).

Essa especificidade da XET de H. courbaril ac seu proprio xiloglucano e
cligossacarideos poderia estar relacionada 3 temperatura de fransicio menor do
xiloglucano de H. courbaril, ja que é o xiloglucano de menor histerese; a presenca
de blocos de oligossacarideos com cinco moléculas de glucose (Buckeridge et
al. 1997, Tiné, 2002) e também porque € o xiloglucano de H. courbaril que apre-
senta maior proporgac de sitios de ataque pela XET (Figura 16).
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Figura 16. Comparaco entre fragmentos de xilogiucanos. Em A um xiloglucano
composto somente por oligossacarideos com quatro glucoses na cadela principal.
Em B um xiloglucano com cligossacarideos com quatro e cinco glucoses se alter-
nando. Em azul os possiveis sitios de atague da XET, com blocos de trés giuco-
ses e as setas e a glucose em vermelho indicam a posicao hidrolisada. E possivel
notar em B que os sitios de ataque se alternam nos dois lados da cadeia principal.
G = glucose B-(1.4); X = xilose o-(1,8), as galactoses ndo estdo representadas.
(Ting, 2002, modificado).



A baixa hidrolise apresentada peio Xg e oligossacaridecs de 7. indica faz
supor que na temperatura de 35 °C haveria poucos sitios de atague disponiveis
para a XET, pois essa temperatura € bem abaixo do seu Trer © a estrutura helicoi-
dal estaria ainda fechada (Figura 10C).

Ja a ftransgiicosilacdo observada com xilogiucano de 7. indica com
oligossacarideos de H. courbari! seria pela especificidade da enzima sobre oligos-
sacarideos com cince moléculas de glucose, certamente presentes, o gue nao
ocorre no polimero de T. indica, e a enzima reconheceria apenas o oligossacari-
deo e o adicionaria ao polimero.

Os mesmos ensaios cruzados feitos a 42 °C, proximo ao Tpey de agqueci-
mento de 7. indica (41,8 °C) ndoc apresentaram nenhuma atividade aparente da
enzima, hidrolitica ou de fransglicosilacio. Isso nos faz supor gue, além da
estrutura do xiloglucano de H. courbari, a temperatura também & um fator
importante na modulagéo da atividade da XET na semente.

No experimento de XET de H. courbaril com xiloglucano e oligossacarideos
de H. courbaril, cujo Tper de aquecimento é 35°C, constatou-se que a maior ativi-
dade da XET ocorre exatamente na temperatura de transicdo e deve ser nesse
instante que ocorre maior formacgao de oligossacarideos de xiloglucano. Compa-
rando com o8 ciclos diuturnos de temperatura na superficie foliar (Figura 17) reali-
zados com H. courbarif {(H.P.Santos, L.1.V. Amaral, M.S. Buckeridge, comunica-
cao pessoal) pode-se sugerir que a acdo da XET de H. courbaril, e consegliente-
mente das demais sementes gue armazenam xiloglucano nas paredes celulares
dos cotilédones, poderia ser maior durante o dia, pois a molécula de xiloglucano
“abriria” e provavelmente seria mais faciimente atacada pela enzima, enquanto
que, a noite, os oligossacarideos produzidos durante o dia, sofreriam a agéo da p-
galactosidase e demais enzimas, como no modelo proposto por Tiné et al. (2000)
(Figura 5).

Uma projecac especulativa similar pode ser feita considerando o xiloglu-
cano na parede primaria. Come no caso do Xg de feijdo 0 Trer (36,1°C) € similar
ao de H. courbaril (35°C), pode-se especular gque a fransicio de fase observada

no presente frabaltho possa ocorrer em paredes celulares de folhas que, durante o
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desenvolvimentio, poderiam também ter os periodos de expansioc celular ajusia-
dos ao ritmo circadianc (Figura 17}.

Os nossos resultados sugerem que a degradacdo do Xg da parede celular
dos cotiledones poderia ser controlada pela temperatura, mais eievada durante o
dia, que permitiia a quebra em grandes biocos de Xg, enquantc a noite, em
temperaturas mais baixas, o metabolismo seria mais ativo e 0s blocos formados
durante o dia seriam degradados. Sob essas condigbes, a mobilizagio do carbono
vindo do Xg dos cotilédones para o crescimento da plantula ngo se sobreporia a
fotossintese, sendo possivel que este controle seja feito pela temperatura, que
daria uma eficiéncla maior no uso do carbono pela plantula em desenvolvimento.

Temperatura
Parcentagem de XDA

10:00
14.00
18:00
22:00:
2:00
6,00
10:00
14:00

Hora

Figura 17. Variaglo da temperatura foliar de Hymenaea courbaril em relacao &
atividade da XET em um periodo superior a 24 horas (os dados de temperatura

foiiar foram fornecidos por H.P.Santos, LILV. Amaral, M.S. Buckeridge,
cormunicacac pessoal).
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Conclusbes

A partir dos resuliados obtidos, foi possivel concluir que;

A estabilidade do complexo xilogiucano — iodo/iodeto de potassio € um falo
& mesmo com ciclos de elevacloe e diminuicdo de temperatura ou variacdo do pH,
se mantém constante.

Essa estabilidade permite observar uma transicio de fase na molécula do
xiloglucano, em temperatura fisiolégica, independentemente de ser xiloglucano de
reserva ou de parede primaria, porém cada um com uma temperaiura de transicdo
diferente.

O xiloglucano de reserva de semenies de H. couwrbari apresenta menor
histerese nos cicios de femperaiura e essa propriedade deve estar diretamente
relacionada com a sua estrutura fina, que apresenta diferencas marcanies.

A XET (xiloglucanc endo-B-transglicosilase) de H. cowurbaril tem étimo de
gtividade na mesma temperatura de transicdo do xloglucanc dessa mesma
espécie. Este otimo de temperatura ocorre durante o dia e deve estar diretamente
associado ao ritmo circadiano de degradacao das reservas nos cotilédones.

A XET de H. courbaril apresenta alta especificidade de substrato para poder

atuar, isto &, tem preferéncia pelo xiloglucano e pelos oligossacarideos de H.
courbaril.
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