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1. LISTA DE ABREVIATURAS

ATP — Adenosina trifosfato

BMY3 - B-amylase

DH5a — Linhagem de Escherichia coli utilizada para clonagem
EC — The enzyme commission number

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

GBSSI - Granule-bound starch synthase 1

Glc - Glucose

JTT — Tipo de algoritmo

kD — KiloDalton

MOPS — Morpholinepropanesulfonic acid

NI — Neighbor joining

PIN — Pin-formed (PIN) auxin efflux facilitator family
SDS — Dodecil sulfato de s6dio

Sh1 — Gene que codifica a sacarose sintase em milho
TAE — Tris acetate EDTA buffer

UDP - Uridina difosfato

Var. — Variedade vegetal

XG - Xiloglucano

M-MuLV — Moloney Murine Leukemia Virus

AMYV — Avian Myeloblastosis Virus Particles
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2. LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Hymenaea courbaril L. Distribuicdo geogréfica, segundo Lee & Langenheim (1975)

(A); espécime adulto (B); plantula com 100 dias (C); sementes (D); vagem (E). (pg 25).

Figura 2. Estrutura do xiloglucano de reserva. Cadeia principal do tipo celulésica (glucoses
ligadas entre si por ligagdes glicosidicas do tipo B-1,4), com ramifica¢cdes com unidades de xilose
(ligadas as glucoses através de ligacdes a-1,6) e galactose (ligadas as xiloses através de ligacdes
B-1,2) proposto por Kooiman (1960) (A). Modelo de bloco estrutural a partir da nomenclatura
proposta por Fry et al. (1993). A cadeia principal € esta representada na forma de anel aromatico
em branco, constituida por glucoses. As xiloses estdo representadas na forma de anel aromético
preenchido e o trissacarideo estd representado em anel em branco com uma liga¢do entre uma
glucose, uma xilose e uma galactose (B); bloco estrutural do xiloglucano do jatobd com a

presenca de 5 unidades de glucose além das xiloses e galactoses (C). (pg 29).

Figura 3. Modelos baseados na atividade de hidrolases durante a degradacdo e mobilizacdo do
xiloglucano de reserva. Esquema da mobilizaciao do xiloglucano de reserva, a partir da atividade
de duas enzimas que degradam o xiloglucano (B-galactosidase e XTH) e duas enzimas que
mobilizam a sacarose (invertase e sacarose sintase) (A); modelo proposto por Tiné et al. (2000)
para a degradacdo do xiloglucano de reserva em H. courbaril a partir da atividade de quatro

hidrolases (B). (pg 32).

Figura 4. Esquema do mecanismo de transglicosilacio. Moléculas de xiloglucano sao
representadas por linhas continuas e os oligos, provenientes da hidrdlise do xiloglucano pela
acdo da XET através do mecanismo de transglicosilagdo estdo representados por linhas

pontilhadas. (pg 39).
Figura 5. Alternancia ciclica da localizacdo da proteina PIN, dependente de auxina, entre a

membrana plasmética e um compartimento endossomal. Os inibidores do transporte de auxina

como TIBA e NPA, interferem na localizacdo das proteinas PIN1 nas regides basais da
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membrana plasmdtica apds a lavagem com BFA, sugerindo que esses inibidores de transporte

interferem na localizacdo da PIN1. Linha pontilahada = Filamento de actina (pg 46).

Figura 6. Plantulas de H. courbaril com 45 dias apds a embebicdo, submetidas a diferentes
tratamentos. Plantula controle (12 horas luz /12 horas escuro) (A); detalhe (B); plantulas
crescidas em luz continua por 20 dias (C); detalhe (D); plantulas crescidas no escuro continuo
por 20 dias (E); detalhe (F); plantulas sem a parte drea (G); detalhe (H); plantula com 30 dias
sendo preparada para aplicacdo do NPA (I); detalhe da aplicacao do NPA (J); plantulas tratadas
com NPA (K); detalhe (L). As imagens que mostram os detalhes sdo relativas as plantulas no dia

da coleta para cada um dos tratamentos. (pg 52).

Figura 7. Esquema geral utilizado para obten¢do de cDNA de interesse a partir de dois pares de
primers parcialmente sobrepostos em dominios/motivos conservados. DCP = Dominio Protéico
Conservado. Primeiro primer direto (1); segundo primer direto, que € parcialmente sobreposto ao
primeiro (2); primeiro primer reverso (3) e segundo primer reverso, que € parcialmente

sobreposto ao primeiro (4) reverso. (pg 56).

Figura 8. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da actina do jatoba (Hc-Acl) (Ver Anexo
2) com a espécie com a espécie Glycine max (leguminosa) que apresentou menor E-value (8e-

119). (pg 60).

Figura 9. Relacdo evolutiva da B-galactosidase de Angiospermas. A arvore filogenética foi
inferida por uma analise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢do 181 a
332 em A. thaliana (At-BGAL4). As seqiiéncias utilizadas foram a do jatobd (Hc-BGALT) (Ver
Anexo 2), A. thaliana (At-GAL1 - AT3GI13750; At-GAL2 - AT3G52840; At-GAL3 -
ATA4G36360; At-BGAL4 - AT5G56870; At-GALS - AT1G45130; At-BGAL6 - AT5G63800;
At-GAL7 - AT5G20710; At-BGALS - AT2G28470; At-BGALY9 - AT2G32810; At-BGALIO -
AT5G63810; At-BGAL11 - AT4G35010; At-GAL12 - AT4G26140; At-BGALI3 -
AT2G16730; At-BGAL14 - AT4G38590; At-GAL15 - ATI1G31740, At-BGALI16 -
AT1G77410; At-BGAL17 - AT1G72990; Oryza sativa (10 membros), leguminosas (CanBGAL-
4 - CAA09457; CanBGAL-3 - CAA06309; Chickpea - AJ012687), tomate (AJO12796;
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AF020390; AJ012798), maca (L29451), morango (AJ278705; AJ278703). Os valores

apresentados na arvore representam os bootstraps. (pg 67).

Figura 10. Alinhamento das seqiiéncias de aminoécidos da B-galactosidase parcial do jatoba
(Hc-BGALT1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Cicer arietinum) filogeneticamente

mais proxima. (pg 69).

Figura 11. Relacdo evolutiva da xiloglucano endotransglicosilase de Angiospermas. A arvore
filogenética foi inferida por uma analise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da
posicdo 87 a 197 em A. thaliana (At-XTHS). As seqiiéncias utilizadas foram a do jatoba (Hc-
XTHI1) (Ver Anexo 2), A. thaliana (At-XTH1 - AT4G13080; At-XTH2 - AT4G13090; At-
XTH3 - AT3G25050; At-XTH4 - AT2G06850; At-XTHS - ATSG13870; At-XTH6 -
AT5G65730; At-XTH7 - AT4G37800; At-XTHS8 - AT1G11545; At-XTH9 - AT4G03210; At-
XTHI10 - AT2G14620; At-XTHI1 - AT3G48580; At-XTH12 - AT5G57530; At-XTHI13 -
AT5G57540; At-XTHI14 - AT4G25820; At-XTH15 - AT4G14130; At-XTHI16 - AT3G23730;
At-XTH17 - AT1G65310; At-XTHI18 - AT4G30280; At-XTH19 - AT4G30290; At-XTH20 -
AT5G48070; At-XTH21 - AT2G18800; At-XTH22 - AT5G57560; At-XTH23 - AT4G25810;
At-XTH24 - AT4G30270; At-XTH25 - AT5G57550; At-XTH26 - AT4G28850; At-XTH27
AT2G01850; At-XTH28 - AT1G14720; At-XTH29 - AT4G18990; At-XTH30 - AT1G32170;
At-XTH31 - AT3G44990; At-XTH32 - AT2G36870), Oryza sativa (14 membros), leguminosas
(Va-XTH2 - AB086396; VaXTHI - AB086395) e Tropaeolum majus. Os valores apresentados

na arvore representam os bootstraps. (pg 70).

Figura 12. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da xiloglucano endotransglicosilase
parcial do jatobd (Hc-XTH1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Vigna angularis)

filogeneticamente mais proxima. (pg 72).

Figura 13. Relacdo evolutiva da invertase alcalina de Angiospermas. A arvore filogenética foi
inferida por uma andlise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢do 278 a
556 em A. thaliana (AT4G34860). As seqiiéncias utilizadas foram as do jatoba (Hc-AlkINT)
(Ver Anexo 2), A. thaliana (9 membros), Oryza sativa (OsNIN1 - AY575558; OsNIN2 -
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AY575559; OsNIN3 - AY575560; OsNIN4 - AY575561; OsNINS - AYS575562; OsNING6 -
AY575563; OsNIN7 - AY575564; OsNINS - AY575565) e leguminosa (Lc-invl - AJ717412).

Os valores apresentados na arvore representam os bootstraps. (pg 73).

Figura 14. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da invertase alcalina parcial do jatob4 -
Hc-AIKINT (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Cicer arietinum) filogeneticamente

mais proxima. (pg 74).

Figura 15. Relacdo evolutiva da sacarose sintase de Angiospermas. A arvore filogenética foi
inferida por uma andlise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢do 429 a
810 em A. thaliana (SUS4). As seqiiéncias utilizadas foram as do jatoba (Hc-SUS1) (Ver Anexo
2), A. thaliana (At-SUS1 - AT5G20830; At-SUS2 - AT5G49190; At-SUS3 - AT4G02280; At-
SUS4 - AT3G43190; At-SUSS5 - AT5G37180; At-SUS6 - AT1G73370), Oryza sativa (6
membros) e leguminosa (SUSY VICFA - P31926; SUSY MEDSA - 065026; SUSY PHAAU -
QO01390; SUS isoform 3 - CAC32462). Os valores apresentados na arvore representam oS

bootstraps. Dicot = dicotiledoneas. (pg 75).

Figura 16. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da sacarose sintase parcial do jatoba
(Hc-SUS1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Medicago truncatula)

filogeneticamente mais proxima. (pg 76).

Figura 17. Padrao de expressdo e densitometria dos genes da [B-galactosidase (BGALI1),
xiloglucano endotransglicosilase (XTHI), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUSI)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. A andlise foi feita nos
cotilédones pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os
tratamentos com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com
NPA) e alternancia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua
e em escuro continuo por 20 dias). BGALI TAUX (A); BGALI TAL (B); XTHI TAUX (C);
XTHI TAL (D); AIKIN1 TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUSI TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz. (pg 79).
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Figura 18. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. Representacdo grafica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddgena e alternancia de luz nos

cotilédones para os genes da BGAL1(A); XTHI1 (B); AIKIN1 (C); SUSI (D). (pg 80-81).

Figura 19. Padriao de expressdao e densitometria dos genes da [-galactosidase (BGALI),
xiloglucano endotransglicosilase (XTHI), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUSI)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicao. A andlise foi feita nas folhas
pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os tratamentos
com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com NPA) e
alternancia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua e em
escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGAL1 TAL (B); XTH1 TAUX (C); XTHI1
TAL (D); AIKINI TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUS1 TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz. (pg 84).

Figura 20. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. Representacdo grifica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddgena e alternancia de luz nas

folhas para os genes da BGAL1(A); XTH1 (B); AIKINT (C); SUS1 (D). (pg 85-86).

Figura 21. Padrdo de expressdo e densitometria dos genes da [-galactosidase (BGALI1),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUS1)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. A andlise foi feita nos
hipocétilos pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os
tratamentos com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com
NPA) e alternincia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua
e em escuro continuo por 20 dias). BGALI TAUX (A); BGALI TAL (B); XTH1 TAUX (C);
XTHI TAL (D); AIKIN1 TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUSI TAL (H). 1 =
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Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz. (pg 89).

Figura 22. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. Representacdo grifica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddégena e alternancia de luz nos

hipocétilos para os genes da BGAL1(A); XTHI1 (B); AIKIN1 (C); SUSI (D). (pg 90-91).

Figura 23. Padrio de expressdo e densitometria dos genes da [-galactosidase (BGALI1),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUS1)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicao. A andlise foi feita nas raizes
pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os tratamentos
com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com NPA) e
alternancia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua e em
escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGAL1 TAL (B); XTH1 TAUX (C); XTHI1
TAL (D); AIKIN1 TAUX (E); AIKINI TAL (F); SUS1I TAUX (G); SUSI TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz. (pg 94).

Figura 24. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. Representacdo grifica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddgena e alternincia de luz nas

raizes para os genes da BGAL1(A); XTHI1 (B); AIKIN1 (C); SUS1 (D). (pg 95-96).

Figura 25. Alinhamento realizado com a ferramenta blast 2 sequences no servico do NCBL
Amino4cidos localizados nos dominios conservados. Em destaque, residuos que caracterizam a
invertase alcalina de acordo com Ji et al (2005). Alinhamento dos aminodcidos com a presenga
dos 10 residuos da invertase alcalina com a espécie mais préxima filogeneticamente ao jatoba
(A). Alinhamento da seqiiéncia parcial de aminodcidos do jatoba com a espécie mais proxima
filogeneticamente (Leguminosa) com a presenca de 5 residuos da invertase alcalina (B). Em

destaque, os aminodcidos conservados. (pg 102).
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Figura 26. Padrio de expressdo dos genes da [-galactosidase (BGALI1) da xiloglucano
endotransglicosilase (XTHI), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUS1) e possivel
conseqii€éncia para a plantula de jatoba em fungdo da degradacdo e mobiliza¢do do xiloglucano
de reserva nos cotilédones em resposta a auxina enddgena, disponibilidade de carbono e
alternancia de luz. Cotilédones (A); folhas (B); hipocétilos (C) e raizes (D). Cinza escuro =
genes induzidos; Cinza claro = genes reprimidos; Sem preenchimento = genes que possivelmente

ndo sofreram alteragdo direta dos fatores analisados em relagao ao controle. (pg 114).

Figura 27. Modelo para o controle da degradagdo e mobilizacdo do xiloglucano de reserva nos
cotilédones em resposta a auxina enddgena e a alterndncia de luz durante a fase inicial do
desenvolvimento em plantulas de H. courbaril. Cotilédone e folha (A); hipocétilo e raiz (B). (pg

118-119).
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3. RESUMO

Os jatobas (espécies pertencentes ao género Hymenaea, familia Leguminosae)
apresentam grande plasticidade fisioldgica. Diferentes espécies e variedades de jatobds se
adaptaram a praticamente todos os biomas tropicais brasileiros, incluindo a Floresta Amazonica,
e o complexo de ecossistemas que € formado pela Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga. Espécies
do género possuem como principal reserva de carbono do embrido o xiloglucano, um

N

polissacarideo similar a celulose, mas solivel em 4gua devido a ramificacdes com xilose e
galactose. Apds a germinagdo, o xiloglucano dos cotilédones € completamente degradado,
produzindo monossacarideos livres que sdo rapidamente metabolizados a sacarose. A producgdo
das enzimas de hidrélise do xiloglucano nos cotilédones € controlada pela auxina proveniente da
parte aérea da planta, porém, ndo se sabe exatamente como esse mecanismo é controlado. O
objetivo deste trabalho foi isolar cDNAs (DNA complementar) parciais dos genes da f-
galactosidase - BGAL e xiloglucano endotransglicosilase ou endo-fB-1,4-glucanase — XET,
relacionados com a degradagdo do xiloglucano e duas enzimas envolvidas no metabolismo da
sacarose, a invertase neutra/alcalina - IN/IA e a sacarose sintase — SUS, para tentar avaliar
possiveis formas de controle da expressdo génica envolvidas nos mecanismos do catabolismo do
xiloglucano em cotilédones de plantulas de Hymenaea courbaril. Primeiramente, foram
desenhados primers com base em seqiiéncias de espécies da familia Leguminosae existentes em
banco de dados para os respectivos genes. A partir dai foi possivel clonar seqiiéncias parciais de
todos os genes. Utilizando a técnica de RT-PCR semi-quantitativa (semi-quantitative reverse
transcription-polimerase chain reaction) foram realizadas anélises da expressao nos cotilédones,
folhas, hipocétilos e raizes no 45° dia apds a embebicdo (quando ocorre a taxa méxima de
mobilizagdo do xiloglucano) a cada 6 horas em um periodo de 24 horas. As plantulas foram
analisadas sob as seguintes condi¢des: 1) plantulas crescidas em condi¢des naturais; 1) excisao
da parte aérea; III) aplicagdo do inibidor do transporte polar de auxina (NPA — 4cido naftil
ftalamico); IV) crescimento em luz continua e V) crescimento em escuro continuo. Observou-se
que existem, basicamente, trés formas de controle em resposta a auxina. Nos cotilédones, os
genes responsaveis pela degradacdo do xiloglucano BGAL1 e XTHI, possivelmente sdo
regulados em resposta a auxina enddgena e a variacdo de luz, enquanto que os genes

responsaveis pelo metabolismo da sacarose, AIKIN1 e SUS1 possivelmente sdo regulados pela
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disponibilidade de carbono. Nas folhas, hipocétilos e raizes o padrao de expressdo variou de
acordo com a disponibilidade de carbono proveniente da degradacdo do xiloglucano de reserva
nos cotilédones. Os resultados apresentados relatam a primeira descricdo do isolamento dos
cDNAs, permitiram a caracterizagdo do padrdo de expressdo de genes chave, envolvidos no
estabelecimento de uma espécie arbdrea nativa do Brasil e em conjuto com os dados de atividade
enzimatica possibilitaram observar que a mobilizacdo de reserva no jatobd ocorre a nivel
transcricional. Através do seqiiénciamento, também foi possivel observar que a invertase neutra
clonada da raiz do jatoba apresentou residuos de aminoécidos que a caracterizam como invertase
alcalina (AIKINT1). Diante do padrio de expressdo observado para a P-galactosidase, XTH,
invertase alcalina e sacarose sintase no presente trabalho, € possivel sugerir um modelo para o
controle da degradac@o e mobilizacdao do xiloglucano de reserva nos cotilédones sob influéncia
da auxina enddgena e da variagdo de luz, durante o desenvolvimento inicial nas plantulas de

Hymenaea courbaril.
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4. ABSTRACT

The jatobas (species belonging to the genus Hymenaea, family Leguminosae) display
large physiological plasticity and as a consequence they have great adaptive capacity to several
habitats. Different species and varieties of jatobas have adapted practically to all Brazilian
tropical biomes, including the Amazon Forest and the complex of ecosystems that is formed by
the Atlantic Forest, the Savannah and the Caatinga. Species of this genus contain xyloglucan as
the main storage of carbon in their seeds. Xyloglucan is a polysaccharide similar to cellulose, but
water soluble due to the branching with xylose and galactose. After germination, xyloglucan is
completely degraded, producing free monosaccharides that are quickly metabolized to sucrose.
The production of xyloglucan hydrolytic enzymes in the cotyledons is known to be controlled by
auxin that comes from the shoot. However, it is not known how the mecanism is controlled. The
aim of the present work was isolate partial cDNAs of the genes -galactosidase (BGAL) and
xyloglucan endo-transglycosylase or endo-3-1,4-glucanase (XET) xyloglucan degradation genes
and two other genes related to sucrose metabolism (neutral/alkaline invertase - NI/AI and
sucrose synthase - SUS) in order to try to evaluate possible forms of control of gene expression
involved in the catabolism of xyloglucan in cotyledons of Hymenaea courbaril . Primers were
designed on the basis of extant sequences obtained from databases for all genes. We guided the
search by sequences obtained from species of the Leguminosae. We cloned partial sequences of
genes coding BGAL, XTH, NI and SUS. Semi-quantitative RT-PCR (semi-quantitative reverse
transcription-polimerase chain reaction) was used to analyze expression at the 45" day after
imbibition (when the rate of mobilization is maximal) in cotyledons, leaves, hypocotyls and roots
every 6 hours during 24 hours. The experimental treatments were 1) seedlings grown under
natural conditions; II) seedlings with top shoot excised; III) seedlings treated with auxin
transport inhibitor (NPA — naphtyl phtalamic acid); IV) seedilings grown in continous light and
V) seedilings grown in darkness. We observed that there are three mechanisms of response to
auxin. In cotyledons the genes related to xyloglucan degradation, BGAL1 and XTH1, showed
responses by auxin and light in the plant. The genes related to sucrose metabolism, AIKINT and
SUS1, have shown responses to carbon flux. In leaves, hypocotyls and roots the gene pattern
change according carbon source comes from product of storage xyloglucan degradation in

cotyledons. Our results revealed the first description of cDNA isolation and allow characterize
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pattern of genes involved native Brazilian tree species establishment. Our results and enzymatic
data obtained by other researchers suggest a transcriptional control of storage mobilization in
jatoba. From the sequencing data, it was also possible to observe that neutral invertase (NI) gene
cloned from roots of jatoba contains aminoacid residues that characterise the NI as an alkaline
invertase (AIKINT) instead. Based in degradation and mobilization of xyloglucan storage in
cotyledons we propose an expression control model for -galactosidase, XTH, alkaline invertase
and sucrose synthase in all analyzed tissues during early development in seedilings of Hymenaea

courbaril by endogenous auxin influence and light alternance.
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5.INTRODUCAO

5.1. Estabelecimento da plantula

Quando uma semente germina na floresta, € extremamente importante que a plantula que
se desenvolve atinja a luz em intensidade suficiente para que ocorra o que é chamado de
estabelecimento da plantula. Uma plantula estabelecida na floresta € um individuo que apresenta
auto-suficiéncia em relacdo a captacdo de carbono, dgua e nutrientes. Se o estabelecimento
ocorre com sucesso, a plantula pode crescer até o estagio de “planta jovem” e ficar por um longo
tempo nesta condi¢do, até que o aparecimento de uma clareira propicie a oportunidade para um
novo passo que € passar do estdgio juvenil para se tornar um adulto. Como arvore, o individuo
adulto podera florescer e produzir novas sementes, fechando o ciclo de vida caracteristico de sua
espécie (Buckeridge et al. 2000a). Segundo Stebbins (1974), o estabelecimento da plantula
consiste no ponto mais fragil do ciclo de vida de uma planta devido a vulnerabilidade a estresses
bidticos e abidticos.

Uma pequena plantula no chdo da floresta terd que atingir a luz e para que obtenha
sucesso nesse intento hd um programa genético que a plantula mantém que € chamado de
skotomorphogenesis (daqui em diante chamado de escotomorfogénese) (Alabbadi et al. 2004).
Este é o programa genético que faz com que a plantula apresente estiolamento, alongando
rapidamente seu hipocétilo ou epicétilo e mantendo o gancho plumular. Segundo estes autores,
um processo de inibicdo da fotomorfogénese € mais derivado em termos evolutivos, uma vez
que, plantas menos derivada ndo apresentam estiolamento. Assim, o programa de
escotomorfogénese provavelmente apareceu durante a evolucdo como uma solugdo para o
estabelecimento de plantulas em ambientes menos iluminados, como o chdo das florestas
(Alabbadi et al. 2004).

Os genes relacionados a fotossintese sdo inibidos e as plantulas mantém etioplastos ao
invés de cloroplastos e quando estas atingem uma intensidade luminosa adequada, cujo sensor
principal € o fitocromo, que avalia a razdo entre vermelho e vermelho extremo no ambiente, os
etioplastos se transformam em cloroplastos, inicia-se a sintese de pigmentos e proteinas dos

fotossistemas e a fotossintese se estabelece, completando a transi¢cdo entre os programas de

escotomorfogénese e a fotomorfogénese (Alabbadi et al. 2004). Durante o estiolamento, os
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gastos energéticos da plantula sio minimos, uma vez que o alongamento do hipocdtilo ou
epicotilo ocorre com base na expansao celular e ndo na divisdo celular. No entanto, ao atingir o
nivel de luz adequado, a necessidade de montagem do sistema fotossintético e a producdo de
folhas irdo demandar maior quantidade de nutrientes e energia. Até que a planta atinja o nivel
considerado autotréfico, serd importante o uso de reservas que muitas sementes trazem da planta
mae (Buckeridge et al. 2000b).

Buckeridge et al. (2000b) classificaram o estabelecimento das plantulas nas florestas
tropicais em relacdo a forma como estas utilizam suas reservas para o estabelecimento da
plantula. Algumas espécies podem apresentar grandes quantidades de reserva de carbono nas
sementes e ird utilizd-la para completar o sistema fotossintético em uma plantula mais robusta.
Estas sdo chamadas de maturoeutréficas, isto é, possuem embrides com grande quantidade de
reserva. Em contraposicao a esta estratégia, estdo as espécies maturooligotréficas, que possuem
poucas reservas nas sementes e ao desenvolverem rapidamente cotilédones fotossintéticos
atingem o estdgio autotrofico. Estas espécies sdo geralmente adaptadas a ambientes mais
iluminados (ou menos escuros), caracteristicos do processo de sucessdao ecoldgica. Por outro
lado, as maturoeutréficas sdo adaptadas a ambientes mais escuros da floresta, as quais ja se
encontram em um estdgio mais avancado da sucessao ecoldgica.

As sementes de jatoba (Hymenaea courbaril L.) sdo do tipo maturoeutréficas, contendo
grandes quantidades de reservas (Figuras 1C, D). Elas produzem, em cerca de 60 dias, plantulas
relativamente grandes de até 30 cm de altura. Nas florestas neotropicais, onde o jatobd ocorre, a
semente, ao germinar, tem que manter o programa de escotomorfogénese funcional até
ultrapassar a camada de folhedo e atingir um nivel de ilumina¢do muito reduzido. Segundo
Santos & Buckeridge (2004) as plantulas s@o encontradas na floresta crescendo em iluminagao
correspondente a 22 umoles de fétons m”. s™'. Ao ultrapassar o nivel do folhedo, as plantulas
expandem grandes folhas primarias (os e6filos) a custa da mobilizag@o das reservas cotiledonares

(Ver Figuras 1C, 5A, K e J).
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5.2. Jatoba

Hymenaea (subfamilia Caesalpinioideae, tribo Detarieae) é um género origindrio da
Africa e amplamente distribuido, podendo ser encontrado desde a América Central até a América
do Sul, principalmente na Bacia Amazonica (Lee & Langenheim 1975) (Figura 1A). Plantas do
género apresentam caracteristicas terapéuticas. A partir do caule € possivel extrair uma resina
utilizada pela medicina popular no tratamento de enfermidades como bronquite e doengas
estomacais (Marsaioli et al. 1975; Corréa 1984). Atividades analgésicas e anti-inflamatdrias
também ja foram relatadas (Neves et al. 1993). “As frutas de Jatobd”, como sdo chamadas,
possuem grande quantidade de farinha protéica com fibras soliveis e insoliveis além de grande
quantidade de amido, que podem ser utilizadas na preparacdo de aperitivos com alto teor de
fibras (Chang et al. 1998).

Espécies do género Hymenaea sao conhecidas principalmente por possuirem diterpenos
do tipo enatio-labdanoic extraido do caule e ent-halimane extraido da semente (Nakano &
Djerassi 1961; Cunningham et al. 1973, 1974; Khoo et al. 1973; Marsaioli et al. 1975; Imamura
et al. 1977). A espécie H. courbaril é considerada uma das espécies com maior sucesso
adaptativo, devido a um cardter dominante tanto em florestas tropicais como em regides
sombreadas e com escassez de dgua (Gerhardt 1993; Souza & Vailio 1999) (Figura 1B, C).
Entretanto, pouco se sabe sobre as estratégias utilizadas pelas sementes da espécie para
sobreviver (Santos et al. 2004) (Figura 1D). A espécie também vem despertando interesse de
outros estudiosos a fim de investigar a composic¢ao da resina extraida da vagem (Nogueira et al.
2001) (Figura 1E). Outra particularidade da espécie é que as sementes armazenam grande
quantidade de xiloglucano, que pode chegar até 45% do seu peso seco. O xiloglucano fica
armazenado na parede celular, cuja funcdo € dar o suporte inicial para o crescimento e
desenvolvimento da plantula até sua fase autotréfica (Buckeridge & Dietrich 1990; Tiné et al.

2000).
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5.3. Parede Celular

A parede celular em plantas superiores exerce um forte suporte mecanico que ajuda a
definir a forma das células e a morfologia da planta, além de protegé-la contra ataque de
patogenos (Pilling & Hofte 2003). A deposi¢do e a modificagdo das células da parede exercem
um papel essencial durante o desenvolvimento e crescimento, além da resposta das plantas ao
ambiente e a interacdo com simbiotas e patdgenos (Carpita & Gibeaut 1993). A parede é
constituida por agrupamentos macromoleculares heterogéneos que circundam as células. Entre
os polimeros presentes estdo os polissacarideos que representam 80-90% da parede, proteinas e
compostos fendlicos (Carpita & Gibeaut 1993; Chanliaud et al. 2002; Yong et al. 2005).

Nas plantas superiores podem ser distinguidos dois tipos de parede, a parede primaria,
que € depositada durante o crescimento celular e precisa ser mecanicamente estivel e
suficientemente extensivel para permitir a expansdo celular evitando a ruptura das células
durante a pressdo de turgor (Thompson 2005). A parede priméria consiste principalmente em trés
dominios distintos compostos por celulose, celulose ligada a hemiceluloses e pectinas (Reiter
2002). A parede secundéria é depositada apds o término do crescimento celular permitindo uma
estabilidade mecanica para os tipos celulares especializados como elementos do xilema e células
do esclerénquima (Reiter 2002). Essa parede é representada por compostos de celulose e
hemicelulose impregnados com lignina (Reiter 2002). De acordo com o tipo de polissacarideo, a
parede celular das plantas pode conter centenas de proteinas distintas. Muitas dessas proteinas
sdo consideradas estruturais (Cassab 1998), enquanto que outras participam da remodelagdo e
renovagdo da parede celular (Wong et al. 1990). Em outros modelos de parede, sugere-se que
esses polimeros formam trés dominios independentes: celulose-hemicelulose, pectinas e
proteinas (McCann & Roberts 1991). Carpita & Gibeaut (1993) propuseram a separacdo da
parede em dois grupos. Isto foi proposto baseado no fato de que polimeros estruturalmente
diferentes poderiam desempenhar fun¢des andlogas na parede de diferentes grupos taxondmicos.
A parede do tipo I € tipica das dicotiledoneas, caracterizada pela grande quantidade de pectinas e
por apresentar o xiloglucano como principal hemicelulose. A parede celular do tipo II esta
presente nas monocotiledoneas da familia Poaceae, onde a hemicelulose predominante é o
arabinoxilano ou o glucano de ligacdo mista (1,3), (1,4) —p-glucano, e é caracterizada pela baixa

propor¢do de pectinas.
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A interagdo, o arranjo e o metabolismo dos componentes da parede celular t€ém sido
objeto de vérios estudos, numa tentativa de esclarecer o envolvimento em processos biologicos
como o crescimento, desenvolvimento, a expansao foliar, a adaptacdo ao ambiente e o acimulo
de substancias de reserva na semente (Hayashi 1989). O material da parede celular é de grande
importancia na nutricdo animal e humana além de ser uma fonte natural de fibras para a indudstria
téxtil e na fabricagdo de papel (Cosgrove 2005). De acordo com McCann et al. (2007) 10% dos
estudos sobre genomas realizados em plantas sdo direcionados para a biogénese da parede
celular. Os papéis de cada uma das familias de polimeros na determinacdo das caracteristicas da
parede celular ainda sdo bem pouco esclarecidos, portanto, é de grande interesse e importancia a
andlise da conservacdo estrutural e mecanica da parede, sobretudo da estrutura e funcio das
hemiceluloses que constituem a parede celular (Wilder & Albersheim 1973; Chanliaud et al.

2002).

5.4. Xiloglucano

Os xiloglucanos sdo polissacarideos armazenados na parede celular de sementes e tém
sido alvo de muitos estudos por constituirem a principal hemicelulose das dicotiledoneas e
estarem envolvidos em processos fisioldgicos € mecanicos que ocorrem na parede celular
durante o crescimento e desenvolvimento da planta (Fry et al. 1992; De Silva et al. 1993;
Buckeridge et al. 2000a, b; Keegstra & Raikhel 2001; Steele et al. 2001; Suda & Giorgini 2003;
Saura-Valls et al. 2006).

De acordo com Levy et al. (1997) moléculas de xiloglucano exercem um importante
papel na defini¢do das propriedades estruturais da parede celular das plantas e na regulacdo do
crescimento e desenvolvimento das dicotiledoneas. O xiloglucano € composto por uma cadeia
principal do tipo celuldsica (glucoses ligadas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo B-1,4),
com ramificagdes com unidades de xilose (ligadas as glucoses através de ligacdes a-1,6) e
galactose (ligadas as xiloses através de ligagdes -1,2) (Buckeridge et al. 1992). Kooiman (1960)
determinou que os xiloglucanos fossem formados por blocos estruturais de um heptassacarideo
(quatro glucoses e trés xiloses) com variacdes nas ramificacOes e substitui¢des com residuos de
galactose (Figura 2A). Fry et al. (1993) propuseram uma nomenclatura especifica para os blocos

estruturais de xiloglucano. A glucose ndo ramificada é denominada de G; a glucose ramificada
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com xilose é denominada de X e se ocorre uma galactose ligada a xilose, o trissacarideo é
denominado de L (Figura 2B). Um estudo comparativo da estrutura fina dos xiloglucanos de
reserva de sementes das espécies Tamarindus indica, Tropaeolum majus e Copaifera langsdorffii
mostrou que eles apresentam um padrdo estrutural similar de oligossacarideos resultantes da
degradacao limite. Todos os compostos quase que exclusivamente apresentam quatro glucoses
(Gley) XXXG, XLXG, XXLG e XLLG (Buckeridge, et al. 1992). Porém, Buckeridge et al.
(1997) observaram que o xiloglucano das sementes do jatobd apresenta um padrio de
ramificacdo dnico, com a presencga de 5 unidades de glucose (XXXXG) (Figura 2C). Este motivo
estrutural foi analisado por Tiné et al. (2006), que demonstraram as diferentes posicoes das
ramificacdes com galactose ao longo dos oligossacarideos e propuseram menor solubilidade e

maior interatividade do xiloglucano com a celulose.
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Figura 2. Estrutura do xiloglucano de reserva. Cadeia principal do tipo celuldsica (glucoses
ligadas entre si por ligacdes glicosidicas do tipo -1,4), com ramifica¢cdes com unidades de xilose
(ligadas as glucoses através de ligacdes a-1,6) e galactose (ligadas as xiloses através de ligacdes
B-1,2) proposto por Kooiman (1960) (A). Modelo de bloco estrutural a partir da nomenclatura
proposta por Fry et al. (1993). A cadeia principal € esta representada na forma de anel aromatico
em branco, constituida por glucoses. As xiloses estdo representadas na forma de anel aromético
preenchido e o trissacarideo estd representado em anel em branco com uma ligacdo entre uma
glucose, uma xilose e uma galactose (B); bloco estrutural do xiloglucano do jatobd com a

presenca de 5 unidades de glucose além das xiloses e galactoses (C).
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5.5. Mobilizacao e degradacio do xiloglucano durante o desenvolvimento da plantula

E importante neste ponto definir os termos degradacio e mobiliza¢io do xiloglucano.
Neste texto, consideraremos degradagao o processo em si de ataque das enzimas ao polimero de
xiloglucano e sua completa desmontagem até a producdo de galactose, xilose e glucose. O termo
mobilizacdo serd empregado para definir um processo mais amplo, que consiste na degradacdo
do xiloglucano seguida pela transformacdo de seus produtos em sacarose e o transporte desta e
seu subseqiiente uso em um 6rgao dreno.

A mobilizacdo de reservas cotiledonares apds a germinacdo das sementes foi relatada
pela primeira vez no século XIX em sementes de Impatiens balsamina, Tropaeolum majus e
Cyclamen europaeum (Heinricher 1888; Reiss 1889). A funcdo de reserva nos cotilédones foi
proposta para sementes de Tropaeolum majus (Edwards et al. 1985), Tamarindus indica (Reis et
al. 1987), Copaifera langsdorffii (Buckeridge et al. 1992) e Hymenaea courbaril (Tiné et al.
2000). Em todos os casos, os autores demonstraram que a mobilizacdo do xiloglucano in vivo é
seguida pelo aumento e queda das atividades de quatro hidrolases: B-galactosidase, endo-[3-
(1>4)-glucanase (ou XET), a-xilosidase e B-glucosidase (Figura 3A). Estudos revelaram que o
xiloglucano é mobilizado ap6s a embebi¢cdo e germinacdo, quando a parte aérea comega a se
desenvolver, proporcionando o aumento da produgdo de frutose, glucose e sacarose e/ou amido
transitorio nos cotilédones (Buckeridge & Reid 1994; Tiné et al. 2000; Santos et al. 2004).

Baseados na acdo de hidrolases XET, -galactosidase, a-xilosidase e -glucosidase, apos
a embebicdo e germinagcdo das sementes Edwards et al. (1986, 1988), Fanutti et al. (1993),
Crombie et al. (1998) e Tiné et al. (2000) propuseram um modelo para a degradacdo do
xiloglucano (Figura 3B). Estudos em H. courbaril revelam que a XET age principalmente como
uma transglicosilase, produzindo oligossacarideos que sdo novamente transglicosilados para os
polimeros e nao se observa degradacio do xiloglucano. No entanto, a presenca de atividade de [3-
galactosidase, retirando as galactoses dos finais nao redutores dos oligossacarideos produzidos (ver
Alcantara et al. 1999, 2006), rompe o ciclo de transglicosilagdo, iniciando o processo de
desgalactosilacdo uma vez que os oligossacarideos desgalactosilados expdem a xilose do terminal

ndo redutor do oligossacarideo, tornando a molécula um substrato para a o-xilosidase.
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Figura 3. Modelos baseados na atividade de hidrolases durante a degradag¢do e mobilizacdo do
xiloglucano de reserva. Esquema da mobilizacao do xiloglucano de reserva, a partir da atividade
de duas enzimas que degradam o xiloglucano (B-galactosidase e XTH) e duas enzimas que
mobilizam a sacarose (invertase e sacarose sintase) (A); modelo proposto por Tiné et al. (2000)
para a degradacdo do xiloglucano de reserva em H. courbaril a partir da atividade de quatro

hidrolases (B).
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A acdo desta ultima enzima faz com que a glucose presente no terminal ndo redutor se torne
um substrato para a 3-glucosidase. A parte da degradacdo do xiloglucano que envolve a agcdo das
enzimas o-xilosidase e B-glucosidase que constitui o processo de desmontagem (Tiné et al. 2000)
(Figura 3B). Segundo Alcantara et al. (2006) a [-galactosidase do cotilédone do jatoba é regulada
metabolicamente, ja que € inibida competitivamente por seu proprio produto (galactose). Isto levou
os autores a propor que o processo de desgalactosilacio, seja um passo importante no controle do
metabolismo de degradacdo do xiloglucano. A seqii€ncia de passos mostrada na figura 3A constitui
um processo interativo que se repete até que galactose, xilose e glucose livres sejam produzidas e
utilizadas pelas células cotiledonares para a producio de sacarose, que serd transportada e utilizada
para o crescimento da plantula. No entanto, ndo se sabe ainda quais as formas de controle dos
genes que codificam as enzimas envolvidas na mobilizacdo do xiloglucano. Existem relatos
sobre a atividade da XET e [B-galactosidase que foram observadas durante a mobilizacdo do
xiloglucano em H. courbaril na presenca de auxina e em diferentes periodos ao longo do dia
(Santos et al. 2004; Amaral 2005).

Em 2004, Santos et al. demonstraram que a atividade das enzimas envolvidas na degradagao
do xiloglucano dos cotilédones de H. courbaril é controlada pela producdo de auxina na parte aérea
associada ao seu transporte até os cotilédones. Os autores usaram o 4cido naftil ftalamico (NPA),
um inibidor de transporte polar de auxina através de inibi¢do de efluxo celular (Kleine-Vehn et al.
2006), para demonstrar que quando o transporte polar de auxina € bloqueado, a atividade das
hidrolases € fortemente alterada. Isto levou os autores a propor que a taxa de crescimento da
plantula estaria fortemente relacionada a taxa de mobilizacdo do xiloglucano nos cotilédones (Ver
Santos e Buckeridge 2004). Desta forma, existem algumas hipdteses sobre diferentes niveis de
controle da degradacdo e da mobilizacdo do xiloglucano em cotilédones de jatoba a parti de estudos

bioquimicos e fisiolégicos:

1) Em nivel metabdlico, através da conexdo dos ciclos de transglicosilagdo e
desmontagem pela B-galactosidase, a qual € inibida pelo préprio produto. De
acordo com Amaral (2005) ndo foram observados oligos ou monossacarideos
livres, origindrios do xiloglucano (xilose e galactose) em cotilédones ao longo do
dia durante o processo de mobilizacdo, ou seja, ndo € observado grande aumento

de galactose livre nos tecidos;
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2) Relagdo fonte-dreno. A) De acordo com Santos et al. (2004) a auxina (hormdnio
associado ao desenvolvimento) sinaliza para os cotilédones que a parte aérea da
plantula estd crescendo e induz a produg@o de hidrolases; B) Alteracdo do nivel
endogeno de acucar nos tecidos (Ver Koch, 2004). Ao produzir sacarose nos
cotilédones e transportd-la para as folhas, as plantulas estabelecem uma relagdo
em que os cotilédones sdo a fonte e as folhas sdo os drenos. Santos e Buckeridge
(2004) demonstraram que durante o periodo de mobilizagao do xiloglucano (i.e.
entre os 40 e os 60 dias apos a embebicdo das sementes) as folhas se tornam
fotossintetizantes. Isto faz com que, ao longo do dia, as folhas se tornem fontes,

enviando sacarose para toda a planta, inclusive para os cotilédones;

3) Luz. A) Santos et al. (2004) observaram que quando os cotilédones foram
cobertos com papel aluminio ocorreu uma queda dréstica nas atividades das
hidrolases. B) De acordo com Amaral (2005) as atividades enzimaticas
aumentaram principalmente no periodo noturno. Usando um anticorpo anti - -
galactosidase, a autora observou um aumento transitério da enzima durante o

periodo noturno, sugerindo um controle em nivel de expressao génica;

4) Temperatura. Minhoto (2002) isolou a XET de jatoba e demonstrou que a enzima
desnatura acima de 35°C e que a conformacio das moléculas de xiloglucano se
altera em temperaturas entre 20 e 40°C e que a 35°C o sistema XET-xiloglucano
atinge a maxima eficiéncia de ataque da enzima. Isto significa que o processo de

transglicosilacdo € mais ativo no meio do dia, quando a temperatura € mais alta.

Dentre as diferentes hipdteses a serem testadas para aprofundar o conhecimento sobre o
controle da degradacdo do xiloglucano de reserva em cotilédones de jatoba, uma das mais
importantes € a do controle em nivel genético. Até que ponto as atividades de hidrolases seriam

controladas em nivel de transcri¢do génica?
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5.6. Enzimas envolvidas na degradacao e mobilizacao do xiloglucano

5.6.1. p-galactosidase - BGAL

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23) tem a fung@o de hidrolisar residuos terminais ndo
reduzidos de B-D-galactosil a partir de polimeros de carboidratos ou de oligos do xiloglucano
(Gross & Sams 1984; Ross et al. 1994; Carey et al. 2001; Li et al. 2001; Alcantara et al. 1999,
2006). Sua atividade e expressdo estdo associadas a degradacdo de componentes da parede
celular durante o amadurecimento dos frutos (Brummel & Harpster 2001; Smith et al. 2002;
Esteban et al. 2003; Wu & Burns 2004; Martin et al. 2005). Essas enzimas também ja foram
detectadas, durante a germinacdo de sementes, alongamento do hipocétilo e espigas em
desenvolvimento (Edwards et al. 1988; Sekimata et al. 1989; Simos et al. 1989; Dopico et al.
1989; King & Davies 1995; Tiné et al. 2000; Li et al. 2001; Alcantara et al. 1999, 2006).

5.6.2. Xiloglucano endotransglicosilase — XET

A enzima xiloglucano endotransglicosilase - XET (EC 2.4.1.207) também chamada de
xiloglucano endotransferase — EXGT ou EXT, pertence a familia génica XTH (xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolase) e catalisa a transferéncia de um segmento da molécula de
xiloglucano (doador) para outra molécula de xiloglucano (receptor), mediando a reestruturacao
molecular entre os polissacarideos durante a morfogénese da parede celular (Fry et al. 1992;
Okazawa et al. 1993; Darley et al. 2001; Steele et al. 2001; Vissenberg et al. 2001; Suda &
Giorgini 2003; Cosgrove 2005; Saura-Valls et al. 2006).

Os estudos associados a XET mostram a atividade e ou padrdo de expressdo sob
diferentes condi¢cOes fisiologicas em diversas espécies. Sua atividade € associada a multiplos
processos relacionados ao crescimento, rdpida expansao celular, maturacdo de frutos além da
mobilizacdo de reservas durante a geminagdo (Pritchard et al. 1993; Zurek & Clouse 1994;
Nishitani 1995; Smith et al. 1996; Antosiewicz et al. 1997; Oh et al. 1998; Akamatsu et al. 1999;
Uozu et al. 2000; Busato et al. 2001; Ishimaru & Kobayashi 2002). Portanto, a XET pode ter um
importante papel onde ocorre uma lise parcial da parede celular durante amadurecimento do

fruto, zona de abscisdo, durante a mobilizacao de reserva do xiloglucano e apds a germinagao, na
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separacdo celular apds a mitose e na formacdo de placas crivadas para a conducdo da seiva
durante o desenvolvimento de células do xilema e floema, respectivamente (Fry et al. 1992).

Devido a sua fun¢@o na reestruturacdo da parede celular, durante o desenvolvimento das
plantas a XET tem sido alvo de muitos estudos. Relatos em diferentes espécies vegetais t€ém
mostrado que a enzima participa do processo de transglicosilacdo do xiloglucano em diferentes
fases do desenvolvimento (Talbott & Ray 1992). Nishitani & Tomiga (1992) purificaram uma
XET (chamada por eles de EXT) de epicétilo de Vigna angularis e verificaram que a enzima
transfere um grande segmento de uma molécula de xiloglucano para outra molécula deste
polimero. Os autores propuseram que a reac¢do de transglicosilacdo ocorre em duas etapas: 1)
endo-clivagem da ligacdo B-(1—4)-glicosil e ii) ligagdo terminal do novo residuo glicosil
reduzido em um polimero ou oligo de xiloglucano ndo reduzido (Figura 4). Fry et al. (1992)
observaram o mecanismo de transglicosilacdo em caule de Pisum sativum e sugeriram que a
enzima promove a extensdo celular nos segmentos do caule durante o desenvolvimento. Os
autores também sugeriram que a XET contribui para o crescimento de duas formas: i) na
auséncia de oligossacarideos, ocorre uma transglicosilagdo entre polissacarideos, permitindo o
afrouxamento de forma reversivel da parede celular; ii) na presenca de oligossacarideos ocorre a
transglicosilagdo entre estes e os polissacarideos, permitindo a efetiva clivagem do polimero e
resultando em um afrouxamento da parede mais permanente. Fanutti et al. (1992) revelaram em
seus estudos que a XET apresenta duas formas de acdo, uma apenas de hidrdlise e outra de
transglicosilacdo, baseada na disponibilidade de substrato. Os autores também demonstraram que
a XET de Tropaeolum majus tem atividade predominante de hidrolase.

Autores como Farkas et al. (1992), Nishitani (1997), Suda & Giorgini (2003), Saura-
Valls et al. (2006) também observaram, em seus estudos, o processo de transglicosilacdo da
XET, mediada pela transferéncia de unidades oligoméricas do xiloglucano para outro
oligossacarideo de xiloglucano em diferentes espécies. Tiné et al. (2000) demonstraram que a
atividade de XET de H. courbaril é predominantemente de transglicosila¢do, sendo inclusive
capaz de “enxertar” fragmentos em meio a moléculas poliméricas de xiloglucano. Alcantara
(2002) purificou a XET de jatoba e a caracterizou bioquimicamente, mostrando que seu pH
6timo ¢ 7 e que a enzima € capaz de transglicosilar oligossacarideos para moléculas de

xiloglucano de alto peso molecular.
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De acordo com Brummell & Harpster (2001) as caracteristicas das enzimas XET variam
consideravelmente, sendo divididas em dois grupos com base nas propriedades bioquimicas. Um
dos grupos possui enzimas associadas ao processo de germinacdo de sementes que estocam o
xiloglucano como fonte de reserva (Tropaeolum majus). Neste caso, existe um tipo de XET que
hidrolisa o xiloglucano a uma subunidade simples de oligossacarideo em baixa concentraciao de
substrato, porém quando a concentracdo de substrato € alta prevalece o processo de
transglicosilagdo. De acordo com os autores a XET pode despolimerizar o xiloglucano por
hidrélise na auséncia de oligos de xiloglucano e por hidrélise e transglicosilacdo na presenga de
oligos de xiloglucano. O segundo grupo possui enzimas que foram observadas durante o
crescimento de tecidos vegetais com atividade apenas em xiloglucanos com peso molecular

acima de 10 kDa como doadores de substrato.
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Figura 4. Esquema do mecanismo de transglicosilacdo. Moléculas de xiloglucano sao
representadas por linhas continuas e os oligos, provenientes da hidrélise do xiloglucano pela
acdo da XET através do mecanismo de transglicosilacdo estdo representados por linhas

pontilhadas.
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5.6.3. Invertase neutra/alcalina — IN/IA

As invertases (EC 3.2.1.26) compreendem uma familia multigénica que inclui duas
subfamilias; a das invertases 4cidas e das invertases neutras/alcalinas (Tymowska-Lalanne &
Kreis 1998; Vargas et al. 2003). As enzimas estdo envolvidas em processos catabdlicos da
sacarose € a hidrdlise ocorre de forma irreversivel liberando hexoses (frutose e glucose) (Weber
et al. 1995; Kingston-Smith et al. 1999).

As invertases podem ser distinguidas de acordo com suas propriedades bioquimicas,
localizagcao subcelular, ponto isoelétrico e pH 6timo (Gallagher et al. 2004). As acidas possuem
um pH 6timo 4cido e podem ser divididas em duas classes: insoluvel ligada a parede celular e
solivel localizada no limen do vactolo. Ambas sio normalmente encontradas nos Orgaos
imaturos das plantas (Lee & Sturm 1996; Gallagher et al. 2004). As invertases neutra/alcalinas
ttm um pH 6timo neutro ou alcalino, estdo localizadas no citoplasma e normalmente sdao
encontradas nos tecidos maduros das plantas (Copeland 1990; Lee & Sturm 1996). Também
existem estudos que revelam que essas invertases ja foram observadas nas mitocondrias (Ji et al.
2005). Apesar de serem rapidamente degradadas, dificultando sua purificacdo para estudos de
caracterizacdo, existem alguns relatos sobre as propriedades fisioldgicas e bioquimicas das
invertases neutras e alcalinas (Lee & Sturm 1996; Sturm 1999). Com excecdo da invertase
alcalina de cenoura (Lee & Sturm 1996), as invertases sdo enzimas homotetraméricas compostas
por subunidades protéicas com massas moleculares de 54 a 65 kDa (Sturm 1999). De acordo
com estudos realizados por Lee & Sturm (1996) em cenoura, as invertases neutra e alcalina
diferem quanto a massa (57kDa e 126kDa, respectivamente), quanto ao pH 6timo (8,0 29,0 e 5,4
a 6,8, respectivamente) e na especificidade do substrato. A invertase neutra atua na clivagem de
rafinose e estaquiose, enquanto que a invertase alcalina € especifica para a clivagem da sacarose.
A atividade da invertase alcalina pdde ser detectada na presenca de ATP, enquanto a invertase
neutra foi inibida, nas mesmas condi¢cdes. Da mesma forma, a invertase neutra foi determinada
na presenca de MnCl, e a invertase alcalina foi inibida. Os autores sugeriram, portanto, tratar-se
de diferentes genes, embora ambas tenham apresentado um padrdo imunolégico semelhante, nao
descartando a hipétese de ser apenas um gene, que pode ser gerado por uma diferenciacdo no

splicing ou na clivagem proteolitica da invertase alcalina.
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De acordo com estudos em diferentes espécies a atividade das invertases de uma forma
geral pode ser controlada por fatores como a presenca de hormoénios, fluxo de carbono e presenga
de luz e suas fungdes podem ser atribuidos a diversos processos de expansdo celular e
desenvolvimento em vdrias plantas analisadas, conforme discutido por vdrios autores
(Sonnewald et al. 1997; Sturm & Tang 1999; Koch & Zeng 2002; Bate et al. 2004; Schweinichen
& Buttner, 2005). Sturm (1999) relata que as invertases regulam a entrada de sacarose em
diferentes vias de utilizacdo. Os acucares nas plantas também regulam a expressdao génica e
talvez as invertases estejam indiretamente envolvidas no controle da diferenciagdo celular
durante o desenvolvimento da plantula (Koch 1996; Sturm 1999). Apesar de autores como Lee &
Sturm (1996) e Ross et al. (1996), terem isolado invertases neutras em diferentes espécies,
existem poucos relatos sobre as funcdes especificas das diferentes isoformas e os genes que as

codificam.

5.6.4. Sacarose sintase — SUS

A sacarose sintase (E.C. 2.4.1.13) compreende uma familia multigénica. A enzima cliva a
sacarose em presenca de UDP para UDP-glucose e frutose (Baud et al. 2004). Sua atividade €
atribuida a maualtiplos processos fisiologicos como a fixacdo de nitrogénio, sintese de
polissacarideos, sintese e regulacdo do transporte da sacarose pelo floema, armazenamento de
carbono, além de ser associados ao desenvolvimento, amadurecimento de frutos e responder a
diferentes tipos de estresse (Huber & Akazawa 1986; Doehlert 1990; Geigenberger et al. 1993;
Martin et al. 1993; Nolte & Koch 1993; Wang et al. 1993; Sung et al. 1994; Amor et al. 1995;
Zrenner et al. 1995; Chourey et al. 1998; Ricard et al. 1998; Buckeridge et al. 1999; Gordon et
al. 1999; Haigler et al. 2001; Albrecht & Mustroph 2003; Yang et al. 2004). Contudo, ¢ dificil
estabelecer uma relac@o funcional da enzima, por ela ser encontrada em diversos 6rgdos, tecidos
e regides subcelulares na planta (Wang et al. 1999). Acredita-se na existéncia de isoformas, uma
livre no citosol e outra associada ao complexo de sintese de polissacarideos na membrana
plasmatica (Buckeridge et al. 1999, Barrat et al. 2001). A forma citosdlica estaria relacionada
com o suprimento de produtos do metabolismo da sacarose para o metabolismo geral, enquanto a
forma de membrana estaria relacionada com o suprimento de UDP-Glc diretamente para a

sintese de polissacarideos como celulose e os B-glucanos (Amor et al. 1995; Carlson & Chourey
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1996; Buckeridge et al. 1999). De qualquer forma, o mecanismo de particdo de sacarose entre o
citosol e a membrana plasmatica € desconhecido (Barrat et al. 2001).

Estudos revelam que sua atividade pode ser controlada por invertase e ou sacarose sintase
em processos transitérios durante o desenvolvimento de plantas adultas e jovens determinando o
papel bioquimico da fonte e do dreno em algumas espécies (Sun et al. 1992; Heim et al. 1993;
Kingston-Smith et al. 1999; Wobus & Weber 1999; Borisjuk et al. 2002, 2003; Gardiner et al.
2003; Ruan et al. 2003; Salnikov et al. 2003; Weschke et al. 2003; Schaffer et al. 2004; Yang et
al. 2004).

5.7. Relacgao entre tecidos fonte e dreno

As fontes de carbono incluem qualquer 6rgao exportador capaz de produzir fotossintatos
(produtos da fotossintese) em excesso para suas necessidades (Rook et al. 2006). Outro tipo de
fonte ¢ um Orgdo de reserva que exporta carbono durante uma determinada fase do seu
desenvolvimento (Taiz & Zeiger 2004). Os drenos incluem os 6rgidos nao-fotossintéticos dos
vegetais e 6rgaos que ndo produzem produtos fotossintéticos em quantidade suficiente para suas
proprias necessidades de crescimento ou reserva (Chen et al. 2005). As raizes, os frutos e as
folhas imaturas que devem importar carboidratos para seu desenvolvimento normal sdo
exemplos de tecidos-dreno (Lara et al. 2004).

A relacdo entre fonte e dreno € regulada por varios estimulos entre eles a regulacdo
metabdlica por acucares (Roitsch 1999). O carbono fixado em uma célula-fonte pode ser
utilizado tanto para o armazenamento na forma de amido, como para o metabolismo em diversas
vias metabdlicas do préprio tecido-fonte para satisfazer necessidades energéticas da célula ou
fornecer esqueletos de carbono para a sintese de outros compostos necessarios a célula, além de
poder ser incorporado em transportadores de monossacarideos e serem enviados para diferentes
tecidos-dreno (Martin et al. 1993; Emes et al. 2003; Lara et al. 2004).

A alocagdo também é um fator importante nos tecidos-dreno. Quando os actcares siao
descarregados nas células-dreno eles podem permanecer como tal ou serem transformados em
vérios outros compostos (Taiz & Zeiger 2004). Nos drenos de reserva, o carbono fixado pode ser
acumulado como sacarose, hexose ou como amido nos amiloplastos (Emes et al. 2003; Lara et al.

2004). Nos drenos em crescimento, os agicares podem ser utilizados para a respiragcdo e para a
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sintese de outras moléculas necessdrias para o desenvolvimento (Rook et al. 2006). Quanto
maior a capacidade de um dreno de estocar ou metabolizar os agicares importados, maior sua
capacidade de competir pelos produtos fotossintéticos exportados pelos tecidos fonte (Taiz &
Zeiger 2004). Tal competicido determina a distribuicdo de agicares de transporte entre os varios
tecidos-dreno da planta (particdo dos fotossintatos) (Taiz & Zeiger 2004). Obviamente, os
eventos nas fontes € nos drenos sdo sincronizados (Wardlaw 1990). O processo de particao
determina os padrdes de crescimento e tal crescimento deve ser equilibrado entre a parte aérea
(fotossintese) e a raiz (absor¢do de d4gua e minerais) (Iacono et al. 1995).

O aumento na taxa de fotossintese nas folhas-fonte resulta em um aumento na taxa de
translocag@o a partir da fonte (Quereix et al. 2001). Pontos de controle para a alocacdo dos
produtos fotossintetizados incluem vdérias vias entre elas a de sintese de amido como
armazenamento temporario (Emes et al. 2003; Li et al. 2003). Tiné et al. (2000) observaram que
durante a degradacdo do xiloglucano em plantulas de H. courbaril o nivel de amido aumentou no
proprio 6rgao de reserva (cotilédone). O mesmo foi observado por Santos et al. (2004). Neste
caso, quando a parte aérea foi excisada, houve acimulo de sacarose e sintese de amido nos
cotilédones. Estes autores observaram que quando as gemas axilares das plantas que tiveram suas
partes aéreas excisadas iniciam o desenvolvimento, o amido armazenado transitoriamente foi
mobilizado, restabelecendo a relacdo fonte-dreno entre o 6rgdo de reserva (cotilédone) e a parte
aérea em desenvolvimento (dreno). Santos e Buckeridge (2004) mostraram que o controle da
relacdo fonte dreno em jatoba € exercido, em parte pela luz e em parte pela temperatura. Os
autores colocaram plantulas em trés condi¢des de iluminacdo e verificaram que as maiores
intensidades luminosas aceleram o processo de mobilizagdo das reservas cotiledonares. Esta
aceleracdo resulta em maior taxa de crescimento das plantulas através de um transporte mais
intenso de sacarose para a parte aérea, que recebe 70% do carbono distribuido durante o estdgio
em que hd a mobilizacdo de xiloglucano. Quereix et al. (2001) e Rook & Bevan (2003) sugerem
existéncia de um sinal interno que € ligado em nivel de carboidrato na planta e a demanda do
dreno gera um mecanismo de feedback para manter o balanco entre as atividades dos tecidos
fonte-dreno. Borisjuk et al. (2003) analisaram os cotilédones de Vicia faba (leguminosa) durante
o desenvolvimento e verificaram que ocorre sintese de amido no cotilédone.

Os hormonios sdo responsaveis por sinais quimicos emitidos entre fonte e dreno, tendo

grande importancia na regulacdo das relacdes entre esses tecidos, uma vez que afetam a particao
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dos fotossintatos por controlarem o crescimento do dreno, a senescéncia foliar e outros processos
do desenvolvimento (Rook & Bevan 2003; Lara et al. 2004). A atividade e a for¢ca do dreno
também estdo relacionadas a presenca e atividade de enzimas de clivagem da sacarose como a
sacarose sintase e invertases, pois elas catalisam a primeira etapa da utilizacdo da sacarose (Tang
& Sturm 1999; Carlson et al. 2002; Emes et al. 2003). Tang et al. (1999) revelaram que
invertases sdo criticas durante a particdo de sacarose entre as folhas fonte e a raiz em cenoura.
Tang & Sturm (1999) revelaram que em plantas transgénicas de cenoura a sacarose sintase
exerce um papel crucial na determinacdo da particio da sacarose entre os 6rgios fonte-dreno.
Druart et al. (2001) analisaram a assimilagdo da sacarose durante estagios do desenvolvimento
em Cichorium e sugeriram que a atividade da invertase &4cida estd relacionada com a
determinagdo da for¢a-dreno nas raizes da planta. Zhou et al. (2006) analisaram a regulacdo da
expressdo génica da sacarose sintase em arvores de maca e verificaram que a enzima exerce um
importante papel na determinacdo da for¢a dreno na macieira. Molle (2007) sugeriu que a
invertase dcida e a sacarose sintase exercem um papel importante no processo de mobilizacdao
das reservas de xiloglucano dos cotilédones para os 6rgaos dreno em desenvolvimento durante a

mobilizacdo de reserva em jatoba.

5.8. Auxina

A auxina foi o primeiro hormonio descoberto em plantas e classificado como a chave
central na regulagdo do crescimento e desenvolvimento vegetal (Leyser & Berleth 1999). A
auxina natural de maior ocorréncia nas plantas é o dcido indol-3-acético (AIA) embora existam o
acido 4-cloroindol-3-acético (4-Cl-AIA) e o 4cido indol-3-butirico (AIB) (LeClere et al. 2002;
Kerr & Bennett 2007). As auxinas podem exercer efeitos na estrutura da planta durante seu
desenvolvimento, desde estdgios precoces da embriogénese e na diferenciacio do tecido
vascular, como na floracdo e desenvolvimento do fruto, no desenvolvimento da raiz, no
fototropismo, gravitropismo, senescéncia e respostas a estresse mecanico (Perrot-Rechenmann &
Napier 2005). A regulacdo do crescimento nos vegetais pode depender em parte da auxina livre
presente nas células, tecidos e 6rgdos. No entanto, a maior parte dessa auxina € encontrada nos
meristemas apicais da parte aérea e nas folhas jovens (Taiz & Zeiger 2004). Porém, grande parte

da auxina encontra-se na forma conjugada com acticares ou aminodcidos de alo peso molecular
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(Perrot-Rechenmann & Napier 2005). Sua distribui¢@o na célula parece ser regulada pelo pH e o
acumulo ocorre em compartimentos mais alcalinos (citosol e cloroplastos) (Taiz & Zeiger 2004).
O gradiente longitudinal da auxina da parte aérea até a raiz afeta vdrios processos do
desenvolvimento, incluindo o alongamento do caule (Kerr & Bennett 2007). Visto que o dpice
caulinar age como principal fonte de auxina para toda a planta, o transporte polar tem sido
apontado como a causa principal do gradiente de auxina formado do dpice caulinar ao radicular.
Com isso, a utilizagao de inibidores do transporte polar tem sido empregada em varios estudos
com auxina.

Vérios compostos sintéticos podem agir como inibidores do transporte de auxina,
incluindo o 4cido 1-N-naftil ftalamico (NPA). Tais inibidores bloqueiam o transporte polar por
impedir o efluxo (saida) da auxina. O NPA nio € transportado de modo polar e parece interferir
no transporte da auxina por se ligar a proteinas a ela associadas, formando um complexo com o
transportador do efluxo (Taiz & Zeiger 2004). As proteinas ligantes de NPA s@o encontradas nas
extremidades basais das células condutoras, onde se localizam as proteinas PIN (Jacobs &
Gilbert 1983). O NPA interfere no movimento das vesiculas em relacdo a membrana plasmaética
e tem a capacidade de inibir a atividade de transporte dos complexos PIN na membrana

plasmatica por se ligar a uma ou mais proteinas reguladoras (Figura 5) (Geldner et al 2001).
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Figura 5. Alternancia ciclica da localizacdo da proteina PIN, dependente de auxina, entre a
membrana plasmadtica e um compartimento endossomal. Os inibidores do transporte de auxina
como TIBA e NPA, interferem na localizacdo das proteinas PIN1 nas regides basais da

membrana plasmadtica apds a lavagem com BFA, sugerindo que esses inibidores de transporte

interferem na localizacdo da PIN1. Linha pontilhada = Filamento de actina.
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6. JUSTIFICATIVA

Estudos prévios sobre a germinagdo e o desenvolvimento das plantulas foram feitos com
a principal variedade da Mata Atlantica [Hymenaea courbaril var. stilbocarpa (Hayne) Lee &
Lang (jatobd)] e com a espécie do cerrado (Hymenaea stigonocarpa Mart. jatob4d-do-cerrado) e
verificou-se que as sementes de ambas as espécies possuem como principal reserva de carbono o
xiloglucano. Os xiloglucanos de sementes do jatobd vém ganhando grande importancia nas
aplicacdes biotecnoldgicas, como por exemplo, em papel (Lima et al. 2003). O jatoba também se
apresenta como uma importante espécie brasileira para regeneracdo de florestas e constitui uma
das 4rvores que oferece taxas significativas de seqiiestro de carbono, sendo de grande
importancia ambiental (Aidar et al. 2002; Buckeridge et al. 2007). O grupo do Prof. Dr.
Buckeridge vem aumentando o conhecimento sobre aspectos bioquimicos e ecofisiologicos do
desenvolvimento inicial de plantulas de jatoba, uma vez que a espécie pode ser utilizada em
regeneracdo de florestas e em programas de seqiiestro de carbono com drvores, ja que propiciam
a base para se obter mudas vigorosas. Do ponto de vista biotecnoldgico, conhecer melhor os
mecanismos de controle da degradacdo do xiloglucano em cotilédones de jatoba oferece uma
oportunidade de desvendar um dos sistemas mais eficientes de degradacdo e mobilizacdo de
reservas de parede celular, ja descritos. Do ponto de vista fisiologico, as plantulas de jatobd
oferecem um bom modelo para compreender a integracdo dos mecanismos de controle
ambientais e enddgenos das relagdes fonte-dreno em plantas. As plantulas de jatobd se
desenvolvem lentamente em relacdo a modelos, como Arabidopsis, tomate, feijdo entre outros.
Apesar de parecer uma desvantagem em relacdo a obtencdo dos resultados, algumas
caracteristicas, tais como o tamanho da plantula e o maior periodo do desenvolvimento,
oferecem vantagens como uma maior disponibilidade de material para as andlises e melhor
definicdo temporal entre os eventos fisiologicos que ocorrem na planta. Contudo, existem ainda
muitas lacunas importantes a serem pesquisadas. Uma delas se relaciona com os possiveis pontos
de controle existentes em nivel da expressao gé€nica relacionados ao processo de mobilizagao do
xiloglucano durante o desenvolvimento da plantula. Porém o genoma do jatobd € praticamente
desconhecido, dificultando este tipo de abordagem. Com isto, uma estratégia possivel seria
selecionar alguns genes, sequencid-los e iniciar testes sobre o controle de expressdo levando em

conta os pontos de controle da mobilizacdo previamente conhecidos. Nesse sentido, foram

47



N

escolhidos quatro genes, dois relacionados a degradacdo do xiloglucano (xiloglucano
endotransglicosilase e B-galactosidase) e dois genes relacionados ao metabolismo de sacarose
(sacarose sintase e invertase alcalina). A estratégia adotada no presente trabalho foi clonar os
cDNAs destes genes e obter seqiiéncias especificas que permitissem os estudos de expressao
génica. Para isso foi necessario desenhar primers degenerados com base nos genes descritos na
literatura para outras espécies da familia Leguminosae. A partir dai, foi possivel obter os cDNAs,
sintetizar primers especificos e utilizar fragmentos com até 450pb como sonda para avaliar o
padrao de expressdao sob algumas hipéteses mencionadas. Portanto, o presente trabalho inicia os
primeiros estudos para cobrir a lacuna em nivel molecular sobre o controle da mobilizacao do
xiloglucano nas plantulas de jatobd, caracterizando o padrio de expressdao de alguns genes
importantes no processo em diversas partes da plantula de jatobd. Escolhemos estudar a
expressao destes genes ao longo do 45° dia de vida da plantula, pois este € o periodo em que ela
estd em pleno processo de degradacdo do xiloglucano e da transferéncia de seus produtos para a
parte aérea em desenvolvimento. Os estudos de expressdo foram feitos ao longo do dia e da
noite. E importante salientar que como a degradacio do xiloglucano ocorre ao longo de
aproximadamente 20 dias, as observacdes no 45° dia tentam ilustrar o padrdo de comportamento
dos genes ao longo de um dia tipico. Muitos outros estudos mais aprofundados terdo que ser
realizados para que possamos compreender como os padrdes de expressdo se relacionam com o
desenvolvimento da plantula de jatobd, mas esperamos que os resultados a serem apresentados a

seguir possam abrir caminho para isto.
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7. OBJETIVO

O presente trabalho teve como objetivo isolar cDNAs e analisar a expressao dos genes da
B-galactosidase, xiloglucano endotransglicosilase, invertase neutra e sacarose sintase durante a
fase inicial do desenvolvimento do jatobd nos cotilédones, folhas, hipocétilos e raizes a fim de

confirmar um possivel controle transcricional por auxina e luz.
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8. MATERIAL E METODOS

8.1. Material bioldgico

As sementes de Hymenaea courbaril L. foram procedentes do Instituto Florestal do
Estado de Sdo Paulo, Brasil. Em seguida foram escarificadas manualmente e colocadas para
germinar em placas de Petri com papel de germina¢do umedecido com dgua até a emissdo da
radicula (aproximadamente 15 dias). Apds a germinagdo, as sementes foram transferidas para
vasos contendo ¥2 L de vermiculita, em casa de vegetacdo com fotoperiodo de 12 horas durante
10 dias. Em seguida as plantulas foram separadas de acordo com cada tratamento. Foram
realizados 05 tipos de tratamento: 1 - plantulas crescidas em condicdes naturais — controle (12
horas luz/12 horas escuro); 2 - plantulas excisadas na parte aérea; 3 - plantulas tratadas com NPA
200 mM; 4 - plantulas crescidas durante 20 dias em luz continua; 5 - plantulas crescidas durante
20 dias em escuro continuo (Figura 6). Estes tratamentos foram baseados no desenho
experimental utilizado por Santos et al. (2004). Apds aplicacdo do NPA e excisdo da parte aérea
as plantulas foram mantidas em casa de vegetacdao nas mesmas condi¢des do controle. Em todos
os tratamentos as plantulas foram regadas com dgua em intervalos de dois dias. Os experimentos
de alternancia de luz foram realizados em estufa incubadora BOD (Demanda bioquimica do
oxigénio) (Modelo — Forma Scientific) em temperatura constante de 28°C e intensidade de luz de
50 pmoles.m?.s™ para as plantulas crescidas em luz continua.

As plantulas de H. courbaril foram coletadas 45 dias apds a embebicdo. Essa idade foi
selecionada por ser este o periodo em que, nestas condi¢des, se detecta a taxa maxima de
degradacdo do xiloglucano (Santos & Buckeridge 2004). De acordo com Amaral (2005) a
atividade de enzimas envolvidas no processo de degradacdo do xiloglucano em plantulas de H.
courbaril apresentou variagdes ao longo do dia com a presenga de picos de atividade entre 22h e
2h da madrugada. Por esta razdo, nossas coletas para andlise da expressdo génica foram
realizadas a cada 6 horas (Oh, 6h, 12h, 18h e 24h).

A determinagdo de experimentos durante 20 dias em luz e escuro continuo foi em funcao
da preservacdo de caracteristicas em plantulas de H. courbaril da fotomorfogénese e

escotomorfogénese, além ser o periodo que ocorre a degradacdo do xiloglucano. Durante as
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coletas, as plantulas foram dissecadas em edfilo, cotilédone, hipocétilo e raiz e imediatamente
congeladas em N liquido.

Os tecidos foram armazenados, por até trés meses, para a extracdo do RNA total, a -80°C.
Para cada tipo de tratamento foram feitas trés repeticdes biologicas em diferentes épocas do ano

e foram sintetizados trés cDNAs para cada amostra bioldgica, totalizando nove repeticoes.

8.2. Extracao, manipulacao e analise dos RNAs

A extracdo do RNA das folhas e das raizes foi realizada segundo Gesteira et al. (2003).
Nos hipocétilos a extracdo foi realizada com o reagente Concert — Invitrogen (de acordo com
especificacdes do fabricante). Para os cotilédones, utilizou-se a metodologia descrita por
Daohong et al. (2004) com varias modificagcdes. O material foi macerado em N, liquido e
homogeneizado em tampao de extracdo (Tris-HCI 0,5 M, pH 8; LiCl 0,25 M; EDTA 0,01 M pH
8; SDS 2,5% e B-mercaptoetanol 0,1%) (0,1g de tecido/mL de tampao) durante 10 min no gelo.
Em seguida o extrato foi aliquotado em microtubos de 2 mL e agitado em vértex durante 2 min.
Foram adicionados 400 pL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (PCI) (25:24:1) e o extrato foi
agitado nas mesmas condi¢cdes. Em seguida, o extrato foi centrifugado a 4°C durante 15 min a
13000g. Para precipitar o RNA, 0,5 volume de LiCl 12 M foram adicionados e a mistura foi
armazenada por 30 min a -80°C. Apds centrifugacdo a 4°C por 30 min a 13000g o pellet foi
lavado com 1ImL de LiCl 6 M, e centrifugado durante 15 min nas mesmas condi¢des. O
precipitado foi diluido em H,O tratada com DEPC (dietil pirocarbonato) e o RNA foi re-
precipitado em 0,2 volumes de acetato de s6dio 3 M pH 5,2 e 1 volume de etanol absoluto
durante 2 horas a -80°C ou permanecendo overnight. Apés 30 min de centrifugacdo a 4°C a
13000g, o pellet foi lavado com etanol 70% e o RNA foi ressuspendido em 30 uL de H,O
DEPC. A quantificacdo foi feita através de absorbancia em espectrofotdmetro segundo Sambook
& Russel (2001). A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose
1%, contendo 6% de formaldeido, em tampao MOPS 1X (MOPS 20 M, acetato de s6dio 0,6 M,
EDTA 0,01 M, pH 8).
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8.3. Sintese de cDNA e definiciao dos primers especificos

8.3.1. Sintese de cDNA

Para sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit ready-to-go RT-PCR beads
(Amersham Biosciences) de acordo com especificacdes do fabricante. Foram utilizados 3,5 pg
de RNA e 5 pL de OligoDT 10 uM. O volume final da reacdo foi de 50 pL. O cDNA foi

armazenado a —20°C até a utilizacdo.

8.3.2. Obtencao, alinhamento e filogenia das seqiiéncias e selecao de primers especificos
para os genes que codificam para a XET, B-galactosidase, invertase neutra, sacarose sintase

e actina em leguminosas

As seqiliéncias que codificam a xiloglucano endotransglicosilase, [-galactosidase,
invertase neutra, sacarose sintase e actina foram obtidas a partir de seqiiéncias de diversas
espécies vegetais disponiveis no GenBank (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.
.html). Para o alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos, foi utilizado o software Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/clustalw). As andlises filogenéticas dos alinhamentos das seqiiéncias
codificantes para as familias gé€nicas foram obtidas com auxilio dos softwares prodist para
calcular as distancias entre as seqiiéncias e neighbor joining (NJ) para estabelecer as relacOes
evolutivas a partir das distancias (Saitou & Nei 1987).

Dois pares de primers parcialmente sobrepostos e especificos para amplificacdo de cada
cDNA de interesse foram desenhados a partir das seqiiéncias nucleotidicas correspondentes a
dominios/motivos protéicos conservados, identificados nas proteinas provenientes de organismos
evolutivamente proximos ao jatobd (familia Leguminosae). No desenho dos primers, procuramos
evitar seqiiéncias palindromicas, manter uma quantidade de AT equivalente a quantidade de GC
e minimizar o grau de degenerescéncia. Os primers sintetizados tinham entre 17 e 24
nucleotideos (Ver Tabela 1, Figura 7). Para as reacdes com os primers degenerados foram
realizados 36 ciclos de amplificacdo: (95°C por 1 min, 50°C por 1 min e 30 seg e 72°C por 2
min) e com desnaturacdo inicial a 95°C por 5 min e uma fase de alongamento final de 5 min a

72°C e para as reagdes com os primers especificos dos genes (BGAL, XTH, IN, SUS e AC) foi
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alterada apenas a temperatura de anelamento (58°C) para todos os genes. Os produtos de
amplificacdo com tamanho esperado foram purificados apés separacao em gel de agarose usando
o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) de acordo com as especificacdes do

fabricante.
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Tabela 1. Seqiiéncias de primers utilizados para obtengdo dos cDNAs parciais para os experimentos de RT-PCR semi-

quantitativo.
Gene Primer direto Primer reverso
BGAL1 *1.GTA(C/T)ATGTA(C/T)CATGG(A/T)G #3 T(G/T)A(C/T)CCA(A/T)A(C/T)(C/T)T(G/C)A

#2 (C/T)CATGG(A/T)GGAAC(A/T)AA(C/T)
*1. GTTGGAAATAACAAGATTTC

#2. CAAGATTTCTTTACTTAGTGTTG

A. GCGTCATAGTCATAGCTTG

4. (A/T)A(C/T)(C/T)T(G/C)ACC(C/T)TTTCCC

*3. GA(A/G)CCTTCTGGAATTTC(A/T)TTG

*4. GAATGGGGAGG(A/T)GA(G/T)CCTTCTGG
B. CCATACTCGTTCTCAATCTG

BGAL 2 | *1. TACATGTA(C/T)CATGGAGGAA *3. A(C/T)CCA(A/T)A(C/T)CTGACC(C/T)T
#2, CATGGAGGAACTAA(C/T)TTTG #4,(C/T)CTGACC(C/T)TTTCCCAT(A/T)C
#1. CCAAT(A/T)ATT(C/T)T(A/T)TC(A/T)CAGATTG #3. CTATGA(A/G)GC(C/T)CC(A/T)(G/T)TTGA(A/G)G
#2. C(A/ITYCAGATTGA(A/G)AA(C/T)GA(A/G)TATGG | *4.C(A/T)AGCATTGACTATGA(A/G)GC
A. CAGATTGAGAACGAGTATGG B. CTTCATTGCCACAAGCTATG
XTH *1.CAACC(A/C)ATGAA(A/G)(A/G)T(A/T)T *3.(A/G)C(A/G)GTGCA(A/G)TA(A/G)TTG
#2. AA(A/G)(A/G)T(A/T)TACAA(C/T)AGTT 4 CA(A/G)TA(A/G)TTGTA(A/G)ATGGTG
#1. GGTTCCTGGTGATTC(A/T)GCTGG 3. GGAATGC(A/T)GATGA(A/G)TGGGC
#2. GCCCA(G/A)TCATC(A/T)GCATTCC 4. CAA(A/G)AGTTT(C/T)TGGAATGC(A/T)G
A. CTGCTGGAACAGTTACTGC B. CAACAGTTTATGGAATGCAG
IN *#1. CTTTGTGCTGA(C/T)GG(T/A)TG(T/C)TC *3.GAAGAAGACAA(C/T)C(A/T)(G/C)ATGAAACC
#2. GGTTTCAT(G/C)(A/T)G(C/T)TTGTCTTCTTC 4. GAT(A/G)TC(A/G)CTTGAAGAAGAC
A. GAACGGTTGCTCTATGGTTG B. CACCAGAGCAATCAATGGC
SUS *1. TGGCACATAA(T/C)T(A/G)GGTG *3. A(T/C)T(A/G)GGTGTCACTCAGTG
#2. CAATTTGCGGTACTTGAGAG 4. TACTTGACAGCATAGAACATC
A. GATCTGCGACACCAAGGGAG B. GATGTTCTATGCTGTCAAGTA
AC *1. CATTGT(A/T)GGTCGTCC(A/T)CGTCACAC #2. CCAGAATCCA(A/G)(A/C)ACAATACC

A. GTCGTCCACGTCACACTG

B. CCAGAATCCAGCACAATACC

BGALI1 = B-galactosidase grupo 1; BGAL2 = B-galactosidase grupo 2 XTH = xiloglucano endotransglicosilase; IN = invertase neutra; SUS =

sacarose sintase; AC = actina; A e B = primer especifico para o jatobd; Nimeros identificados com * = primers degenerados para leguminosas.
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DCP DCP

2 —> «— 4

Figura 7. Esquema geral utilizado para obten¢do de cDNA de interesse a partir de dois pares de
primers parcialmente sobrepostos em dominios/motivos conservados. DCP = Dominio Protéico
Conservado. Primeiro primer direto (1); segundo primer direto, que € parcialmente sobreposto ao
primeiro (2); primeiro primer reverso (3) e segundo primer reverso, que € parcialmente

sobreposto ao primeiro (4) reverso.
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8.4. Clonagem do cDNA

Ap6s purificacdo os fragmentos foram ligados no vetor pGEM-T do Kit pGEM-T Easy
(Promega) de acordo com as especificagdes do fabricante. Esse vetor permite a clonagem de
produtos de amplificagdo sintetizados com Taq polimerase. A concentragdo de DNA utilizado na
ligacdo variou de acordo com o tamanho do inserto segundo especificacdes do fabricante.

As células competentes utilizadas para transformagdo de vetores recombinantes foram
selecionadas a partir de uma coldonia isolada da cepa DHS5a riscada em placa com meio LB
solido sem antibidtico (Sambrook & Russel 2001). Apds inéculo da colonia previamente
selecionada 100 uL. do meio contendo a bactéria foi diluido em 10 mL de meio Tym (Ext.
levedura 0,5%; NaCl, 0,58%; peptona 2%, MgS0O4 0,25%) e em seguida foi incubado a 37°C em
shaker (250 rpm) até a cultura atingir uma densidade 6ptica de 0,9 — 1,2 a ODgpo. Em seguida, a
cultura foi transferida para um erlenmeyer contendo 40 mL de meio Tym, nas mesmas condi¢des
até atingir a ODggp de 0,5 a 0,9. Ap6s este periodo a cultura foi transferida para um erlenmeyer
contendo 200 mL de meio Tym, nas mesmas condig¢des até atingir a ODgoo de 0,6. A partir daf o
erlenmeyer foi transferido rapidamente para o gelo e a cultura foi transferida para tubos falcon
previamente resfriados. A solug¢do contendo as bactérias foi centrifugada por 30 minutos a 4°C,
3000g. As células foram ressuspendidas em solu¢do TBF1 (acetato de potassio 0,03 M; MnCl,
0,05 M; KCI 0,1 M; CaCl, 0,01 M e Glicerol 15%) previamente resfriado. As células foram
novamente centrifugadas por 15 minutos a 4°C, 3000g e ressuspendidas gentilmente em 10mL de
solucdo TBF2 (MOPS pH 7 0,01 M; KCI 0,1 M; CaCl, 0,01 M e Glicerol 15%) previamente
gelada. Foram feitas aliquotas em microtubos (100 pL/tubo) e em seguida congeladas em N,
liquido e armazenadas a — 80°C por até seis meses para utilizagao.

A transformacdo bacteriana foi realizada adicionando-se 90 pl. de tampdo de
transformacgao — TT (KCI 1 M, CaCl, 0,3 M e MgCl, 5,5 M; 1,5 mL polietileno glicol - PEG 10%
7,5 mL dgua Mill-Q) junto a reacdo de ligacdo que permaneceu no gelo durante 20 min. Em
seguida, foram adicionados 100 uL de células competentes. O microtubo contendo a mistura
(reacdo de ligacdo, TT e células competentes) foi mantido no gelo durante 30 min e depois
mantido em temperatura ambiente durante 10 min. Posteriormente foram adicionados 700 uL de
meio LB (Sambrook & Russel 2001) e a reacdo foi incubada a 37°C durante 1 hora para permitir

a expressao fenotipica da resisténcia a ampicilina. As amostras foram plaqueadas em meio LB
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solido contendo X-Gal (5-bromo-4chloro-3-indolyl-f-D-galactoside), (0,8 mg/placa) e
ampicilina (100 pg/mL). Para cada reacdo de ligacdo de DNA foram utilizadas duas placas, cada
uma com 400 pL da transformacgdo. As placas foram mantidas a 37°C overnight e transferidas
para a geladeira durante no minimo 3 horas.

Dez clones de cada inserto foram selecionados e inoculados em 4 mL de meio LB liquido
contendo ampicilina (100 pg/mL). Os indculos foram mantidos a 37°C em shaker (250 rpm)
overnight. Para realizar a extracdo do DNA plasmidial (mini-preparacdo) a fim de confirmar a
clonagem, as culturas foram transferidas para microtubos e centrifugadas a 13000g durante 2
minutos a temperatura ambiente. As células foram ressuspendidas em 350 pL de solucdo Pl
(Tris-HCI 50 mM, pH 8; EDTA 10 mM, pH 8,0 e RNAse 100 ug/mL) em seguida adicionou-se
350 pL de solugdao P2 (NaOH 0,2 M e SDS 1%). As amostras foram levemente agitadas por
inversdao e 350 uL de solucdo P3 (acetato de potassio 3 M pH 35,5) foram adicionados para
precipitar o DNA gen6mico. As amostras foram centrifugadas nas mesmas condicdes por 10
min. O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo e 750 pL de isopropanol gelado foi
adicionado. Apés 10 min em temperatura ambiente o material foi centrifugado nas mesmas
condi¢des por 15 min. O DNA plasmidial foi lavado com etanol 70% e depois foi seco a
temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido em 30 pL. de TE (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0 e
EDTA 0,1 mM pH 8,0).

A confirmac¢do da clonagem foi verificada através da digestdo com enzima de restri¢ao
EcoRI. Para a reacdo foram utilizados 7,2 pLL de agua destilada autoclavada, 0,3 pL da enzima
EcoRI (Invitrogen — 10 U/uL), 1,5 pLL de Tampao 10 X (Invitrogen) e 10 ng de DNA plasmidial.
A reacdo permaneceu durante 2 horas a 37°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1% em tampao TAE uma vez concentrado. Os fragmentos
utilizados na clonagem foram submetidos a eletroforese com os respectivos clones, para
confirmacao do tamanho dos insertos.

Trés clones de cada fragmento foram selecionados para seqiienciamento. O DNA
plasmidial destes clones foi isolado com o kit Promega Wizard Plus SV Minipreps DNA

Purification System de acordo com instrugdes do fabricante.
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8.5. Seqiienciamento e analise das seqiiéncias

Ap6s confirmagao da clonagem, foi realizada uma reacdo de amplificacdo com 40 ciclos
(96°C por 10 seg, 50°C por 5 seg e 60°C por 4 min) com a utilizacdo do kit DNA Sequencing Big
Dye ™ (Applied Biosystems) com 400 ng de DNA, 1 pL de primer (direto e reverso), 2 pL de
mix Big Dye. Apés a amplificacdo, o DNA foi precipitado e em seguida, os cDNAs foram
ressuspendidos em 4 pL. de tampao de corrida e seqiienciados em seqiienciador automatico ABI
PRISM™ 377 (Perkin Elmer).

As seqiiéncias obtidas de todos os clones para os genes da SUS, IN, XET, BGAL e actina
foram comparadas com seqiiéncias disponiveis em banco de dados através do programa blastn
no servico do NCBI (National Center of Biotechnology, www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/

BLASTY/) para confirmar suas respectivas identidades (Ver actina na Figura 8).

8.6. RT-PCR semi-quantitativo

A quantidade de RNA para a sintese do cDNA, e o volume de cDNA para as
amplificacOes foram utilizados conforme previamente mencionado. Para cada gene foram
utilizados os primers especificos para jatoba conforme tabela 1. Os resultados de RT-PCR semi-
quantitativo foram apresentados na forma de nivel alto, baixo e ndo deteccao de transcritos de

RNAm.
8.7. Densitometria

As andlises densitométricas foram realizadas com a utilizacdo do software Gel-Pro
Analyzer (versao Gel-Pro 3.1 - Media Cybernetics, Inc.). Os resultados foram plotados em

graficos a partir dos valores obtidos em densidade dptica integrada (IOD) das bandas detectadas

nos géis.
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Score = 253 bits (646), Expect = 2e-65 Identities = 122/123 (99%), Positives
= 123/123 (100%), Gaps = 0/123 (0%)

Gm/GMU60500 AGFAGDDAPRAVFPSIIGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVSN 60
HcAcl  mmmmmmmmm—— o IVGRPRHTGVMVGMGQKDAYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVSN 45
*:*******************************************
Gm/GMU60500 WDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNVPAMYVAIQA 120
HeAcl WDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNVPAMYVAIQA 105
RS S S S S S S S S EES SRS SRS SRR RS EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]
Gm/GMU60500 VLSLYASGRTTGIVLDSGDGVSHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTEYLVKILTERGY 180
HcAcl VLSLYASGRTTGIVLDSG—————————— 123

khkkkhkhk Ak kkkhk kA kkkkkkx

Figura 8. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da actina do jatobd (Hc-Acl) (Ver Anexo
2) com a espécie com a espécie Glycine max (leguminosa) que apresentou menor E-value (8e-

119).
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8.8. Construcao das arvores filogenéticas

A selecdo dos organismos utilizados para estabelecer a filogenia foi baseada na
disponibilidade do genoma completo de uma espécie de dicotiledonea (Arabidopsis thaliana) e
uma monocotiledonea (Oryza sativa), a fim de confirmar possiveis ortologos, além de espécies
de leguminosas que apresentam maior similaridade no tblastn no servico do NCBI (National
Center of Biotechnology. Também foram utilizadas espécies de dicotiledoneas de acordo com
cada gene, cuja funcionalidade da proteina foi previamente descrita.

O levantamento foi feito através da funcdo para cada uma das proteinas codificantes no
banco de dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource) a fim de identificar todos os
genes que codificam para a B-galactosidase, xiloglucano endotransglicosilase, invertase alcalina
e sacarose sintase no genoma de Arabidopsis. Em seguida, possiveis ortélogos de arroz (O.
sativum) que foram identificados usando o programa tblastn no servico do NCBI (National
Center of Biotechnology). Para o alinhamento das seqiiéncias dos aminodcidos, foi utilizado o
software Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

As andlises filogenéticas das seqiiéncias buscaram estabelecer as correlacdes evolutivas a
partir das distancias. As distancias foram calculadas usando o método baseado na matriz JTT,
que se baseia no numero de substituicdes de aminodcidos por sitio (Jones et al. 1992) e as
relacdoes foram estabelecidas pelo método de neighbor joining (Saitou & Nei 1987). Foram
conduzidos 1000 bootstraps para obter uma arvore consenso para representar a histéria evolutiva
das seqiiéncias (Felsenstein 1985). A porcentagem de réplicas nas quais as seqiiéncias associadas
foram postas juntas no teste de bootstrap (1000 réplicas) estd mostrada préxima aos noés
(Felsenstein 1985). Todas as posi¢des contendo gaps no alinhamento ou missing data (indels)
foram eliminadas por pairwise deletion. Para a B-galactosidase foi utilizada uma amostra com
145 posicdes, para a xiloglucano endotransglicosilase 111 posicdes, para a invertase alcalina 273
posicdes e para a sacarose sintase foram utilizadas 382 posi¢des. As andlises foram feitas através
do software MEGA4 (Tamura et al. 2007).

Para classificar o gene obtido a partir do cotilédone do jatoba para a -galactosidase Hc-
BGALTI (Ver Anexo 2), foi gerada uma drvore com representantes de leguminosas (CanBGAL-4
- CAA09457; CanBGAL-3 - CAA06309; chickpea - AJO012687), A. thaliana (At-GALI1 -
AT3G13750; At-GAL2 - AT3G52840; At-GAL3 - AT4G36360; At-BGAL4 - AT5G56870; At-
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GALS5 - ATI1G45130; At-BGAL6 - AT5G63800; At-GAL7 - AT5G20710; At-BGALS
AT2G28470; At-BGALY9 - AT2G32810; At-BGALI10 AT5G63810; At-BGALI11
AT4G35010; At-GAL12 - AT4G26140; At-BGAL13 - AT2G16730; At-BGALI14
AT4G38590; At-GAL1S - ATI1G31740; At-BGAL16 - ATI1G77410; At-BGALI17
AT1G72990), Oryza sativa (Os01g0580200; Os01g0875500; Os03g0165400; Os03g0255100;
0s0520539400; 0Os06g0573600; 0Os0820549200; Os12g0429200; NP920740; XP475258),
Solanum lycopersicum (AF020390; AJ012796; AJ012798), Fragaria (AJ278703; AJ278705) e
Malus dosmetica (1.29451).

Para classificar o gene obtido da raiz do jatoba para a XET, Hc-XTH1 (Ver Anexo 2), foi
gerada uma arvore filogenética com representantes de leguminosas (Va-XTH2 - AB086396;
VaXTHI1 - AB086395), A. thaliana (At-XTH1 - AT4G13080; At-XTH2 - AT4G13090; At-
XTH3 - AT3G25050; At-XTH4 - AT2G06850; At-XTHS - AT5GI13870; At-XTH6 -
AT5G65730; At-XTH7 - AT4G37800; At-XTHS8 - AT1G11545; At-XTHO9 - AT4G03210; At-
XTHIO - AT2G14620; At-XTHI11 - AT3G48580; At-XTHI12 - AT5G57530; At-XTHI13 -
AT5G57540; At-XTHI14 - AT4G25820; At-XTHI1S5 - AT4G14130; At-XTH16 - AT3G23730;
At-XTH17 - AT1G65310; At-XTHI18 - AT4G30280; At-XTH19 - AT4G30290; At-XTH20 -
AT5G48070; At-XTH21 - AT2G18800; At-XTH22 - AT5G57560; At-XTH23 - AT4G25810;
At-XTH24 - AT4G30270; At-XTH25 - AT5G57550; At-XTH26 - AT4G28850; At-XTH27
AT2G01850; At-XTH28 - AT1G14720; At-XTH29 - AT4G18990; At-XTH30 - AT1G32170;
At-XTH31 AT3G44990; At-XTH32 - AT2G36870), Oryza sativa (02g0127800; Os03g0108300;
0s03g0117300; 0s0320239000; 0s03g0854600; 0s04g0604200; 0s06g0696400;
0s06g0696600; 0s06g0697000; 0s07g0480800; 0s08g0237000; 0s08g0237800;
0s08g0240500; Os11g0539200) e Tropaeolum majus (AA39950).

Para classificar o gene obtido da raiz do jatob4 para a invertase alcalina, Hc-AIkIN1 (Ver
Anexo 2), foi gerada uma arvore filogenética com representantes de leguminosas (Lc-invl —
AJ717412), A. thaliana (AT1G35580; AT1G22650; AT1G72000; AT1G56560; AT3G05820;
AT3G06500; AT4G09510, AT4G34860; AT5G22510) e Oryza sativa (OsNIN1 - AY575558;
OsNIN2 - AY575559; OsNIN3 - AY575560; OsNIN4 - AY575561; OsNINS - AY575562;
OsNING6 - AY575563; OsNIN7 - AYS575564; OsNINS - AYS575565).

Para classificar o gene obtido a partir do cotilédone do jatoba para a sacarose sintase,

Hc-SUST1 (Ver Anexo 2), foi gerada uma arvore filogenética com representantes de leguminosas
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(SUSY VICFA - P31926; SUSY MEDSA - 065026; SUSY PHAAU - Q01390; SUS isoform 3 -
CAC32462), A. thaliana (At-SUS1 - AT5G20830; At-SUS2 - AT5G49190; At-SUS3 -
AT4G02280; At-SUS4 - AT3G43190; At-SUSS - ATS5G37180; At-SUS6 - AT1G73370) e
Oryza sativa (0s02g0831500; Os03g0340500; Os03g0401300; Os04g0309600; Os06g0194900;
0s0720616800).
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9. RESULTADOS

9.1. Otimizacao da extracao de RNA total e da sintese de cDNA

Devido a alta concentragdo de carboidratos e compostos fendlicos foi encontrada grande
dificuldade na obtencdo de RNA de qualidade para a sintese dos cDNAs com o0s protocolos mais
corriqueiros (i.e., Trizol e Concert da Invitrogen e Tri da Sigma). Cada protocolo foi testado no
minimo duas vezes em cada um dos tecidos do jatobd. Para a extracio do RNA total dos
cotilédones foram testados protocolos como os descritos por Chang et al. (1993); Wang et al.
(1996); Salzman et al. (1999); Sharma et al. (2002); Gesteira et al. (2003); Kolosova et al.
(2004); Daohong et al. (2004), além do Kit RNeasy Plant Mini e dos reagentes Trizol e Concert
da Invitrogen e 7ri da Sigma. Para as folhas, raizes e hipocétilos foram testados os mesmos
reagentes € 0S mesmos protocolos.

Os protocolos que apresentaram resultados satisfatorios tanto na integridade, quantidade
de RNA para a sintese de cDNA foram os descritos por Gesteira et al. (2003) para folha e raiz, o
descrito por Daohong et al. (2004) e o reagente Concert (Invitrogen) para o hipocétilo, com
varias modificacdes para obtengdo de resultados satisfatdrios para os cotilédones.

Para a obtencdo dos cDNAs parciais dos genes da actina, sacarose sintase, invertase
neutra, XET e [-galactosidase do jatobd foram testados diversos protocolos baseados na
atividade de enzimas como a ImProm-II ™ Reverse Transcriptase da Promega com o auxilio do
Kit ImProm-11 ™, Reverse Transcription System SuperScript® IIl e AMV RT da Invitrogen com
os Kits First-Strand cDNA Synthesis e Cloned AMV First-Strand cDNA Synthesis Kit 11l e M-
MulLV Reverse Transcriptase da Amersham com o Kit Ready-to-go RT-PCR Beads, associados a
testes de concentracdo do RNA total. A sintese de cDNA foi padronizada utilizando 3,5 pg de
RNA total e 10% de cDNA foram utilizados para as reacdes de RT-PCR semi-quantitativo.

9.2. Desenho de primers para obtencao de cDNA parciais da XET, p-galactosidase,

invertase neutra/alcalina, sacarose sintase e actina

As seqiiéncias conservadas utilizadas para o desenho dos primers, foram inicialmente

obtidas utilizando palavra-chave no banco de dados do GenBank. Andlises filogenéticas
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correspondentes a cada familia génica em diversas espécies vegetais foram realizadas, tornando
possivel a selecao de grupos que apresentaram a maior quantidade de seqiiéncias de espécies da
familia Leguminosae/Fabaceae a qual o jatobd pertence (Anexo 1). Para a B-galactosidase foram
selecionados dois grupos na arvore que apresentaram espécies de leguminosas. Nao foi
necessdrio fazer a filogenia para as seqiiéncias codificantes da sacarose sintase e actina, por se
mostrarem muito conservadas. A partir do alinhamento com espécies de Arabidopsis e
leguminosas obtido com ajuda do software Clustal W, foi possivel obter um consenso para
desenhar os primers em regides conservadas para obtencdo dos cDNAs parciais. Para a B-
galactosidase foram desenhados primers para os dois grupos selecionados. Para otimizar a
especificidade da amplificacao foram utilizados dois pares de primers parcialmente sobrepostos,
um mais externo para obter uma primeira amplificacdo e um mais interno, com uma
sobreposicdo de aproximadamente 10pb (Ver Figura 7).

Para a segunda amplificagdo foram utilizados 5 uL. da primeira reagdo e a concentraciao
dos primers em ambos os casos foi SuM. Para a BGAL foi obtido um fragmento parcial com
435pb que corresponde (20%) do tamanho total da seqiiéncia de aminodcidos da espécie Cicer
arietinum (leguminosa) que apresenta a maior similaridade com a seqiiéncia de aminoacido do
jatoba. Para a XTH foi obtido um fragmento parcial com 333pb que corresponde (20%) do
tamanho total da seqiiéncia de aminodcidos da espécie Vigna angularis que apresenta maior
similaridade com a seqiiéncia de aminodcido do jatobd. Para a invertase alcalina foi obtido um
fragmento parcial com 819pb que corresponde (44%) do tamanho total da seqiiéncia de
aminodcidos da espécie Lotus corniculatus que apresenta maior similaridade com a seqii€éncia de
aminodcido do jatoba. Para a sacarose sintase foi obtido um fragmento parcial com 1146pb que
corresponde (48%) do tamanho total da seqiiéncia de aminodcidos da espécie Medicago
truncatula que apresenta maior similaridade com a seqii€éncia de aminodcido do jatobd. Para a
actina foi obtido um fragmento parcial com 371pb que corresponde (25%) do tamanho total da
seqiiéncia de aminodcidos da espécie Glycine max que apresenta maior similaridade com a
seqiiéncia de aminodcido do jatoba.

Para os experimentos de RT-PCR semi-quantitativo foram sintetizados primers
especificos para o jatobd, cujo, os produtos foram utilizados como sonda. Para a BGAL foi
utilizado um fragmento com aproximadamente 400pb, para a XET 330pb, para a invertase

alcalina 440pb, para sacarose sintase 410pb e para a actina, 360pb.
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9.3. Analise filogenética das seqiiéncias parciais de cDNAs para a p-galactosidase (Hc-
BGAL1), xiloglucano endotransglicosilase (Hc-XTH1), invertase alcalina (Hc-AlKIN1) e

sacarose sintase (Hc-SUS1) do jatoba

O gene Hc-BGALI (Ver Anexo 2) do jatoba foi associado ao grupo 1 das -
galactosidases e apresentou alta similaridade com a espécie Cicer arietinum (leguminosa),
especificamente ao gene CanBGal-4 (Figura 9). Na figura 10 € mostrado o alinhamento entre as
seqiiencias de aminodcidos do gene do jatobd e da leguminosa que apresentou maior
similaridade.

O gene Hc-XTHI1 (Ver Anexo 2) do jatoba foi associado ao grupo 1 das XTHs e
apresentou alta similaridade com a espécie Vigna angularis (leguminosa), especificamente ao
gene Va-XTH2 (Figura 11). Na figura 12 é mostrado o alinhamento entre as seqiiéncias de
aminodcidos do gene do jatobé e da leguminosa que apresentou maior similaridade.

O gene Hc-AIKIN1 (Ver Anexo 2) do jatoba foi associado ao grupo B das invertases e
apresentou alta similaridade com a espécie Lotus corniculatus (leguminosa), especificamente ao
gene Lc-IN AJ717412 (Figura 13). Na figura 14 € mostrado o alinhamento entre as seqiiéncias de
aminodcidos dos genes do jatoba e da leguminosa que apresentou maior similaridade.

O gene Hc-SUSI1 (Ver Anexo 2) do jatoba foi associado ao grupo SUS1 das sacarose
sintase e apresentou alta similaridade com a espécie Medicago truncatula especificamente ao
gene SUS isoform 3 - CAC32462 (Figura 15). Na figura 16 € mostrado o alinhamento entre as
seqiiencias de aminodcidos dos genes do jatobd e da leguminosa que apresentou maior

similaridade.
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Figura 9. Relacdo evolutiva da B-galactosidase de Angiospermas. A drvore filogenética foi
inferida por uma analise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢ao 181 a
332 em A. thaliana (At-BGAL4). As seqiiéncias utilizadas foram a do jatoba (Hc-BGALT) (Ver
Anexo 2), A. thaliana (At-GAL1 - AT3GI13750; At-GAL2 - AT3G52840; At-GAL3 -
AT4G36360; At-BGAL4 - AT5G56870; At-GALS - AT1G45130; At-BGAL6 - AT5G63800;
At-GAL7 - AT5G20710; At-BGALS - AT2G28470; At-BGAL9 - AT2G32810; At-BGALIO -
AT5G63810; At-BGAL11 - AT4G35010; At-GALI2 - AT4G26140; At-BGALI13 -
AT2G16730; At-BGAL14 - AT4G38590; At-GAL15 - ATIG31740, At-BGALI16 -
AT1G77410; At-BGAL17 - AT1G72990; Oryza sativa (10 membros), leguminosas (CanBGAL-
4 - CAA09457; CanBGAL-3 - CAAO06309; Chickpea - AJ012687), tomate (AJ012796;
AF020390; AJ012798), macga (L29451), morango (AJ278705; AJ278703). Os valores

apresentados na arvore representam os bootstraps.
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Score = 253 bits (646), Expect = 6e-65 Identities = 121/145 (83%), Positives
= 128/145 (88%), Gaps = 8/145 (5%)

CanBGAL-4/CAA09457.1 WNFGGFPVWLKYVPGISFRTDNEPFKAAMOKF TTKIVSMMKAENLFONQGGPIIMSQIEN 180
HC-BGALL e QIEN 4

* k Kk k
CanBGAL-4/CAA09457.1 EYGPVEWNIGAPGKAYTNWAAQM-—-AVGLDTGVPWDM--CKQEDAPDPVIDTCNGYYCEN 236
Hc-BGAL1 EYGPVEWEIRAPGKAYTAWAAKMETAVGLNTGVPWVMETCKQDDAPDPVIDTCNGYYCEN 64

*******:* * Kk Kk kk kK ***:* ****:***** * ***:*****************

CanBGAL-4/CAA09457.1 FTPNKNYKPKM--WTENWSGWYTDFGNAICYRPVEDLAYSVARF IQNRGSFVNYYM--YH 292
Hc-BGAL1 FTPNKNYKPKME TWTENWSGWYTEYGGAVPKRPVEDIAYSVARF IQNGGSFVNYYMETYH 124
*khkkkhkkkhkk kKK **********::*.*: *****:********** *kkkkkkk * *
CanBGAL-4/CAA09457.1 GGTNFGRTSSGLFIATSYDYDAPIDEYGLTNEPKWSHLRDLHKAIKQCEPALVSVDPTIT 352
Hc-BGALL GGTNFGRTXSGLFIATSYDYD—————————————mmmm e 145

khkkhkkhkkhkhkhkk *hkhkkkhkkhkhrkhkkkk

Figura 10. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da B-galactosidase parcial do jatoba
(Hc-BGALT1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Cicer arietinum) filogeneticamente

mais proxima.
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Figura 11. Relacdo evolutiva da xiloglucano endotransglicosilase de Angiospermas. A drvore
filogenética foi inferida por uma analise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da
posicdo 87 a 197 em A. thaliana (At-XTHS). As seqiiéncias utilizadas foram a do jatoba (Hc-
XTHI) (Ver Anexo 2), A. thaliana (At-XTH1 - AT4G13080; At-XTH2 - AT4G13090; At-
XTH3 - AT3G25050; At-XTH4 - AT2G06850; At-XTHS - AT5G13870; At-XTH6 -
AT5G65730; At-XTH7 - AT4G37800; At-XTHS8 - AT1G11545; At-XTHO - AT4G03210; At-
XTHIO - AT2G14620; At-XTHI11 - AT3G48580; At-XTH12 - AT5G57530; At-XTH13 -
AT5G57540; At-XTHI14 - AT4G25820; At-XTHI1S5 - AT4G14130; At-XTH16 - AT3G23730;
At-XTH17 - AT1G65310; At-XTHI18 - AT4G30280; At-XTH19 - AT4G30290; At-XTH20 -
AT5G48070; At-XTH21 - AT2G18800; At-XTH22 - AT5G57560; At-XTH23 - AT4G25810;
At-XTH24 - AT4G30270; At-XTH25 - AT5G57550; At-XTH26 - AT4G28850; At-XTH27
AT2G01850; At-XTH28 - AT1G14720; At-XTH29 - AT4G18990; At-XTH30 - AT1G32170;
At-XTH31 - AT3G44990; At-XTH32 - AT2G36870), Oryza sativa (14 membros), leguminosas
(Va-XTH2 - AB086396; VaXTHI - AB086395) e Tropaeolum majus. Os valores apresentados

na arvore representam os bootstraps.
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Score = 198 bits (503),

100/111 (90%),Gaps

Va-XTH2/AB086396
Hc—-XTH1

Va-XTH2/AB086396
Hc—-XTH1

Va-XTH2/AB086396
Hc—-XTHL

= 0/111 (0%)

YTGTGFQTKGSYLFGHFSMNIKMVPGDSAGTVTAFCLSSQNAEHDEIDFEFLGNRTGQPY
—————————————————————————— DSAGTVTAFYLSSQNSEHDEIDFEFLGNRTGQPY

dAhkhkkhkhkkhkhkhkk* *hkhkkhkheoehkhkhkkhkhkhkkhkhkkhkhkhkkhkhhhhx*x

ILQTNVFTGGKGDREQRIYLWEDP TKAYHRYSVLWNMYQIVFLVDNIPIRVFKNLKELGV
ILQTNVFTGGKGDREQRIYLWEFDPTKEYHRYSVLWNMDQIVFLVDDIPIRVEFKNCKDLGS

KAhRAKA KA KNI AN A AN AN I A NI AN AN A, Ak Ak h A hhhkh Ak hkhkhhkke khkAkhhAhhk Ko K%*k

KFPFNQPMKVYNSLWNADDWATRGGLEKTDWSKAPFVAEYKGFHVDGCEASVNSRFCATQ
EIPFQP THENFNSLWNA———————— = — e e e

:**: . H :******

Expect = 6e-49 Identities = 94/111 (84%), Positives

120
34

180
94

240

Figura 12. Alinhamento das seqii€ncias de aminodcidos da xiloglucano endotransglicosilase

parcial do jatobd (Hc-XTHI1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Vigna angularis)

filogeneticamente mais proxima.
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Figura 13. Relacdo evolutiva da invertase alcalina de Angiospermas. A arvore filogenética foi
inferida por uma anélise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢do 278 a
556 em A. thaliana (AT4G34860). As seqiiéncias utilizadas foram as do jatoba (Hc-AlkINT)
(Ver Anexo 2), A. thaliana (9 membros), Oryza sativa (OsNIN1 - AY575558; OsNIN2 -
AYS575559; OsNIN3 - AY575560; OsNIN4 - AY575561; OsNINS - AY575562; OsNING6 -
AY575563; OsNIN7 - AY575564; OsNINS8 - AY575565) e leguminosa (Lc-invl - AJ717412).

Os valores apresentados na drvore representam os bootstraps.
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Score = 509 bits

(1310), Expect = 4e-142 Identities = 249/280 (88%), Positives = 260/280

(92%), Gaps = 6/280 (2%)

LcINA/AJ717412
Hc-AlkIN1

LcINA/AJ717412
Hc-AlkIN1

LcINA/AJ717412
Hc-AlkIN1

LcINA/AJ717412
Hc-AlkIN1

LcINA/AJ717412
Hc-AlkIN1

KLILTLCLSEGFDTFPTLLCADGCSMIDRRMGIYGYPIEIQALFFMALRCALSMLKQDDA
————————————————————— NGCSMVDRRMGIYGYPIEIQALFFMALRCALSMLKHD-A

:****:*****************************:* *

EGKECVERIVKRLHALSYHMRGYFWLDFQQLNDIYRYKTEEYSHTAVNKENVIPDSIPEW
EGKECIERIVKRLHALSFHMRSYFWLDFQQLNDIYRYKTEEYSHTAVNKENVILDSIPDW

AhhkhkkokhkAhkkhkhAkhkhAkhkkhkehkhkhk *NhhAkhhhkhhAkhAhAkhhkhAhkkhkhkhhkhkhkhkhkkhkhrkhkdkhkkhhkh *,khkkkxeok

VEDFMPTRGGYFIGNVSPARMDFRWEFALGNCVAILSSLATPEQSMAIMDLIEARWDELVG
VEDFMPTRGGYFIGNVSPARMDFRWFALGNCVAILCSLATPEQSMAIMDLIESRWDELVG

***********************************_****************:*******

EMPLKISYPAIESHEWRIVTGCDPKNTRWSYHNGGSWPVLLWLVTAACIKTGRPQIARRA
EMPLKISLSCNQGHEWQIA-GCDP-NTRWSYHNGGSWPVLLWLLTAACIKVGRPQIARR-

* Kk kkk kK .. :.***:*_ * Kk kK ******************:******‘********

IELAESRLLKDGWPEYYDGKLGRYVGKQARKYQTWSIAGYLVAKMMLEDP SHLGMISLEE
—AMLASRLLKDGWPEYYG-TLGRYIGKQARKYQTWSIAGYLVAKMMLEDPSHLGMISLEE

************‘ .****:***********************************

300
38

360
98
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158
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215
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Figura 14. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da invertase alcalina parcial do jatob4 -

Hc-AIKINT (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Cicer arietinum) filogeneticamente

mais proxima.
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a1 r CAA09910 - Pisum satiwum

SUSY VICFA - Vicia faba
CAB40794 - Medicago truncatula

80L ABP88869 - Medicago sativa falcata
SUSY - Soy bean

SUSY PHAAU - Vigna radiata

41 AAN76498 - Phaseolus wilgaris
100 HcSUS1

5 SUS isoform 3 (Pisum sativum)
99 —— AT3G43190 (SUS4)

. L AT5G20830 (SUS1)
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100

100 0s07g0616800
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Grupo SUS1 Dicot

Figura 15. Relacdo evolutiva da sacarose sintase de Angiospermas. A arvore filogenética foi

inferida por uma andlise NJ das distancias calculadas a partir do alinhamento da posi¢do 429 a
810 em A. thaliana (SUS4). As seqiiéncias utilizadas foram as do jatobd (Hc-SUST) (Ver Anexo
2), A. thaliana (At-SUST - AT5G20830; At-SUS2 - AT5G49190; At-SUS3 - AT4G02280; At-
SUS4 - AT3G43190; At-SUSS5 - AT5G37180; At-SUS6 - AT1G73370), Oryza sativa (6
membros) e leguminosa (SUSY VICFA - P31926; SUSY MEDSA - 065026; SUSY PHAAU -

Q01390; SUS isoform 3 - CAC32462). Os valores apresentados na darvore representam os

bootstraps. Dicot = dicotiledOneas.
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Score = 691 bits (1784), Expect = 0.0 Identities = 339/382 (88%), Positives =
351/382 (91%), Gaps = 16/382 (4%)

Mt /AJ131943 SLLAHKLGVTQCTIAHALEKTKYPESDIYWKKFEEKYHFSCQFTADLFAMNHTDFIITST 480
Hesustr  —=———= LGVTQCTIAHALEKTKYPDSDIYWKKFEDKYHFSCQFTADLFAMNHTDFIITST 54
******************:*********:*************************
Mt /AJ131943 FQEIAGSKDKVGQYESHTAFTLPGLYRVVHGIDVFDPKEFNIVSPGADQTIYFPYTETSRR 540
Hcsusl FQEIAGSKDTVGQYESHTAFTLPGLYRVVHGIDVFDPKEFNIVSPGADMSIYFPYTETQKR 114
*********.************************************* :********':*
Mt /AJ131943 LTSFYPEIEELLYSSVENEEHICVLK-————————————————————————————————— 566
HcSUsl LTSFHPEIEELLYSSVENEEHICVLKDRTKPIIFTMARLDRVKNITGLVEWYGKNARLRE 174
****:*********************
Mt/AJ131943 mmmmm e KKMYGLIETYKLNGQFRWISSQMNRVRNGELYRVIC 602
HcSus1l LVNLVVVAGDRRKESQDLEEKAEMKKMYGLIETYKLNGQFRWISSQMNRVRNGELYRVIC 234
Kk hkhkhkhkhkhhhkhkhkhhkhhkhkkhkhkhhkhhkhkhrhhkhkhhkhkhhkxkx
Mt /AJ131943 DTK GAFVQPAVYEAFGLTVVEAMATGLPTFATLNGGPAEIIVHG 646
Hcsusl DTKGAFEAEFQHRVICDTKGAFVQPAVYEAFGLTVVEAMTCGLPTFATCNGGPAEIIVHG 294
* ok k ********************: Kkhkkkkhkkhkk kkkhkkkkhkkkk
Mt /AJ131943 KSGFHIDPYHGDRAADLLVEFFEKVKVDPSHWDKISQGGLQRIEEKYTWTIYSQRLLTLT 706
Hcsusl KSGFHIDPYHGDRAAETLVGFFEKCKADPTHWDKISQGGLKRIHEKYTWQIYSERLLTLT 354
***************: Kk kkkk *.**:**********:**.***** ***:******
Mt /AJ131943 GVYGFWKHVSNLDRLESRRYLEMFYALKYRKLAESVPLAVE 747
Hcsusl GVYGFWKHVSNLDRRESRRYLEMFYAVK————————————— 382

Frhkkxkkkkkkkhkk hkkkkkkhkhkhk ok

Figura 16. Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos da sacarose sintase parcial do jatoba
(Hc-SUS1) (Ver Anexo 2) com a espécie de leguminosa (Medicago truncatula)

filogeneticamente mais proxima.
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9.4. Analise densitométrica e caracterizacdo da expressao por RT-PCR semi-quantitativo
dos genes da BGAL1, XTH1, AIKIN1 e SUS1 nos cotilédones, folhas hipocétilos e raizes do
jatoba.

9.4.1. Cotilédones

O gene HcBGALI1 apresentou alto nivel de transcritos nas plantulas controle, as 12h
(meio dia), quando comparado com as Oh e 6h (médio), as 18h ndo foi observado transcrito, nas
plantulas excisadas e tratadas com NPA ndo foi observado transcrito (Figura 17A). Nas plantulas
crescidas em luz continua o gene foi expresso de forma similar ao controle, com alto nivel de
transcritos as 18h, no escuro continuo o gene foi expresso apenas as Oh (Figura 17B). As anélises
densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR,
considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene foi
reprimido nas plantulas excisadas, tratadas com NPA e nas plantulas crescidas em escuro
continuo (Figura 18A; Anexo3).

O gene HcXTHI1 foi expresso apenas as 12h nas plantulas controle, nas plantulas
excisadas e tratadas com NPA ndo foi observado transcrito (Figura 17C). Nas plantulas crescidas
em luz continua ndo foi observado transcrito € no escuro continuo o gene foi induzido (Figura
17D). As andlises densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de
RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene
foi reprimido nas plantulas excisadas, tratadas com NPA e crescidas em luz continua e induzido
nas plantulas crescidas no escuro continuo (Figura 18B; Anexo 3).

O gene HcAIKIN1 foi expresso ao longo do dia de forma constitutiva nas plantulas
controle, as Oh, 6h e 12h, as 18h nao foi observado transcrito, nas plantulas excisadas o gene foi
expresso em todos os horarios analisados e nas plantulas tratadas com NPA o gene foi expresso
apenas as 6h (Figura 17E). Nas plantulas crescidas em luz continua o gene foi induzido € no
escuro continuo nao foi observado transcrito (Figura 17F). As andlises densitométricas
confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o
periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene foi reprimido nas plantulas
tratadas com NPA e nas plantulas crescidas no escuro continuo e induzido nas plantulas

excisadas e crescidas em luz continua (Figura 18C; Anexo3).
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O gene HcSUSI foi expresso apenas no periodo de luz nas plantulas controle, com alto
nivel de transcritos as 12h quando comparado com as 6h (médio), nas plantulas excisadas ndo foi
observado transcrito e nas plantulas tratadas com NPA o gene foi expresso de forma similar ao
controle com alto nivel de transcritos as 18h (Figura 17G). Nas plantulas crescidas em luz
continua o gene foi induzido e nas plantulas crescidas no escuro o gene foi expresso de forma
constitutiva (Figura 17H). As andlises densitométricas confirmaram os resultados observados
nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horario
individualmente. O gene foi induzido nas plantulas crescidas em luz continua (Figura 18D;

anexo3)
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COTILEDONES
Controle Excisadas NPA
PN A PN
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Oh 6h 12h 18h Oh Oh 6h 12h 18h Oh Oh 6h 12h 18h Oh

Figura 17. Padrio de expressdo e densitometria dos genes da [-galactosidase (BGALI),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AlIkIN1) e sacarose sintase (SUS1)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apOs embebi¢cdo. A andlise foi feita nos
cotilédones pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os
tratamentos com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com
NPA) e alternincia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua
e em escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGALI TAL (B); XTHI TAUX (C);
XTHI1 TAL (D); AIKIN1 TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUS1 TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz.
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Figura 18. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias ap6s embebicdo. Representagdo grafica da andlise da IOD

(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddégena e alternancia de luz nos

cotilédones para os genes da BGAL1(A); XTHI1 (B); AIKIN1 (C); SUSI (D).
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9.4.2. Folhas

O gene HcBGALI foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as 18h, quando comparado com as 6h e 12h (médio), as Oh ndo foi observado
transcrito, nas plantulas tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 19A). Nas plantulas
crescidas em luz continua o gene foi induzido e apresentou picos de expressdo a cada 12 horas e
no escuro continuo o gene foi reprimido (Figura 19B). As analises densitométricas confirmaram
os resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24
horas como cada horério individualmente. O gene foi induzido nas plantulas crescidas em luz
continua e reprimido em plantulas tratadas com NPA e crescidas no escuro continuo (Figura
20A; Anexo 3).

O gene XTHI foi expresso ao longo do dia de forma constitutiva nas plantulas controle,
as 6h, 12h e 18h, nas plantulas tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 19C). Nas
plantulas crescidas em luz continua o gene foi expresso de forma similar ao controle e nas
plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi induzido (Figura 19D). As andlises
densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR,
considerando tanto o periodo de 24 horas como cada hordrio individualmente. O gene foi
induzido nas plantulas crescidas no escuro continuo e reprimido em plantulas tratadas com NPA
(Figura 20B; Anexo 3).

O gene HcAIKIN1 foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as 6 horas, quando comparado com as Oh e 18h (médio), as 12h (baixo), nas plantulas
tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 19E). Nas plantulas crescidas em luz continua o
gene foi induzido e nas plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi expresso de forma
constitutiva em todos os hordrios analisados (Figura 19F). As andlises densitométricas
confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o
periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene foi induzido nas plantulas
crescidas em luz continua e reprimido nas plantulas tratadas com NPA e em plantulas crescidas
no escuro continuo (Figura 20C; Anexo 3).

O gene HcSUSI foi expresso ao longo do dia, nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as Oh, quando comparado as 6h, 12h e 18 horas que foi expresso de forma

constitutiva, nas plantulas tratadas com NPA ndo foi observado transcrito (Figura 19G). Nas
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plantulas crescidas em luz continua o gene foi expresso de forma constitutiva e nas plantulas
crescidas no escuro continuo o gene foi reprimido (Figura 19H). As andlises densitométricas
confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o
periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene foi induzido nas plantulas
crescidas em luz continua e reprimido nas plantulas tratadas com NPA e em plantulas crescidas

no escuro continuo (Figura 20D; Anexo 3).
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Figura 19. Padrio de expressdo e densitometria dos genes da [B-galactosidase (BGALI),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUS1)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. A andlise foi feita nas folhas
pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os tratamentos
com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com NPA) e
alternancia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua e em
escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGAL1 TAL (B); XTH1 TAUX (C); XTH1
TAL (D); AIKINI TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUS1 TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz.
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Figura 20. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias apds embebicdo. Representacdo grifica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddgena e alternancia de luz nas

folhas para os genes da BGAL1(A); XTH1 (B); AIKINT (C); SUS1 (D).
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9.4.3. Hipocdtilos

O gene HcBGALI foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as 6h, quando comparado com 12h e 18h e as Oh nao foi observado transcrito, nas
plantulas excisadas e tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 21A). Nas plantulas
crescidas em luz continua o gene foi expresso em todos os hordrios analisados e nas plantulas
crescidas no escuro continuo o gene foi expresso de forma similar ao ocntrole, no entanto, com
picos de expressdo a cada 12 horas (Figura 21B). As andlises densitométricas confirmaram os
resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas
como cada horério individualmente. O gene foi induzido nas plantulas crescidas em luz continua
e reprimido nas plantulas excisadas e tratadas com NPA (Figura 22A; Anexo 3).

O gene HcXTHI foi expresso ao longo do dia, com picos de expressdo a cada 12 horas
nas plantulas controle, com alto nivel de transcritos as Oh e 12h, quando comparado com 18h
(médio), as 6h nao foi observado transcrito, nas plantulas excisadas e tratadas com NPA o gene
foi reprimido (Figura 21C). Nas plantulas crescidas em luz e escuro continuo o gene foi expresso
de forma constitutiva (Figura 21D). As andlises densitométricas confirmaram os resultados
observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada
horério individualmente. O gene foi reprimido nas plantulas excisadas e tratadas com NPA
(Figura 22B; Anexo 3).

O gene HcAlkInl foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as Oh, quando comparado com as 6h e 12h (médio) e as 18h (baixo), nas plantulas
excisadas e tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 21E). Nas plantulas crescidas em luz
continua o gene foi induzido e nas plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi reprimido
(Figura 21F). As andlises densitométricas confirmaram os resultados observados nos
experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horirio
individualmente. O gene foi induzido nas plantulas crescidas na luz continua e reprimido nas
plantulas excisadas, tratadas com NPA e nas plantulas crescidas no escuro continuo (Figura 22C;
Anexo3).

O gene HcSUSI foi expresso nas plantulas controle, apenas a noite (Oh), nas plantulas
excisadas o gene foi expresso de forma constitutiva e nas plantulas tratadas com NPA nao foi

observado transcrito (Figura 21G). Nas plantulas crescidas em luz continua o gene foi expresso
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de forma constitutiva e nas plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi reprimido (Figura
21H). As andlises densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de
RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada hordrio individualmente. O gene
foi reprimido nas plantulas tratadas com NPA e nas plantulas crescidas no escuro continuo

(Figura 22D; Anexo 3).
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Figura 21. Padrio de expressdo e densitometria dos genes da [-galactosidase (BGALI1),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AlIkIN1) e sacarose sintase (SUS1)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apOs embebi¢cdo. A andlise foi feita nos
hipocotilos pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os
tratamentos com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com
NPA) e alternincia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua
e em escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGALI TAL (B); XTHI TAUX (C);
XTHI TAL (D); AIKIN1 TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUSI TAUX (G); SUS1 TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz.
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Figura 22. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias ap6s embebicdo. Representacdo grafica da andlise da 10D
(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina endégena e alternancia de luz nos

hipocétilos para os genes da BGAL1(A); XTHI (B); AIKIN1 (C); SUSI (D).
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9.4.4. Raizes

O gene HcBGAL1foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as Oh, quando comparado com as 6h e 12h (médio) e 18h (baixo), nas plantulas
excisadas o gene foi reprimido e nas plantulas tratadas com NPA o gene foi expresso de forma
similar o controle com alto nivel de transcritos as Oh, quando comparado com as 12h e 18h
(médio) e as 6h (baixo) (Figura 23A). Nas plantulas crescidas em luz continua o gene foi
induzido e nas plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi reprimido (Figura 23B). As
andlises densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR,
considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horario individualmente. O gene foi
induzido nas plantulas crescidas na luz continua e reprimido nas plantulas excisadas e nas
plantulas crescidas no escuro continuo (Figura 24A; Anexo 3).

O gene HcXTHI foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as Oh, quando comparado com as 6h e 12h (médio), as 18h ndo foi observado
transcrito, nas plantulas excisadas o gene foi reprimido, e ndo foi observado transcrito nas
plantulas tratadas com NPA (Figura 23C). Nas plantulas crescidas em luz continua o gene foi
expresso em todos os hordrios analisados e nas plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi
reprimido (Figura 23D). As andlises densitométricas confirmaram os resultados observados nos
experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas como cada horario
individualmente. O gene foi reprimido nas plantulas excisadas, tratadas com NPA e nas plantulas
crescidas no escuro continuo (Figura 24B; Anexo 3).

O gene HcAIKIN1 foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as 12 horas, quando comparado com as 6h e 18h (médio), as Oh hora ndo foi
observado transcrito, nas plantulas excisadas o gene foi expresso de forma constitutiva e nas
plantulas tratadas com NPA o gene foi reprimido (Figura 23E). Nas plantulas crescidas em luz
continua o gene foi expresso em todos os horarios analisados e nas plantulas crescidas no escuro
continuo o gene foi reprimido (Figura 23F). As andlises densitométricas confirmaram os
resultados observados nos experimentos de RT-PCR, considerando tanto o periodo de 24 horas
como cada hordério individualmente. O gene foi reprimido nas plantulas tratadas com NPA e nas

plantulas crescidas no escuro continuo (Figura 24C; Anexo 3).
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O gene HcSUSI foi expresso ao longo do dia nas plantulas controle, com alto nivel de
transcritos as 18 horas, quando comparado com as 6h e 12h (médio), as Oh ndo foi observado
transcrito, nas plantulas excisadas e tratadas com NPA ndo foram observados transcritos (Figura
23G). Nas plantulas crescidas em luz continua o gene foi expresso de forma constitutiva e nas
plantulas crescidas no escuro continuo o gene foi reprimido (Figura 23H). As analises
densitométricas confirmaram os resultados observados nos experimentos de RT-PCR,
considerando tanto o periodo de 24 horas como cada hordrio individualmente. O gene foi
induzido nas plantulas crescidas na luz continua e reprimido nas plantulas excisadas, tratadas

com NPA e nas plantulas crescidas no escuro continuo (Figura 24D; Anexo 3).
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Figura 23. Padrio de expressdo e densitometria dos genes da [P-galactosidase (BGALI),
xiloglucano endotransglicosilase (XTH1), invertase alcalina (AIkIN1) e sacarose sintase (SUSI)
em plantulas de H. courbaril coletadas aos 45 dias apos embebicdo. A andlise foi feita nas raizes
pela técnica de RT-PCR semi-quantitativa a cada seis horas. Foram analisados os tratamentos
com auxina - TAUX (plantulas com fotoperiodo com 12h, excisadas e tratadas com NPA) e
alternancia de luz - TAL (plantulas com fotoperiodo com 12h, crescidas em luz continua e em
escuro continuo por 20 dias). BGAL1 TAUX (A); BGAL1 TAL (B); XTH1 TAUX (C); XTHI1
TAL (D); AIKINI TAUX (E); AIKIN1 TAL (F); SUS1 TAUX (G); SUS1 TAL (H). 1 =
Tratamento com auxina; 2 = Tratamento com alternancia de luz; * = RNA total; # = Actina.

Linha continua = 12h de escuro e linha tracejada = 12h de luz.
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Figura 24. Densitometria dos experimentos de RT-PCR semi-quantitativo em plantulas de H.
courbaril coletadas aos 45 dias ap6s embebicdo. Representagdo grafica da andlise da IOD

(densidade Optica integrada) para os tratamentos de auxina enddgena e alternincia de luz nas

raizes para os genes da BGAL1(A); XTHI1 (B); AIKIN1 (C); SUSI (D).
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10. DISCUSSAO

10.1. Caracterizacao dos cDNAs parciais do jatoba

O primeiro passo do trabalho foi a selecdo de dois genes relacionados ao processo de
degradacdo do xiloglucano (B-galactosidase e xiloglucano endotransglicosilase) e outros dois
(invertase alcalina e sacarose sintase) relacionados ao mecanismo de mobilizacdo dos produtos
de degradacdo do xiloglucano. Estes genes foram selecionados devido o conhecimento prévio da
atividade destas enzimas durante os mecanismos de desenvolvimento da plantula do jatoba.

A estratégia adotada foi buscar seqiiéncias em bancos de dados que permitisse a obteng¢ao
de primers degenerados que amplificasse os respectivos genes a fim de tornar possivel a
clonagem e obtencdo dos genes parciais do jatobd. As seqiiéncias de cDNAs parciais foram
obtidas preferencialmente a partir do produto amplificado dos cotilédones, no entanto, a XET e a
invertase alcalina foram obtidas a partir dos cDNAs da raiz. Baseado nas seqii€éncias obtidas foi
gerada uma darvore filogenética para os genes da P-galactosidase, XTH, invertase alcalina e
sacarose sintase, a fim de tentar caracteriza-los, de acordo com a disponibilidade de informagdes
na literatura. Os genes podem ser organizados em varios grupos evolutivamente relacionados,

mas funcionalmente divergentes.

10.1.1. p-galactosidase

A atividade da P-galactosidase € caracterizada pela habilidade de hidrolisar residuos
terminais ndo reduzidos de B-D-galactosil a partir de polimeros de carboidratos, glicoproteinas e
galactolipideos (Ross et al. 1994; Smith et al. 1998, 2002). Pouco se conhece sobre as
caracteristicas estruturais e funcionais desses genes. Wu & Burns (2004) mostraram uma andlise
com a presenca de trés grupos filogeneneticamente distintos onde o gene de Citrus foi agrupado
com proteinas codificadas por genes expressos durante o desenvolvimento e amadurecimento do
fruto. Iglesias et al. (2006) revelaram que 12 entre os 18 genes relatados em A. thaliana mostram
um peptideo sinal que classificam as enzimas como [-galactosidases apopldsticas e os autores
mostram através da andlise da expressdo que os genes apresentam um padrdo de expressao

extremamente variado, de acordo com o tecido analisado (folhas jovens e maduras, regido apical
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e basal do caule e raiz). Os mesmos autores concluiram que devido a existéncia de diferentes
substratos na parede, existem diversos processos fisiologicos que resultam em uma grande
variacdo nos padroes de expressdo dos genes que codificam as [-galactosidases de parede
celular.

A fim de tentar caracterizar um possivel grupo funcional para a B-galactosidase do jatoba
(He-BGALL1) foram utilizados 17 genes de A. thaliana, 10 ortélogos de O. sativa, 3 genes que
codificam em espécies de legumisosas, 3 genes que codificam em tomate, 2 genes que codificam
em morango e um gene que codifica em maca. De acordo com a filogenia o gene do jatoba foi
associado ao grupo 1 conforme observado (Figura 9), sugerindo uma estrutura e atividade
enzimdtica caracteristica desse grupo. De acordo com Wu & Burns (2004) as -galactosidases
sdo classificadas em 3 grupos de acordo com a similaridade entre as seqiiéncias de aminodcidos.
No entanto, foi possivel observar 5 grupos além de um grupo basal a partir das seqii€ncias
utilizadas no presente trabalho. Wu & Burns (2004) caracterizam funcionalmente o grupo 1, que
apresenta genes expressos durante o desenvolvimento e amadurecimento de frutos. De acordo
com Iglesias et al. (2006) membros do grupo 3 sdo caracterizados por apresentar genes com
diferentes padrdes de expressao.

Como mencionado as -galactosidases sdo associadas a degradacdo da parede celular em
frutos (Lazan et al. 2004) e segundo Tiné et al. (2000) e Santos et al. (2004) ocorrem
mecanismos similares na parede celular em frutos durante o amadurecimento e nos cotilédones
durante a mobilizacao de reserva. Buckeridge et al. (2005) demonstraram que a fungdo biol6gica
da B-galactosidase de L. angustifolius, que os autores chamaram de exo-f-galactanase, possui
alta similaridade com o que ocorre durante o amadurecimento de frutos. Portanto, a alta
similaridade do gene HcBGAL1 com genes expressos durante o desenvolvimento do fruto
corrobora com os dados da literatura, onde a expressdao do gene esta associada a mecanismos que

ocorrem durante a morfogénese da parede celular.
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10.1.2. Xiloglucano endotransglicosilase

As XETs fazem parte da familia multigénica XTH, na qual sdo atribuidas funcdes
relacionadas a construcdo, modificagdo e manutencao da arquitetura da parede celular durante o
desenvolvimento da planta (Rose et al. 2002).

O padrao da expressdo desses genes tem sido analisado em diversas espécies vegetais a
fim de tentar caracterizar funcionalmente os grupos e em A. thaliana foi observado que
determinados genes respondem de forma diferenciada a estimulos como a luz e temperatura
(Rose et al. 2002). Em A. thaliana a familia génica XTH consiste em 33 membros que sdo
classificados em trés grupos baseado na estrutura génica (Xu et al. 1996; Nishitani et al. 1997;
Rose et al. 2002). Os genes pertencentes ao grupo 1 sdo caracterizados por serem expressos em
tecidos jovens em desenvolvimento e apresentam alta identidade (70 a 90%) entre diferentes
espécies (Romo et al. 2005). O grupo 2 possui genes que sdo expressos em diferentes espécies
mostrando padrdes de expressdo em resposta a hormonios ou estimulos mecanicos. O grupo 3
representa um grupo divergente das XTHs, que tem xiloglucano hidrolase e xiloglucano
endotransglicosilase como membros (Romo et al. 2005).

A fim de tentar caracterizar um possivel grupo funcional para a xiloglucano
endotransglicosilase do jatoba (HC-XTHI1) foram utilizados os 32 genes de A. thaliana, 14
ortélogos de O. sativa, além de 2 genes que codificam em espécies de legumisosas e uma
Tropaeolaceae (Tropaeolum majus). De acordo com a filogenia estabelecida foi possivel
observar que o gene que codifica a xiloglucano endotransglicosilase do jatoba apresentou alta
similaridade com membros do grupo 1 (84% de identidade) Va-XTH?2 (leguminosa) sugerindo,
uma estrutura e atividade enzimética caracteristica desse grupo (Figuras 11 e 12). De acordo com
Nakamura et al. (2003) os resultados observados para os genes Va-XTH1 e Va-XTH2
(leguminosa) foram diferentemente induzidos na presenca de auxina. A funcionalidade da
enzima em Va-XTH2 foi associada a remodelacdo nas moléculas do xiloglucano, através do
mecanismo de transglicosilacdo, sem atividade hidrolitica no xiloglucano, fazendo parte da
constru¢do direta das modificacdes da parede celular, preferencialmente no desmonte da
arquitetura da parede celular (Nakamura et al. 2003). Apesar da seqii€ncia do jatoba ser parcial
os resultados obtidos pela filogenia corroboram com estudos realizados por Tiné et al. (2000),

Alcantara (2002) e Minhoto (2002) que analisaram a atividade da XET em cotilédones de H.
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courbaril e observaram a acdo da enzima predominantemente no processo de transglicosilacio
do xiloglucano durante a mobilizacdo de reserva.

De acordo com Nakamura et al. (2003) o gene Va-XTH?2 foi induzido na presenca de
auxina em diferentes partes do caule. Romo et al (2005) também analisaram genes pertencentes
ao grupo 1 em leguminosa (Cicer arietinum), e verificaram que a presenca de auxina controla o

acumulo de mRNA.

10.1.3. Invertase alcalina

As invertases pertencem a uma familia multigénica que atua em processos associados ao
catabolismo da sacarose de forma irreversivel liberando frutose e glucose (Weber et al. 1995;
Kingston-Smith et al. 1999). Pouco se sabe sobre as caracteristicas estruturais dos genes que
codificam invertases neutra e alcalina. Ji et al. (2005), revelaram que a familia das invertases
neutra e alcalina diferem consistentemente em 10 residuos de aminodcidos dentro de um motivo
conservado, sendo diferenciadas em dois grupos (o e [, respectivamente). No entanto,
funcionalmente nao se sabe as diferencas entre os grupos e tdo pouco sobre os padrdes de
expressdo. Na seqiiéncia parcial clonada a partir do RNA da raiz do jatoba € possivel observar
cinco de 10 residuos de aminodcidos localizados em trés dos quatro dominios conservados que
diferenciam a invertase neutra da alcalina.

A fim de tentar caracterizar um possivel grupo funcional para a invertase da alcalina do
jatoba (Hc-AIKINT) foram utilizados 09 genes de A. thaliana, 08 ortdlogos de O. sativa, além de
1 gene que codificam em uma espécie de legumisosa. De acordo com a filogenia estabelecida a
seqiiéncia de aminodcido do jatobd apresentou alta similaridade com uma seqiiéncia de
leguminosa que pertence ao grupo P que apresenta todos os residuos de aminoécidos que a
caracteriza como invertase alcalina (Figuras 13 e 25). A partir do alinhamento das seqii€ncias
também é possivel observar a alta similaridade entre as duas espécies (Figura 14).

No momento ndo existe um padrao de expressdo ou fungdes que possam caracterizar
membros pertencentes ao grupo filogenético préximo ao jatobd. Portanto, o padrdo de expressao
observado nos cotilédones, folhas, hipocétilos e raizes sob variagdo de auxina enddégena e luz
durante a fase inicial do desenvolvimento nas plantulas de jatobd, passa a ser a primeira

descricdo para uma espécie arboérea. Possivelmente o papel da invertase alcalina nos cotilédones
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N

esteja associado a quebra da sacarose e particionamento de carbono para a manutencdo do
proprio tecido fonte e para o desenvolvimento e crescimento dos tecidos-dreno, ja o papel nos
tecidos com as folhas, hipocétilos e raizes possivelmente esteja associado a quebra da sacarose

para o desenvolvimento e crescimento do proprio tecido.
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Sequence 1: Alkalin invertase motifs Sequence 2: Lc-invl (AJ717412) A

Score = 83.2 bits (204),Expect = 4e-15 Identities = 36/39 (92%), Positives = 38/39 (97%), Gaps =
0/39 (0%)

Query 1 LCLSEGFDTFPTLLCADGEEMIDRRMGV LEIQALF 39
LCLSEGFDTFPTLL{ADG(E [MIDRRMG+ +EIQALF
Sbjct 246 LCLSEGFDTFPTLL{ADGEYMIDRRMGI IEIQALF 284

Score = 79.7 bits (195), Expect = 5e-14 Identities = 55/146 (37%), Positives = 56/146 (38%),
Gaps = 90/146 (61%)

Query 40 GFFIGNYSPARMDFRWFALGN 61 Query 49 DPKN SYHNGGSWHVILLW 69 Query 81 GRYVGK@AR 91
G+FIGNVSPARMDFRWFALGN DPKN SYHNGGSWHVILLW GRYVGKQAR
Sbjct 370 GYFIGNYSPARMDFRWFALGN 389 Sbjct 418 DPKN SYHNGGSWHVILLW 438 Sbjct 490 GRYVGKQAR 515

Sequence 1: Hc-AIKIN1 Sequence 2: Lc-invl (AJ717412)

Score = 63.2 bits (152), Expect = 5e-09 Identities = 49/142 (34%), Positives = 52/142 (36%), Gaps
= 86/142 (60%)

Query 40 GFFIGNVSPARMDFRWHALGN 61 Query 68 SYHNGGSWPVILLW 73 Query 81 GRYVGKQAR 90
G+FIGNVYSPARMDFRWHALGN SYHNGGSWPVIILW GRY+GKQAR
Sbjct 108 GYFIGNYSPARMDFRWHALGN 129 Sbjct 168 SYHNGGSWPVYILW 181 Sbjct228 GRYIGKJQAR 237

Figura 25. Alinhamento realizado com a ferramenta blast 2 sequences no servico do NCBI.
Amino4cidos localizados nos dominios conservados. Em destaque, residuos que caracterizam a
invertase alcalina de acordo com Ji et al (2005). Alinhamento dos aminodcidos com a presenga
dos 10 residuos da invertase alcalina com a espécie mais préxima filogeneticamente ao jatoba
(A). Alinhamento da seqiiéncia parcial de aminodcidos do jatoba com a espécie mais proxima
filogeneticamente (Leguminosa) com a presenca de 5 residuos da invertase alcalina (B). Em

destaque, os aminodcidos conservados.
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10.1.4. Sacarose sintase

A sacarose sintase compreende uma familia multigénica. A enzima cliva a sacarose em
presenca de UDP para UDP-glucose e frutose (Baud et al. 2004).

InvestigacOes sobre os genes SUS revelaram que existem pelo menos seis genes em A.
thaliana e que eles podem ser classificados em 3 grupos (Barratt et al. 2001). No entanto,
Komatsu et al. (2002) sustentam a idéia de que os genes SUS podem ser classificados em 4
grupos. A comparacdo das seqii€éncias de aminodcidos, assim como a estrutura do gene
(intron/éxon) corrobora com essa classificagdo. Os genes AtSUS1 e AtSUS4 sdo classificados no
grupo SUS1 das dicotiledoneas, caracterizados pela auséncia de introns nos dois éxons
especificos (6 e 12). Os genes AtSUS2 e AtSUS3 pertencem ao grupo SUSA, que junto com o
grupo SUS1 das monocotileddneas sdo caracterizados pela presenga de um intron nos éxons 6 e
12. Os genes AtSUSS e AtSUS6 constitui um grupo separado dos outros (Komatsu et al. 2002).

A fim de tentar caracterizar um possivel grupo funcional para a sacarose sintase clonada a
partir do RNA do cotilédone do jatoba (Hc-SUS1) foram utilizados 06 genes de A. thaliana, 06
ortélogos de O. sativa, além de 10 genes que codificam em espécies de legumisosas. De acordo
com a filogenia a sacarose sintase do jatoba foi associada ao grupo SUSI das dicotiledoneas
(Figura 15). O gene do jatoba foi expresso em todos os tecidos respondendo a disponibilidade de
carboidrato e a auxina endégena na planta. De acordo com estudos realizados para caracterizar as
formas de controle da expressao de membros do grupo SUS1, foi demonstrado que os genes sao
expressos em diferentes tecidos, incluindo raiz e parte aérea de plantulas, além do endosperma e
embrido de varias espécies vegetais em resposta a disponibilidade de carboidratos (Chourey et al.
1998). Koch et al. (1992) estudando os genes do grupo SUS1 em raiz de milho verificaram que a
expressdo varia em resposta ao status de carboidratos. Martin et al. (1993) analisaram a
expressao do gene AtSUS1 no floema, folhas e raizes e observaram que o gene foi expresso em
todos os tecidos das plantulas. Baud et al. (2004) analisaram membros pertencentes a este grupo
e verificaram que os genes s@o caracterizados por serem expressos em todos os tecidos vegetais,
desde a fase inicial do desenvolvimento (germinacdo das sementes), folhas, caule e raiz. De
acordo com os autores os genes foram expressos em vdrias condi¢Oes (desidratacio, deficiéncia

de O, tratamento de baixa temperatura e suprimento de agucar).
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A maioria das plantas possui no minimo dois genes, talvez trés que codificam as
isoformas da sacarose sintase (Winter & Huber 2000). Cada isoforma assume um papel
especifico em condi¢des fisioldgicas especificas e conseqiientemente a enzima estd associada a
diferentes vias metabdlicas (Subbaiah & Sachs 2001; Schrader & Sauter 2002; Albrecht &
Mustroph 2003). Porém, estudos em diferentes espécies mostraram que a sacarose sintase
assume o principal papel no metabolismo energético, controlando a mobilizacdo da sacarose em
vdrias vias importantes para o metabolismo e fun¢des de armazenamento na célula da planta
(Sturm & Tang 1999).

A sintase de sacarose certamente ocorre nos cotilédones de H. courbaril, como produto
da degradacdo do xiloglucano que € rapidamente transformado em sacarose (Santos and
Buckeridge, 2004). Entretanto o acimulo de sacarose em determinados tecidos também pode
levar a sacarose sintase a producdo de polissacarideos de parede (Amor et al. 1995, Buckeridge
et al. 1999). No presente trabalho € possivel que a expressao do gene esteja relacionada com
sintese de polissacarideos de parede em tecidos como folhas, hipocétilos e raizes, considerando
que nos cotilédones a enzima provavelmente esteja relacionada com sintese de sacarose e amido

transitorio

10.2. Analise da expressao génica no contexto do desenvolvimento das plantulas de jatoba

No presente trabalho, foi possivel caracterizar padroes de expressdo dos genes da [-
galactosidase, XET, invertase alcalina e sacarose sintase pela primeira vez em uma espécie
arborea nativa do Brasil (H. courbaril) durante a fase inicial do desenvolvimento, momento no
qual ocorre a mobilizagdao de reserva do xiloglucano em resposta a inibi¢ao do transporte polar
de auxina, alternincia de luz e disponibilidade de carbono. A primeira estratégia foi testada
através do uso de um inibidor de transporte polar de auxina endégena (NPA), a segunda foi feita
mantendo as plantulas em luz ou escuro continuo durante o periodo de degradacdo do
xiloglucano evitando ou ndo a passagem do programa genético da plantula de escotomorfogénese
para fotomorfogénese e a terceira através excisao da parte aérea, bloqueando tanto o “transporte”
da auxina, quanto o de acucares entre os 6rgdos fonte e dreno da plantula.

Em cada abordagem as conseqii€éncias para a plantula sdo diferentes. No primeiro caso,

somente a a¢do da auxina € avaliada, no segundo, toda a plantula sofre conseqii€éncias e no
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terceiro adiciona-se o fator “relacdo fonte-dreno”. A inexisténcia de andlises moleculares neste
contexto com os genes selecionados, os resultados tornam-se de dificil interpretacdo, mas ao
mesmo tempo permite visualizar o funcionamento do sistema integrado da plantula de forma a
poder discutir o papel das reservas no desenvolvimento inicial da plantula de jatoba de uma
forma mais ampla. Deve-se destacar que dentro das limita¢cdes impostas para a realizacdo do
trabalho, as melhores estratégias possiveis foram adotadas para tentar fortalecer ao maximo as
conclusdes e com isto tentar avancar o conhecimento em nivel molecular sobre a mobiliza¢ao do
xiloglucano em plantulas de jatoba de uma forma geral.

A seguir sdo discutidos os possiveis papéis da auxina e da luz no controle da mobilizagdao
do xiloglucano nos cotilédones do jatoba. A discussdo serd feita no contexto do presente trabalho

que revela padroes de expressao sobre os genes ainda ndo descritos para uma espécie arborea.

10.2.1. Controle pela auxina

Baseado no experimento realizado por Santos et al. (2004) que verificaram que a auxina
altera a atividade da B-galactosidase e XET no cotilédones de plantulas de H. courbaril durante a
mobilizacdo de reserva, nosso trabalho propde uma andlise dos padrdes de expressdao dos dois
principais genes envolvidos na degradacdo do xiloglucano (fB-galactosidase e xiloglucano
endotransglicosilase) e das duas principais enzimas do metabolismo da sacarose (invertase
alcalina e sacarose sintase) sob influéncia da auxina endégena a partir da utilizacdo do NPA, um
inibidor de transporte polar de auxina por inibicdo do efluxo. Os resultados observados
mostraram que a inibicdo do transporte polar da auxina da suporte a hipdtese de que este
hormoénio exerce algum controle sobre a expressao dos 4 genes analisados, contudo também foi
possivel observar que outros fatores como a luz e possivelmente a disponibilidade de carbono
também interferem na expressdo desses genes na fase inicial do desenvolvimento das plantulas
de H. courbaril.

A regulacdo da expressdo de genes pela auxina tem sido estudada de forma extensiva por
décadas (Theologis & Ray 1982). Virias familias de genes tém sido identificadas e
caracterizadas por apresentarem respostas a auxina em curto periodo de tempo (genes precoces).
Este fato ocorre quando fatores de transcricdo preexistentes sdo ativados, entram no nucleo e

promovem a expressdo de genes especificos (Abel et al. 1996; Reed 2001). Membros de familias
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SAUR (small auxin-up-regulated genes), Aux/IAA e GH3 estdo associados a respostas a auxina
durante o desenvolvimento (Catald et al. 2000; Nakazawa et al. 2001; Reed 2001; Liscum &
Reed 2002). A familia SAUR estd associada especificamente ao tropismo, a familia Aux/AIA
codifica fatores de transcri¢io que agem como repressores ou ativadores da expressao de genes
tardios induzidos pela auxina e a familia GH3 esta relacionada especificamente ao nanismo € a
respostas a auxina reguladas pela luz (Hsieh et al. 2000; Nakazawa et al. 2001). Ainda existem
relatos de que os genes que codificam a glutationa S-transferases e dcido 1-aminociclopropano-
1-carboxilico sintase — ACC est@o relacionados em resposta ao estresse (Taiz & Zeiger 2004).
Alguns desses genes sdo expressos em regides diferentes de um mesmo tecido e em condig¢des
distintas, enfatizando a diversidade de respostas da auxina em diferentes tecidos e Orgdos da
planta (Abel et al. 1996).

As vias de sinaliza¢do da auxina vém sendo extensivamente descritas como a principal
forma de regulac@o do metabolismo do xiloglucano durante o afrouxamento da parede celular no
desenvolvimento de vérias espécies vegetais através de genes que codificam a xiloglucano
endotransglicosilase/hidrolases (XTHs) (Labavitch & Ray 1974; Terry et al. 1981; Nishitani &
Masuda 1982, 1983; Hayashi et al. 1984; Carpita 1984; Kutschera & Briggs 1987a, b; Lorences
& Zarra 1987; McDougall & Fry 1989; Wakabayashi et al. 1991; Talbott & Ray 1992; Cosgrove
1993; Schindler et al. 1995; Nishitani 1995, 1997; Davies et al. 1997; Akamatsu et al. 1999;
Catala et al. 1997, 2001). Porém, muito pouco se sabe sobre o controle da mobilizagdo do
xiloglucano de reserva nas sementes (Walker & Estelle 1998). Apenas dois estudos, Hensel et al.
(1991) demonstraram que o 4cido 2,4-diclorofenoxi acético (2,4-D, auxina sintética) foi capaz de
induzir a mobilizacdo de xiloglucano em cotilédones destacados de Tropaeolum majus, e outro
feito com jatobd (Santos et al. 2004) foram realizados até o momento. Santos et al (2004)
aplicaram NPA em lanolina ao epicétilo de plantulas de jatobd em desenvolvimento e
observaram que todas as enzimas de degradacdo do xiloglucano foram afetadas, diminuindo sua
atividade. Os autores também aplicaram 2,4-D a cotilédones isolados e observaram que esta
auxina sintética induz a atividade das mesmas enzimas. Além disso, os niveis de auxina
enddgenos foram medidos e ao excisar a parte aérea da plantula (acima dos cotilédones), tanto a
degradacdo do xiloglucano como a atividade das enzimas foram inibidas. Os niveis endégenos de
auxina nos cotilédones também foram alterados pela excisdo e com base nestas observagdes 0s

autores concluiram que auxina € transportada da parte aérea (possivelmente folhas em
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desenvolvimento) para os cotilédones, estabelecendo um sistema de comunicacdo hormonal
entre as duas partes da plantula.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a [-galactosidase, XET,
invertase alcalina e sacarose sintase foram expressas em resposta a alternancia da luz, a inibicao
do transporte da auxina enddgena e disponibilidade de carbono. Porém o padrdo da expressao
variou de acordo com cada tecido analisado. Nas folhas os quatro genes foram drasticamente
reprimidos com a inibicdo do transporte de auxina enddégena (Figura 19A; C; E; G). Nos
hipocétilos a B-galacosidase e a invertase alcalina, também foram reprimidos de forma dréstica
(Figura 21A; E). Nas raizes apenas a sacarose sintase foi reprimida de forma drastica em resposta
a inibicdo do transporte de auxina (Figura 23G). Nas folhas ainda foi possivel observar picos de
expressao a cada 12 horas para a invertase alcalina em resposta a auxina (Figura 19E).

Os diferentes padroes de expressdo observados no jatobd corroboram com dados na
literatura onde os trabalhos relatam a diversidade de respostas a auxina durante a andlise da
expressdo génica em diferentes genes e espécies vegetais, inclusive membros da familia XTH,
conforme observado nas folhas e hipocétilos do jatobd. Nishitani et al. (1995) e Xu et al. (1996)
analisaram genes que codificam a XET e concluiram que em A. thaliana e Vigna, que os genes
eram regulados por auxina. Xu et al. (1995); Campbell & Braam (1998) revelaram que TCH4
que codifica a XET € induzida por auxina em vérios tecidos como o hipocétilo, regido vascular,
raiz primordial lateral e folhas jovens em desenvolvimento. Catala et al. (1997) e Kotake et al.
(2000) analisaram dois membros da parede celular (endo e exo-glucanase) em hipocétilo de
tomate e em coledptilo de cevada, respectivamente, e verificaram que os genes eram induzidos
na presenca de auxina. Em ambos os trabalhos as respostas dos genes a auxina foi diferente.
Catala et al. (2001) analisaram membros da familia XTH em hipocétilo de tomate e verificaram o
gene da XET (chamado de LeEXT2) é reprimido drasticamente em presenca da auxina.
Nakamura et al. (2003) analisaram dois membros da familia XTH em diferentes partes da
plantula de feijdo azuki (parte aérea, diferentes regides do entrend) e concluiram que os genes
foram induzidos em resposta a auxina, de forma diferenciada. Cui et al. (2005) observaram que
auxina induz a expressdao da XET em folha de arroz. Osato et al. (2006) analisaram alguns
membros da familia XTH em raiz de A. thaliana e concluiram que o gene AtXTH19 foi induzido

pela auxina.
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De acordo com Becnel et al. (2006) o gene AtXTHS (A. thaliana) ortdlogo ao gene
XTHI1 do jatobd, foi expresso em tecidos como folhas, cotilédones, hipocétilos e raizes, com
maior quantidade de transcritos nos cotilédones e sementes, durante a fase inicial do
desenvolvimento das plantulas analisadas e o gene VaXTH2, que apresentou maior similaridade
com a seqiiéncia de aminoécido do jatobd, apresentou resposta a auxina. Portanto, os resultados
observados para o gene XTH nas folhas e hipocétilos do jatobd, corrobora com a literatura, tanto
em relacdo a resposta a auxina como nos tecidos onde foram observados os transcritos. Porém,
esta € a primeira andlise da expressdo durante a mobiliza¢do do xiloglucano de reserva em uma
espécie arborea.

Embora uma B-galactosidase de H. courbaril tenha sido isolada a partir dos cotilédones e
sua atividade e propriedades fisioldgicas terem sido caracterizadas durante a mobilizagdo do
xiloglucano por Alcéntara et al.(2006), até o momento sdo limitados os estudos sobre os tipos de
controle da expressdao génica. Os poucos trabalhos apenas caracterizaram ou descrevem a
expressdo do gene durante o desenvolvimento, alongamento celular e amadurecimento de frutos
sob influéncia do etileno (Ross et al. 1994; O “Donoghue et al. 1998; Kotake et al. 2000; Carey et
al. 2001; Tateishi et al. 2001; Moctezuma et al. 2003; Wu & Burns 2004). Carey et al. (1995)
identificaram 7 genes durante o desenvolvimento do fruto de tomate e cinco apresentam resposta
da expressao ao etileno. No entanto, segundo Young et al. (2007) o gene BGALA4 (A. thaliana)
ortélogo ao gene da B-galactosidase do jatobd, foi observado transcrito nas folhas, cotilédones,
hipocétilos e raizes, sendo induzido sob baixas concentragdes de auxina. Os dados apresentados
neste trabalho, para o gene codifica a B-galactosidase constitui o primeiro relato sobre um
controle da expressdo em resposta a auxina endégena em folhas e hipocétilos de uma espécie
arborea.

Os dados observados para os padrdes de expressdo da invertase alcalina e sacarose
sintase em resposta a auxina enddgena tanto nas folhas hipocétilos e raiz também ndo foram
descritos para outras espécies. Normalmente o controle da expressdo desses genes, estd associado
ao metabolismo de sacarose e disponibilidade de carboidratos, conforme observado nos
cotilédones do jatoba para a sacarose sintase (Figuras 17G).

O padrao de expressdo observado nas folhas de jatobd, onde todos os genes foram
drasticamente reprimidos em resposta ao acuimulo de auxina endégena na parte aérea (tratamento

com NPA) (Figuras 19A; C; E; G) pode ser justificado através de um possivel mecanismo de
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feedback negativo, conforme j4 relatado por Reed (2001), onde para tentar estabelecer uma
relacdo entre o nivel de auxina e a expressao de genes alvos em diferentes células, assim como
uma resposta gradativa, levaria a auxina a atuar na morfogénese em vérios tecidos.

Em nossas andlises € possivel especular que além da resposta a deficiéncia da auxina
também pode existir uma resposta em relacao a disponibilidade de carbono, proveniente da parte
aérea, ja que o balan¢o fonte/dreno foi alterado devido a excisdo da parte aérea das plantulas.
Nas plantas os acticares ndao funcionam apenas como substrato para o crescimento, ji que
sistemas de sinalizacdo sdo afetados proporcionando alteracdes na expressdo de varios genes
(Sheen et al. 1999; Rook et al. 2006). Tanto a abundancia quanto a privagdo de carboidratos
podem inibir ou induzir a expressao dos genes (Koch 1996). De acordo com Blasing et al. (2005)
34% dos genes analisados em A. thaliana, sao modulados por actcar, porém esses genes Sao
especificos, tendo um papel direto ou indireto no metabolismo do agucar. Nossas anélises
mostraram um possivel controle da expressdo em resposta a disponibilidade de carbono na
presenca de auxina enddgena para a invertase alcalina, nos cotilédones e raizes e XET também
nas raizes (Figuras 17E; 23E; C).

Sao limitados os trabalhos que analisam o controle da expressdao de genes em resposta a
hormoénios e agicar no mesmo contexto. Alguns estudos revelam uma forte relacdo entre a
disponibilidade de carboidratos e respostas ao controle hormonal pelo acido abscisico (ABA) e
etileno durante processos do desenvolvimento (Léon & Sheen 2003; Rook & Bevan 2003).
Também existem relatos sobre a interacdo de giberelinas e citocininas e sinaliza¢do por aguicar
(Baur-Hoch et al. 1990; Cheng et al. 1992; Thomas et al. 1994; Xu 1995). Os agucares sao
capazes de reprimir processos mediados por auxina incluindo geotropismo, assim como
reguladores do crescimento (p.ex. auxina) podem ter efeito em genes modulados por
carboidratos, porém, esses mecanismos sao pouco esclarecidos (Willemoes et al. 1988). Sabe-se
que genes responsaveis por modificagdes da parede celular sdo controlados pela auxina e que hd
uma série de processos bioquimicos que sdo coordenados por vérios tipos de enzimas ligadas a
carboidratos (Nishitani 1997).

Os genes que codificam as invertases sdo expressos em tecidos em desenvolvimento e
sdo modulados por acucar (Roitsch et al. 1995; Sturm et al. 1995; Xu et al. 1996; Tymowska-
Lalanne & Kreis 1998). Fatores como a disponibilidade de acucar, auxina, acido giberélico e luz

influenciam na atividade das invertases (Morris & Arthur 1984). Como a sacarose e hexoses, nio
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sdo apenas substrato e produtos das invertases, mas também servem como moléculas
sinalizadoras a enzima também estd envolvida em respostas ao estimulo ambiental (Kim et al.
2000; Heyer et al. 2004; Roitsch & Gonzalez 2004).

Os padrdes de expressdao observados para a invertase alcalina e XET nas raizes do jatoba
sdo os primeiros relatos sobre um possivel controle em resposta a auxina endogena associado a
disponibilidade de carboidrato em uma espécie arborea. Quanto ao possivel controle pela
disponibilidade de acicar para o gene da sacarose sintase observado nos cotilédones e
hipocétilos de H. courbaril corroboram com dados na literatura.

A maioria dos trabalhos sobre expressdo génica da sacarose sintase, mostram que a
expressdo do gene ¢é especifica para cada tipo de tecido, sendo regulada durante o
desenvolvimento pelo status de carboidrato (Koch et al. 1992; Ruan et al. 1997). Estudos
também relatam que a expressdao do gene estd associada com uma relacdo forca dreno ou
acimulo de carbono para sintese de amido além da biossintese de polissacarideos da parede
celular (Wang et al 1993; Dejardin et al. 1997; Hajirezaei et al. 2000; Baroja-Fernandez et al.
2001; Uggla et al. 2001; Li & Zhang 2003). A sacarose sintase tem um papel importante com o
balango entre a remobiliza¢do do endosperma e demandas do crescimento das plantulas (Thomas
et al. 1995). Heim et al. (1993) mostraram que a clivagem da sacarose para a sintese de amido é
mediada pela sacarose sintase.

Como a sacarose sintase pertence a uma familia multigénica é possivel especular que
sejam observadas diferentes respostas de acordo com cada tecido analisado no jatoba. Nos
cotilédones a presenca de carbono induz a expressao e nos hipocétilos a presenca de carbono
reprime a expressdo da sacarose sintase (Figuras 17G e 21G, respectivamente e Figura 26).
Normalmente, a redugdo de carboidratos induz a expressdo de genes da fotossintese, mobilizacdao
de reservas e dos processos de exportacdo, enquanto que, recursos abundantes de carbono
induzem a expressdo de genes de armazenamento e catabolismo (Koch 1996). A descoberta de
distintas isoformas da sacarose sintase em espécies vegetais, codificadas por diferentes genes,
também mostra uma resposta diferenciada de acordo com o suprimento de carboidrato, indicando
que o controle geral ¢ bem complexo. Koch et al. (1992) estudando a expressdo em raiz de
milho, verificaram que a expressdo da sacarose sintase (Sh1l) € induzida quando os actuicares sdo
abundantes, enquanto que outro gene (Susl) que codifica a sacarose sintase € mais abundante na

epiderme e tecidos externos e mais expressos em condi¢des de escassez de agucar.
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O padrao de expressdo da B-galactosidase observado na raiz do jatobd em resposta a
disponibilidade de carbono também corrobora com dados previamente observados na literatura,
porém esta é a primeira descricdo para uma espécie arbdrea, durante a mobilizacio do
xiloglucano de reserva. De acordo com Lee et al. (2007) genes que codificam glicosil hidrolases
sdo regulados por acucar, esses genes agrupam mais de 100 familias que sdo diferenciadas de
acordo com a similaridade dos aminodcidos. Entre estas familias estdo os genes que codificam a
B-galactosidase. De acordo com esses autores, esses genes podem hidrolisar a parede celular para
remobilizar agicares em resposta a escassez de acucar, podendo ser, portanto, controlados pela
disponibilidade de agucar.

Os resultados observados para a -galactosidase e XET nos cotilédones revelaram o
terceiro padrao de expressdo em resposta a inibicdo de auxina enddgena nos cotilédones em
plantulas de H. courbaril, onde o gene parece responder de forma associada a disponibilidade de
luz (Figura 17A; B; C; D). Esses dados corroboram com a literatura tanto para dados relativos a
atividades como para a expressao génica. Reed (2001) sugere que a luz pode regular proteinas da
familia Aux/IAA em A. thaliana. Vandenbussche et al. (2003) revelaram que a auxina induz a
expressdo de genes em plantas sob baixas intensidades de luz. Tanaka et al. (2002) revelaram
que a sintese de auxina € alterada de acordo com a disponibilidade de luz. Xu et al. (1995)
também observaram que o gene TCH4 que codifica a XET € induzido durante a noite na

presenca de auxina.

10.3. Influéncia da luz

A luz estd também envolvida no controle da mobilizacdo do xiloglucano em plantulas de
H. courbaril através da modulagdo das atividades enzimaticas, esta hipotese foi observada por
Santos & Buckeridge (2004), Santos et al. (2004) e Amaral (2005) conforme previamente
mencionado. Considerando os resultados sobre as atividades das enzimas envolvidas na
degradacao do xiloglucano durante o desenvolvimento inicial foi realizado um experimento em
que plantulas de jatoba foram mantidas na luz e no escuro continuo durante 20 dias, periodo de

mobilizacdo das reservas, a fim de avaliar se a transicdo do programa de escotomorfogénese para
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o de fotomorfogénese influencia na expressdo dos genes que codificam a BGAL, XET, AIKIN e
SUS, nos cotilédones, folhas, hipocétilos e raizes.

Na figura 6 é possivel observar que as plantulas crescidas no escuro continuo, se
mantiveram no programa de escotomorfogénese, isto é, alongaram o hipocétilo, ndo produziram
pigmentos fotossintéticos e ndo degradaram as reservas. Por outro lado, as plantas em luz
continua ou o controle em fotoperiodo de 12 horas apresentaram morfologia condizente com
plantas jovens que ativaram o programa de fotomorfogénese. Como o jatobd necessita de um
tempo maior para executar a transi¢do de um estado heterotréfico (escotomorfogénese) para o
autotrofico (resultante do programa de fotomorfogénese) (Santos & Buckeridge 2004) foi
necessario manter as plantulas na luz ou escuro continuo por um longo tempo (20 dias) quando
comparado com modelos experimentais como Arabidopsis e ervilha. Através das andlises da
expressdo foi possivel observar que tanto a presenca como a auséncia de luz altera a expressao
dos quatro genes estudados.

Através da expressdo gé€nica foi possivel observar que os genes associados a degradacgdo
de reserva nos cotilédones sao dependentes de luz e da manutencdo do ciclo dia/noite. Quando as
plantulas foram crescidas no escuro continuo apenas o gene XTH foi induzido, o que pode esta
associado ao processo exclusivo de transglicosilagdo nos cotilédones (Figura 26A). Como a f3-
galactosidase foi reprimida nas mesmas condi¢des ndo ocorre a degradacdo do xiloglucano
(Figura 26A). Este hipdtese pode ser reforcada quando analisamos os genes associados ao
metabolismo de sacarose nos cotilédones e verificamos que os genes sdo reprimidos no escuro,
ou seja, ocorre uma expressao basal a partir da disponibilidade minima de substrato, até o
desligamento total dos genes, caso as condi¢Oes ideais ndo sejam restabelecidas (Figura 26A).
Nas folhas, hipocétilos e raizes a expressdo da [-galactosidase e da XTH, estd associada a
transglicosilagdo, mecanismo que ocorre durante a reestruturagdo da parede celular, na fase de
crescimento e desenvolvimento dos trés tecidos. Na luz continua foi possivel observar nas folhas,
hipocétilos e raizes que a B-galactosidase foi induzida e reprimida no escuro (Figura 26B; C; D,
respectivamente). Nos hipocétilos a B-galactosidase também foi induzido no escuro (Figura
26C). O gene da XTH nas folhas foi induzido no escuro continuo (Figura 26B). Nos hipocétilos
e raizes o gene foi reprimido tanto na luz continua como no escuro continuo (Figuras 26C; D).

Nas folhas os genes que codificam a invertase alcalina e sacarose sintase alteram o

padrao de expressdao de acordo com a disponibilidade da luz. No entanto, foi possivel observar
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que no escuro continuo o gene foi reprimido, sendo necessario a manutengdo do ciclo dia/noite
para manter o padrdo de expressdo normal dos genes do metabolismo de agucar nas folhas
(Figura 26B). O mesmo pode ser observado nos hipocétilos e raizes que foram reprimidos no
escuro continuo (Figuras 26C; D, respectivamente), mostrando indicios que os genes
relacionados com o metabolismo da sacarose nos tecidos em desenvolvimento, podem ter seus
padrdes de expressao alterados em fungdo da disponibilidade de luz.

Apesar dos resultados mostrarem que a luz influencia no controle da expressao desses
genes nao foi possivel, definir o tipo de luz. Dessa forma, tornam-se necessarios outros estudos a

fim de melhor elucidar esta questao.
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A

[ratamentos

B-Gall XTH1 AIKIN1 SUS1

Luz + Auxina
Carbono
Luz continua

Escuro continuo

Conseqiiéncia da reserva

—
727 [N

Degradacao
Mobilizacao
Degradacio e mobilizacao

Transglicosilacio

B
[ratamentos B-Gall XTH1 AIKIN1 SUSI1 Conseqiiéncia para a folha
Luz + Auxina Desenvolvimento e crescimento
Luz continua Desenvolvimento e crescimento
Escuro continuo Desenvolvimento lento
C

[ratamentos

B-Gall XTH1 AIkIN1 SUS1

Auxina
Carbono
Luz continua

Escuro continuo

Conseqiiéncia para o hipocétilo

Morfogénese da parede celular
Alongamento e desenvolvimento
Morfogénese, alongamento e Desenvolvimento

Nao tem reestruturacio da parede

D

[ratamentos

B-Gall XTH1 AIKIN1 SUS1

Auxina
Carbono
Luz continua

Escuro continuo

Conseqiiéncia para a raiz

Morfogénese da parede celular
Crescimento e desenvolvimento
Morfogénese e Desenvolvimento

Nao tem desenvolvimento nem crescimento

Figura 26. Padrio de expressdo dos genes da [-galactosidase (BGALI) da xiloglucano

endotransglicosilase (XTHI), invertase alcalina (AlkIN1) e sacarose sintase (SUS1) e possivel

conseqiiéncia para a plantula de jatobd em funcdo da degradac@o e mobilizacido do xiloglucano

de reserva nos cotilédones em resposta a auxina enddgena, disponibilidade de carbono e

alternancia de luz. Cotilédones (A); folhas (B); hipocétilos (C) e raizes (D). Cinza escuro =

genes induzidos; Cinza claro = genes reprimidos; Sem preenchimento = genes que possivelmente

nao sofreram alteracdo direta dos fatores analisados em relagdo ao controle.
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O fato de terem sido observados ciclos diuturnos nas atividades e na expressdo de genes
da degradacao do xiloglucano e do metabolismo de sacarose levanta a hipétese de que o relégio
circadiano possa também estar envolvido no controle da mobilizacdo de reservas em plantulas de
jatobd. O reldgio circadiano é composto por multiplos osciladores que sdo coordenados por
diferentes vias (Dowson-Day & Millar 1999; Bell-Pedersen et al. 2005). O parametro mais
estudado e bem caracterizado nas plantas € o estimulo pela luz (McClung 2001). As plantas sdo
extremamente sensiveis a pequenas alteragdes da luz e estdo aptas a conseguir sempre beneficios
através da fotossintese (Fankhauser & Staiger 2002). Os vegetais utilizam a luz como fonte de
energia e como um sinal que fornece informacao sobre o ambiente. Tais sinais sdo transformados
em processos elétricos, metabdlicos e genéticos que controlam a expressdo génica, assumindo,
um importante papel no desenvolvimento, através do controle em processos como a germinacao
de sementes e o estabelecimento da plantula (Millar & Kay 1991; Nagy et al. 1993; Devlin,
2002; Tanaka et al. 2002). Além disso, as plantas tém a capacidade de perceber flutuagcdes na
intensidade, qualidade espectral, direcdo e no tempo de exposi¢ao a luz (Fankhauser & Staiger
2002). Experimentos de microarray em A. thaliana revelaram que 2 a 36% do genoma,
apresentam um controle transcricional regulado pela alternancia de luz e escuro (Schaffer et al.
2001; Michael & McClung 2003, Harmer & Kay 2005).

Até o momento sdo limitados os relatos sobre andlise da expressdo de genes envolvidos
na mobilizacdo do xiloglucano. No entanto, existem alguns trabalhos de mecanismos andlogos,
como a degradacdo do amido p.ex., que apresenta um controle pelo ciclo circadiano e pela
disponibilidade de luz (Harmer et al. 2000; Schaffer et al. 2001; Dodd et al. 2003; Smith et al.
2004; Sokolov et al. 2006; Weise et al. 2006). O amido ¢ sintetizado nas folhas durante o dia e
remobilizado durante a noite para sustentar a sintese de sacarose, exportacdo de carbono para
outros tecidos em desenvolvimento e respiragdo (Caspar et al. 1985; Geiger et al. 1995). Anélises
em diferentes espécies revelam que enzimas como a f-amilase, BMY3, GBSSI e amido sintase I
em A. thaliana e P-amilase em M. crystallinum envolvidas na degradagdo do amido sdo
controladas pela disponibilidade de luz (Dodd et al. 2003; Tenorio et al. 2003). Harmer et al.
(2000) concluiram em seus trabalhos que a degradagdo do amido € controlada pelo ciclo
dia/noite e que o ciclo tem um importante papel no particionamento de agucares assimilados para
diferentes vias metabolicas. Os autores relatam ainda que as enzimas envolvidas na degradacdo

do amido apresentam um pico de expressao no fim do dia ou no meio da noite dependendo da
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enzima analisada. Lu et al. (2005) analisaram ec6tipos de Arabidopsis e concluiram que enzimas
envolvidas na degradacdo do amido variaram em resposta a disponibilidade de luz tendo um
importante papel na oscilacdo dos niveis dos transcritos analisados. Os autores concluiram ainda
que em um ciclo dia/noite normal ndo ocorre deficiéncia de carboidrato que levem a oscilacao
desses transcritos. Sokolov et al. (2006) revelaram que a sintese € mobilizacio do amido €
regulada pelo ciclo dia/noite e por varios fatores ambientais. A expressdo dos genes nas folhas,
hipocétilos e raizes no jatobd, mostra uma dependéncia da fonte de carbono proveniente da
degradacdo do xiloglucano de reserva nos cotilédones, e a necessidade do ciclo dia/noite para
que a plantula possa crescer e desenvolver a partir da expressdao de genes associados com a
morfogénese da parede celular e do metabolismo de sacarose.

A presenca de um ou dois picos de expressao, dependendo do gene e do tecido analisado
corrobora com dados na literatura. Harmer et al. (2000) revelaram em seus estudos que varios
genes relacionados a fotossintese apresentam um pico de expressdao proximo ao meio do dia,
enquanto, que genes envolvidos no consumo, transporte e armazenamento de aglcar apresentam
pico de expressdo perto do final do dia. Durante a noite genes envolvidos na mobiliza¢do do
amido atingem os niveis mais altos de expressdo. Andlises de genes CAB (chlorophyll a/b
binding protein — genes que codificam uma parte da maquinaria fotossintética das plantas)
predizem que os transcritos iniciam o acimulo previamente ao amanhecer, mostrando um pico
de expressdo na primeira parte do dia e depois diminuem, tendo novo pico ao anoitecer
(Gallagher et al. 1985; Paulsen & Bogorad 1988; Millar & Kay 1991). Millar et al. (1992)
observaram a expressdo da CAB em sementes de A. thaliana e verificaram a presenga de dois
picos um no inicio do dia e outro no inicio da noite. Rogers et al. (2005) analisaram genes
envolvidos na biossintese da lignina em A. thaliana e observaram o mesmo padrdo. Alguns genes
que codificam reguladores centrais do relégio biolégico como TOC1 (Timing of CAB 1
expression), CCA1 (circadian clock associated 1) e LHY (Late Elongated Hypocotyls), também
mostram esse padrao (Somers et al. 1998; Strayer et al. 2000).

A maioria dos estudos sobre a expressdo de genes envolvidos na variacdo do ciclo/dia
noite revela a ocorréncia de um tnico pico, que pode ser observado em qualquer momento ao
longo do dia. Porém, existem relatos que mencionam que um gene pode apresentar mais de um
pico de expressdao em um periodo de 24 horas, conforme mencionado por Somers et al. (1998),

Alabadi & Carbonell (1999), Harmer et al. (2000), Strayer et al. (2000), Parfitt et al. (2004),
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Harmer & Kay (2005). De acordo com Harmer et al. (2000) todos os genes envolvidos na agdo
diaria da fotossintese que resultam na produc¢do de actcares, transporte para 6rgaos dreno nio
fotossintéticos, armazenamento ou consumo de actcares sdo controlados pelo ciclo circadiano.
Os dados apresentados no presente trabalho servem ndo sé para avaliar ou entender as
formas de controle dos genes da B-galactosidase, XTH, invertase alcalina e sacarose sintase
durante a mobilizacdo de reserva nos cotilédones, como também servem para caracterizar os
padrdes de expressao dos genes em diferentes condi¢des, além de corroborar com informagdes
adicionais a dados moleculares citados na literatura. Através dos resultados obtidos da expressao
dos 4 <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>