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RESUMO

A partir de anilises bioguimicas caracterizamos os polissacarideos de parede celular de cana-de-
agicar {Saccharum officinarum) (Artigo T}, acompanhando a dinfmica destes polimeros ao longo do
desenvolvimento da planta. Comelacionamos a dinfmica do desenvolvimento com os dados de
expressio génica das enzimas responsdveis pelo metabolismo da parede celular. Os resultados
obtidos a partir da anélise de monossacarideos e de anélise estrutural sugerem que os polissacaridecs
encontrados na parede celular da cana sdo os amabinoxilanos, B-glucanos, mananos € pectinas com
ramificacdes neutras compostas principalmente de arabinanos (1-5) ligados. A andlise dos perfis
dos oligossacarideos de B-glucanos dos vérios tecidos de cana mostrou que nos diferentes érgfos a
razdo molar enfre tn ¢ tetrassacaridecs se manteve constante. Os eventos observados nas fothas
foram similares aos observados nas paniculas, com alteracBes nas fragSes neutras das pectinas e nos
mananos ¢ aumento no nivel de ramificagbes dos xilanos. A extragio de B-glucanos nas fragBes
NaOH 0,IM e 4M sugere que nestas fragbes foram solubilizados os B-glucanos ligados aocs
arabinoxilanos através de interagdo intermolecular nfo covalente. Em conjunio com a analise de
monossacarideos por Cromatografia de troca i6nica de alto desempenho com detecgio de pulso
amperométnico (HPAEC-PAD) e analise de ligagdes glicosidicas por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (GC-MS), foi possivel acompanhar a dinidmica dos polissacarideos da
parede celular ao longo do desenvolvimento. Em Brachiaria decumbens {Antigo II) constatou-se
modificacdes quantitativas ¢ qualitativas nos B-glucanos ao longo do desenvolvimento foliar A
partir das analises dos oligossacarideos de B-glucanos através de Cromatografia de troca iénica de
alto desempenho com detecgdo por pulse amperométrico(HPAEC-PAD), verificou-se que em folhas
maiores que 30cm a razfo tri: tetrassacarideo sofreu alteragdo, o que podernia estar relacionado com o
fim do periodo de alongamento celular ¢ crescimento do tecido provocando alteragio na estrutura do

p-glucanoc e desta forma promovendo a forte interagdio com os glucuronoarabinoxilanos (GAXs).

Palavras chaves: interagio intermolecular, ligagBes glicosidicas, oligossacarideos, parede celular



ABSTRACT

The dynamics of cell wall of sugar cane (Saccharum officinarum) was characterized by biochemical
anaiysis (Paper 1). The expression of genes that encoding enzymes responsible for cell wall
metabolism were correlated with plant development. The results from monosaccharide and structural
analysis suggest that the sugar cane cell wall is composed of the polysaccharides arabinoxylans, -
glucans, mannans and pectins with neutral branching galactan. The oligosaccharide profile of 8-
glucans from several sugar cane fissues indicated a similar ratio between tri and tetrasaccharides.
Leaf and inflorescence showed similar alterations regarding pectin neutral fiactions and mannans
and an increase of xylan branching. The B-glucans fractions produced with 0.1 and 4M NaOEHL
suggest the solubilization of glucans bound to arabinoxylans by non covalent intermolecular bonds.
Together with monosaccharide analyses by (HPAEC-PAD) and glycoside linkages by gas
chromatography-mass spectrometyy, it was possible to follow the dypamic changes in cell wall
polysaccharides along sugar cane development. The structure and composition is consistent with the
presence of a (Poaceae-like) type I cell wall. In Brachiaria decumbens (Paper II), an African grass
species, quantitative and qualitative changes in B-glucans were followed along leaf development. B-
glucan analysis by HPAEC-PAD revealed that the ratio tritetrasaccharides increased in leaves
longer than 30cm. These observations indicate that proportionally more B-(1—3) linkages are made
during development, suggesting that more soluble and possibly less interactive B-glucans are made
in the wall during leaf expansion. Than at the end of the growth period.

Key words: cell wall, glycoside linkage, intermolecular interaction, oligosaccharides



INTRODUCAD

A FAMILIA POACEAE

Também conhecida como Gramineae, 2 familia Poaceae é umsa das maiores entre as
Angiospermas, com cerca de 10.000 espécies, distribuidas em aproximadamente 700 géneros
(Watson & Dalwitz 1992). As Poaceae incluem plantas de grande imporfincia econémica e
ecologica, sendo citados para o Brasil, cerca de 197 genéros e 1368 espécies (Burman 1985).

A distribuigio dos mdividuos dessa familia ¢ ampla, podendo ocorrer em diversas condigles
ambientats. Existem relatos de espécies de Poaceae em todos os continentes, incluindo o continente
Antartico (Kellog 1998), o que se deve, em parte, & diversidade genética encontrada na familia.
Segundo Renvoize & Clayton (1992) essa diversidade € resultado de um processo evolutivo onde 2
combinacio de caracteres morfologicos, ecologicos e fisiolégicos favorecem a exploragdo de
diferentes tipos de ambientes pela familia, principalmenie os abertos.

Um dos aspectos que evidencia a diversidade fisiologica na familia Poaceae é a presenca de
uma via alternativa de fotossintese, a via C4 ou o ciclo de Hatch-Slack. Fsta via metabdlica esti
associada a ocorréncia de anatomia foliar do tipo “Kranz”, onde a bainha vascular possui células
radialmente dispostas e ricas em cloroplastos.

A via de fotossintese C4 ¢ referida como 2 mais eficiente, principalmente em plantas de
ambientes com alia irmadifincia ¢ temperatura mais altas (Pearcy & Ehleninger 1984). Nessas
condigbes ha maior produgio de biomassa, quando comparada 3s plantas com metabolismo

fotossintético C3 além da utilizagio mais eficiente de 4gua e CO, (Salisbury & Ross 1992). Espécies
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com metabolismo fotossintético do tipo (4 ocorrem abundantemente em savanas Topicais &
vegetagbes arbustivas de regifies semiaridas.

A presen¢a de sistema radicular fasciculado e a producio de estoldes e rizomas sio
caracteristicas que possibilitam sua atagio na estabilidade de solos, além do crescimento rapido
favorecido pela presenca de tecidos meristematicos (Chapman 1 956}. Estas caracteristicas tomam as
gramineas apropriadas para o inicio do processo de recuperagio em areas degradadas.

Entre as especies de gramineas cultivadas, estio os cereais, principalmente arroz, trigo, aveia,
milho, as forrageiras ¢ a cana-de-agiicar, fato que as coloca em posigio de destaque na alimentagio
do homem e dos animais. Portanto o conhecimento cientifico sobre a familia & essencial, pois
significa a compreensio do funcionamento de grande parte das cultums que servem de alimento no
mundo {Kellog 1998),

O interesse econdmico no cultivo de gramineas & dependente do bom desempenho
fotossintético, & consequentemente da produgio e acamulo de carbodratos, seja na forma de amido
dos cereais, de sacarose da cana-de-aglicar {produgio de aglcar e lcool), fibras dietéticas a partir de
endosperma de grios de aveia, e também produgfio primaria para a alimentacio dos herbivoros
{Chapman 1996}

Além disso, a fermentagiio dos compostos presentes nos grios de cevada ou de centeic é
utilizada na produgio de cerveja e uisque, tespectivamente. Pamielamente no caso de cana-de-
agucar, a fabricagdo de alcool representa uma alternativa interessante como combustivel renovavel,
levando 2 duminui¢io na utilizagio de combustiveis fosseis njo renovavess, que geram gases do
eferto estufa e vém causando mudangas climaticas em todo o planeta {Buckendge & Aidar 2002).

Igualmente a cana-de-acticar, Brachiaria decumbens apresenta um grande valor econémico.
Esta espécie forrageira € uma das mais cultivadas para alimentaciio do gado leiteiro e de corte do

Brasil. Na regiic do cemado brasileiro estima-se que 50 milhbes de ha s3o cultivados com o género
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Brachiaria (Bonfim ef al. 1993). Além disso, por apresentar crescimento rapido, Brachiaria
decumbens representa urn modelo interessante de estudo da relacfo entre polissacarideos de parede
celular e crescimento e/ou desenvolvimento, uma vez que se sspecula que polissacarideos, por
exemplo, os B-glucanos (glicanos de cadeia mista) poderiam ter efeitos sobre ¢ crescimento ripido
das graminess.

Compreender a dindmica de crescimento de B. decumbens possibilitaria o desenvolvimento
técnicas de controle desta espécie, principalmente nas 4reas de conservagio do cerrado paulista, por
exemplo, nz fazenda Campininha e Moy Guagu, onde B. decumbens compete com espécies

nativas como Fchinolaena inflexa.

PAREDE CELULAR

Dois tipos de parede celular sdo encontrados em fanerégamas: paredes priméarias e paredes
secundénas. As paredes primarias sdo produzidas por células em crescimento, portanto podem se
alongar, enquanto as paredes secundanas ndo 18m essa capacidade (Hayashi 1989).

Nos modelos mais recentes de parede celular, propde-se que os polimeros formem dominios
independentes: celulose-hemicelulose, pectinas e proteinas (McCann & Roberts 1991, Carpita &
Gibeuat 1993) (Figura 13

Enquanto o dominio péctico determina o grau de porosidade e fornece moiéculas sinalizadoras
para disparar mecanismos de defesa em plantas, o dominio celulose-hemicelulose influencia na
forma celular; pois as hemiceluloses interagem especificamente com a celulose, orientando as
microfibrilas durante o processo de biossintese e determinando também a orientacio do crescimento.
As proteinas desempenham papel estrutural na parede celular.

O principal polissacarideo da parede celular vegetal € a celulose, um polimero linear formado

por residuos de glucose ligados entre si por ligacBes do tipo B-{1 -»4). Varias moléculas desse
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polissacarideo interagem entre si através de pontes de hidrogénio, de maneira a formar agiomerados
moleculares com estrutura paracristalina, denominadas microfibrilas. Acredita-se gue a onentagfic
dessas fibrilas tenha papel importante no crescimento celular por alongamento e também na forma
celular.

A onentacio das microfibrilas € coordenada pelas hemiceluloses, cuja composigio ¢ estrutura
variam conforme o grupo taxondmico ao gqual 2 planta pertence. Em estudos de onentacio de
microfibrilas de celulose em raizes de 57 espécies fanerdgamas, foi observado que em Poales, as
microfibrilas de celulose apresentam orientacdo longitudinal, enguanto que nas demais fanerdgamas
a onentaclc ¢ tmnsversal, com exceglo das Arvecaceas, que apresentam omnentagioc ao acaso
{Kerstens & Verbelen 2002). A orientagiico das microfibrilas de celulose pode ser uma ferramenta
para estudo de biossisternatica, entretanto € difici determinar a relago entre a onentacdo das

microfibrlas de celulose e a organizacéio da estrutura bioquimica da parede celular.



celulose

Ziloglucane Zona de fangdo RG ¥ - com cadeia de Estensina
zrabinegalactane

Figura 1 - Modelo de organizagio estrutural de paredes celulares encontradas em
dicotiledGneas € monocotileddneas ndo gramineas, em expansio, ilustrando seus
principais componentss, conforme proposto por Carpita e Gibeaut (1993). RG

rammogalacturonano L
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PAREDE CELULAR EM GRAMENEAS

Um modelo que diferencia a composigio quimica de parede celular de Dicotiledfness e
Monocotiledbneas foi proposto hé mais de 20 anos (Damvill er al 1980). Talvez pela grande
importancia econdmica dos cereais, 2 maioria das monocotileddneas estudadas eram gramineas
{Carpita 1996).

Segundo Carpita & Gibeaut (1993) gramineas e cereais apresentam parede do tipo II (Figura
2). Em gramineas como em todas as Comelinoides-monocotileddneas (Bromeliaceae, Arecaceae,
Ciperaceae) os glucuronoambinoxilanos (GAXs) contituem a hemicelulose principal, apresentando
ligacBes com acidos ferlilicos que interagem com as microfibrilas de celulose, formando o dominio
celulose-hemicelulose da parede celular (Buckeridge er al 2004). Esses polissacarideos sio
constituidos por uma cadeia carbdnica principal de residuos de xilose B-{1->4) com ramificacBes de

arabinose através de ligacdes a(l—2) efou a(1-3), e de acido glucurdnico através de ligacdo

of1-»6} (figura 3). Os GAXs, em conjunto com a celulose e os B-glucanos, constituem o arcabougo
das paredes celulares das gramineas, formando parte do esqueleto da parede, o qual mantém 2
integridade do tecido {(Fincher & Stone 1986},

A camada de aleurona da maioria dos cereais ¢ composta predominantemente de GAXs (60-
70%) com excecio de cevada (20%) e arroz (40%) (Jzydorczyk 1995},

Us arabinoxilanos s&0 solliveis em dgua e em alcali. O grau de ramificagio do polimero & um
fator que determina 2 solubilidade, ou seja, quanto maior o nimero de ramificagbes, mais soliivel é o
polimero. Um ambinoxilanc com razio Ara:Xil <0.69 ¢ considerado insoliivel em solugdes alcalinas

{Roubreks er al 2000},
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Em paredes de vasos condutores, os arabinoxilanos s3o menos ramificados, enquanto que os

que constituem as paredes celulares de grfios e tecidos jovens apresentam gran de ramificaciio

elevado {(Siorsley er a/ 20033



Betaglucano GAX

ziloglucane

RG I — com cadeia de

Zona de juncdo
arabiogalactane

Figura 2 — Modelo de organizacfo estrutural de paredes celulares encontradas em
gramineas, ilustrando seus principais componentes, conforme proposto por Camita e
Gibeaut {1993). GAX: glucuronoarabinoxilano, RG - I: rammogalacturonano L
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Figura 3 - Glucuronoarabinoxilano presente em graminess e na maioria das Comelindides
{Buchanan et al. 2000).



(s estudos sobre 2 estrutura molecular dos arabinoxalancs, utilizando 35 técnicas como

Ressonédncia Nuclear Magnética (NMR

} e analises de metilacio mostraram diferentes fragmentos de
oligossacarideos de GAXs ndo substituidos, monosubtituidos e disubstituidos de trigo, cevada ¢
triticale, respectivamente {Anderson er al. 1994, Oscarsson e? al. 1996).

Tem sido proposto que algumas caracteristicas dos amabinoxilanos facilitam interagles
intermoleculares entre esses polimeros com outros polissacarideos (P-glucanos e celulose),
formando um composito da parede celular (Izvdorczyk & Biliaderis 1992). Além disso, a presenca
de 4cidos ferfilicos ligados aos ambinoxilanos favorece as interagdes covalenies entre
polissacarideos~-polissacarideos ou polissacarideos-proteinas (Fincher & Stone 1986,

As diferentes caracteristicas moleculares dos arabinoxilanos, por exemplo: grau de
ramificacdo, arranjo espacial dos residuos de arabinose ao longo da cadeia principal ou conteudo de
acidos ferilicos podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas do polimero, como a
viscoelasticidade, resisténcia, entre outras caracteristicas (MacGregor & Fincher 1993},

Aparentemente, os GAXs surgiram 80 longe da evolucic em monocotiledéneas como
provavel substituto do xiloglucano mna funcfic de alinhamento das microfibnilas de celulose
{Buckeridge ef al. 2004). Enguanto os GAXs correspondem a 70% do total da parede, as pectinas
nfo ultrapassam 5%. Em funcio disso, tem sido proposto que os GAXs compartitham com as
pectinas a fungdo de porosidade e também a manutenciio de um ambiente idnico na parede celular
(Buckendge et al. 2004), bem como a imibigio intercelular de formagio de gelo, principaimente nas
culturas de inverno (Kindel er al. 1989).

QOuira caracteristica muito imporiante das gramineas, ¢ de outras Poales (sensu Dablgren
19835}, adquinda ao longo da evolucio, € a presenga de B-glucanos (figura 4), um polimero linear

formado por residuos de glucoses ligadas enire si por ligagdes B-{1—3) e B-{1—4) {figura 5} A
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estrutura dos B-glucanos foi definida a partir de uma endoglucanase de Bacillus subtilis (Woordward
et al. 1985} que hidrolisa apenas as ligaghes B-(1—4} da molécula precedida de uma ligagio B-
{13 (Pamish er al. 1960), produzindo blocos constitutivos caracteristicos formados por glucoses
ligadas B-(1—3) e B-(1—4) Os wissacaridecs sfio do tipo Gle(1>4)Gle(i—>3)Gle e os
tetrassacarieos sdo Gle(1-24)Glo(1—-4)Gle(1—3)Gle. Cerca de 70% desses oligossacarideos sio
trissacarideos. Nas gramineas, a raziio entre trissacarideos e tetrassacarideos varia de 2:1 a 31
dependendo da espécie. Esta parece ser uma caracteristica que durante a evolugiio ndo sofreu

alteragBes entre os diferentes géneros, tratando-se de um mecanismo de biossintese muito

conservado, como proposto por Buckeridge 27 al. {(1999).
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presenca exclusiva de B-glucanos na ordem Poales.
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Figura § — Polimero de ligages do tipo B(1,3)(1,4)-D-glucanc. Esse tipo de polimers é exclusivo
de Poales (Buchanan ef @/ 2000). A seta indica o local de quebra do polimerc.
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Em nenhum outro grupo taxonbmico esse polissacaridec foi encontrado. Entretanto, um
similar fo1 encontrado em Ceiraria islandica (Wood ef al. 1994}, um fungo Liquenizade origingrio
da Antartica. Nesse organismo 86% dos oligossacarideos sio trissacarideos, € 2 razio molar entre tn
e tetra é de 1:1, o que ndo se repele, por exemplo, em Poales.

s B-glucanos séo abundantes em paredes celulares de células endospérmicas de sementes de
gramineas, podendo compor 70% desses tecidos (Fincher & Stone 1986). Em plantulas de milho,
por exemplo, a quantidade de B-glucanos auments durante a expansio dos coledptilos e das folhas
{Carpita 1984) e decresce guando o crescimento cessa {Carpita & Kanzbus 1998) Em células
meristematicas este polimero € raro, mas em paredes de células em alongamento aparecem em

grandes quantidades, coincidindo com a razfio méxima de alongamento (Kim er a/ 2000).

UTILIDADES DOS B-GCLUCANOS E GAXs

Os GAXs, além de desempenharem funcdes importantes na parede celular das
monocotiledoneas devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, sendo ainda de grande importincia
em alguns processos industriais, por exemplo, na produgio de cerveja esses podem provocar a
turbidez do produto (Izydorczyk 2000), um fator que sempre foi atnibuido aos B-glucanos.

Para ciéncias de alimentos, os arabinoxilanos representamn um grande potencial como fibras
alimentares. Ohgossacarideos de amabinoxilanos de sabuge de milho, produzidos por uma
endoxilanase de Trichoderma viride, vém sendc largamente comercializados como alimento
funcional, principalmente pelos japoneses (Brambilla 2004),

Em trigo e centelo, estudos com GAXs tém demonstrado que esses polimeros também sédo

capazes de formar solugdes viscosas, & que essa viscosidade dimmnuinia o nivel de colesterol no
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sangue. E possivel que os amabinoxilanos tenham efeitos similares aos dos B-glucancs guando
ingeridos na dieta, entretanto, isso ainda nfo esti bem esclarecido {Storsley ez al, 2003).

De Paula ef al (2005) mostraram que o efeito hipoglicemiante de extrato de Rhynchelyirum
repens (Willd ) C. E. Hubb, injetado em ratos diabéticos, provavelmente seria resultado de uma acéo
conjunta de glucanos de cadeia mista e amabinoxilancs. Os compostos fendlicos que se encontram
ligados aos arabinoxilanos parecem apresentar efeitos anticancerigenos e hipoglicermantes. Rong ef
al. (1997) demonstraram em estudos com cobaias, que ¢ gama oryzanol {composto fendlico)
apresenta aglo antiturnoral. Akihisa ef al. (2000) também em cobaias, relataram o efeito do gama
oryzanol na diminuigdo dos niveis de colesterol no sangue e de lipideos nas paredes da aoria.

Os B-glucanos tém gerado grande interesse econdmice, devido as respostas fisiologicas que
produzem comeo fibra dietética. Quando ingeridos, os B-glucanos aumentam 2 sensibilidade 3
insulina (Yokohama et al 1997) e a tolerdncia & glucose, alteragOes hormonais gue podem
contribuir com os efeitos hipocolesterdmicos das fibras, reduzindo a absorgdo de iipideos {de
Francisco & de S84 2001). De Paula er al (2005) demonstraram que gquando injetados
intraperitonealmente, os P-glucanos produzem diminuigio significativa dos agticares no aparelho
circulatorio de ratos.

Existem também evidéncias de que os B-glucanos agem como protetores ao desenvolvimento
de cancer de colon {Anderson & Chen 1986, Mcdonald ef al. 1992, Wood 1993}. Através de sua
fermentagio até 4cidos graxos de cadeia curta pela microflora, ha uma diminuicio do pH, o que
initbe a conversio bacteriana dos acidos biliares em compostos secundérios com atividade
carcinogénica (de Francisco & de S 2001),

Um outro aspecto biotecnoldgico associado aos B-glucanos estd relacionado i indastria de
cerveja, pois durante a sua fabricagdo, a hidrélise incompleta dos B-glucanos prejudica o processo de

filtragiio do produto, tornando-c escuro, prejudicando sua qualidade {Fincher & Stone 1986). No
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caso da produclo de cerveja, grandes esforcos tém sido realizados para tenfar diminupir este
problema. Um deles € a busca de novas variedades de cevada com teores reduzidos de f-glacanos.
Através de melhoramento genético tem se conseguido bons resultados, por exemplo as variedades
IBON-1069 e MN684 que apresentaram baixo teor de f-glucanos proximo a 2% (A. M. Silva, A. De
Francisco & M.S. Buckeridge, resultados nfio publicados). Os B-glucanos também tém causado
serios problemas durante a filtragio do caldo de cana em usinas de agiicar, uma vez gue esses
entopem os filiros, causando grandes prejuizos a inddstria sucro-alcoleira (V.R. Panegassi,

G.E Serra & M.S. Buckeridge, resultados nfo publicados).

Xiloglucano ¢ outros glicanos

Xiloglucano € uma das principais hemiceluloses de dicotiledoneas. Sua cadeia principal €
composta de glucose ligada B(1—>4). Esta cadeia possui ramificagdes regulares com xilose a{l—6)
ligadas e algumas destas xiloses possuem ainda ramificacdes com galactose ligada. Em paredes
celulares primarias pode haver ainda uma fucose ligada 3 galactose através de ligacBes a{l—2)
{Tiné 2002).

Baixas proporgdes de xiloglucanos sfo encontradas em graminess. Aparentemente o©s
xiloglucancs apresentam a mesma estrutura quimica dagueles encontrados em paredes de
dicotiledbneas (parede tipo I}. Em células meristematicas de coledptilos de milho, a deposicio de
xiloglucanos antecede a de GAX e de B-glucanos (Carpita 1996). Xiloglucanos fucesilados foram
encontrados em suspensdes celulares de Fescwe (Mcdougall & Fry 1994), mas em plantas
desenvolvidas este polissacarideo mumca foi detectado. Outros glucanos como glucomananos,
galactoglucomananos ¢ mananos podem ser encontrados em gramineas, principalmente em tecidos

em crescimento.



Pectinas
As gramineas apresentam o acido poligalacturdnico e o ramnogalacturonane do fipo I (RGI)
{Figura 6} como os principais polissacarideos pécticos, mas em baixa quantidade. Os acidos
poligalacturbnicos slo formados por uma cadeia linear de ofl—4)-4cido galacturfnico, e os
ramnogalacturonanos sio heterepolimeros, formados por uma cadeiz de dissacaridecs a{l—2)
ramnose, o{l—4)- 4cido galacturbnico. As paredes de graminess apresentam arabinanos,
galactanocs, ¢ arsbmogalactananos alamente ramificados e de diferentes tarnanhos, ligados aos RGI

(Shibuya & Nakane 1984, Carpita 1989)

Proteinas

Em parede celular de gramineas encontram-se as proteinas estuturais THRGP (glicoproteinas
ricas em treonina e hidroxiprolina) (Hood ef @l 1991) como homélogas as HRGP {glicoproteinas
ricas em hidroxiprolina) (proteinas tipicas de parede do tipo I), principalmente nas paredes celulares
dos tecidos vasculares de mitho (Smallwood ez af. 1995). Outra classe de proteinas estruturais
compreende as GRPs (proteinas ricas em glicina), encontradas somente em tecido vascular de arroz
e cevada (Lei & Wu 1991} Estas proteinas ainda nic tém funcdes claramente definidas
cientificamente, mas acredita-se que teriam um papel estrutural e também nos mecanismos de defesa
das plantas.

Proteinas nfo estruturais como enzimas também sic encontradas em parede celular de
gramineas. Estas sfo hidrolases, transferases, esterases, peroxidades entre Qulras, as guais atuam nos
processos de modificacdo da parede, em diferentes estagios do crescimento e desenvolvixne;nte da
planta. Por exemplo, as expansinas o e y encontradas em pélen de milho, as quais segundo Cosgrove
{1999) atuariam diretamente no afrouxamento da parede celular, desligando as pontes de hidrogénio

entre celulose e hemcelulose, facilitando desta forma o acesso das hidrolases,
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Substancias aromdaticas

As paredes nfo lignificadas de gramineas sfo ricas em compostos fendlicos. Estes compostos,
em conjunto com os glucuronoarabinexilanos, parecem desempenhar funcio aniloga 3 das proteinas
estruturais na arquitetura da parede de gramineas (Carpitz 1996). Eles formam pontes de ligaces
covalentes entre as cadeias dos polissacarideos, tornande a parede celular menos flexivel. Tal
diminuigio da flexabilidade seria mais amena do que ocome guando as paredes se tormnam
lignificadas (ver abaixo}. Acredita-se também que os 4cidos ferdlicos nas paredes celulares podem

desempenhar a fun¢Bo de protegdo contra radiagio ultravioleta, principalmente de plantas que

crescem em ambientes abertos, como gramineas (Landry 1995, Lavola ef af 1997).

Lignina
Os principais mondmeros que compdem a lignina em gramineas s3c os alcdois coniferil e
sinapil, com uma pequena quantidade de p-OH alcool coumaril (Carpita 1996). A lignina &
considerada um elemento de lacre nas paredes celulares, ou seja, a lignina é depositada quando cessa
o crescimento da planta (Carpita & MacCann 2001). No aprofundamos muito na 4rea das ligninas,

pois elas nio serdo abordadas neste trabalho.

Silica
A silica € um componente muito abundante em gramineas, principalmente nas inclusdes nas
células da epiderme, periderme, e outras células especializadas de miz, rizoma e ramos aéreos (Parry
et al. 1984). Muito pouco € conhecido sobre a interagdo de silica com componentes de parede

celular (Carpita, 1996). Alguns trabalhos relatam a interagHo de silica com componentes de paredes
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em chatomiceas (Krdger er al. 1994). Igualmente 2 todas as fanerdgamas, as gramineas apresentam

cuting, suberina e ceras nas células especializadas (Bacic ez al. 1981),
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Figura 6 — Polissacarideos pécticos encontrados nas gramineas em grande guantidade
{Buchanan ez al. 2000)
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JUSTIFICATIVA

Existemn poucos trabalhos publicados sobre os polissacarideos de parede celular de cana-de-
agucar. Reicher ef al. (1994), numa andlise comparativa, demonstraram gue xilanos de colmeo de
cana-de-agucar apresentam estruturas semelhantes aos xilanos de Mimosa scabrela, uma espécie da
familia Leguminosae. Por outro lado, esse resultado foi muito diferente do encontrado por Saavedra
gt al. {1988) nas vanedades cubanas.

Raoberts ef al. (1976}, no estudo de polissacarideos de cana-de-agiicar, abordaram os problemas
gerados por esses polimeros (conhecidos pelo termo de Indigensous Polysaccharides) na fabricacio
de agcar e alcool. Entretanto, nenhum trabalho foi realizado com o obietivo de caracterizar os
polissacarideos da parede celular desta espécie como um todo.

As ferramentas de biologia molecular tém sido produtivas pars estudar e caracterizar sintases
de polissacarideos de parede celular. O primeiro gene clonado para celulose-sintase foi a partir da
bacténa Acetobacter xyliinum. Utilizando as seqiiéncias deduzidas de aminoacidos, Pear ef al.
(1996), conseguiram encontrar seqiiéncias conservadas similares em algodio utilizando um
programa EST (etiquetas de seqiéncias transcritas) para esta espécie. Com o advento dos
sequenciamentos dos genomas de diversas espécies (milho, arroz, Arabidopsis e cana-de-agacar)
véarias familias de genes suspeitos de estarem relacionados a sintese de celulose, os "CesA" foram
encontrados (Hooland er al. 2000).

O programa Genoma da cana (SUCEST-FAPESP) produziu aproximadamente 300 mil
fragmentos de genes expressos nesta planta (Arruda 2001). Apés o sequenciamenio, 74 grupos de
"data mining" estudaram e identificaram genes importantes para diversos aspectos do crescimento,

desenvolvimento e defesa em cana-de-acicar.
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Utlizando 2 técnica de Blast como ferramenta, Lima e al (2001) estudaram os genes
relacionados & parede celular de cana-de-agiicar. Neste trabalho, foram descobertos 459 genes
potenciais relacionados ac metabolismo da parede celular, compreendendo cerca de 1,1% de todos
os genes encontrados no programa genoma da Cana (SUCEST-FAPESP). Os genes relacionados &
sintese de celulose, os Cesd, foram os mais abundantes. A partir do mapa de superficie construido
{Figura 7) naguele trabalho, fo1 possivel demonstrar diferentes graus de expressio destes genes ao
longo do desenvolvimento da cana.

F amplamente conhecido que os Cesd compreendem uma grande familia génica, e 2 esta
familia pertence 2 subfamilia dos Csl, a qual se acredita ser a responsével pela expressio génica de
outros polissacarideos de parede, por exemplo, os xiloglucanos, arabinoxilancs, B-glucanos, e
QUiros.

O padrio da expressio de genes relacionados & parede celular, mostrado no mapa de superficie
{figura 7) refletiu bem as caracteristicas fisioldgicas para cada tecido. Como os carboidratos sio os
principais componentes da parede celular, compreender as mudancas quimicas que ocorrem nos
diferentes tecidos durante o crescimentic e desenvolvimento da planta, é um dos caminhos
importantes para compreender como diversos processos fisiolégicos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento sio controlados na planta (Lima ef af 20013

A caractenzacio da expressfio génica das enzimas do metabolismo da parede celular da cana-
de-agtcar tomou-se uma ferramenta valiosa para a analise dos polissacarideos da parede celular nos
diferentes tecidos ao longo do crescimento e desenvolvimento da cana-de-agticar.

No presente trabalho, fo: possivel correlacionar os dados de expressio génica obtidos porLima
et al. (2001} com a caracterizagBo dos polissacarideos da parede celular nos diferentes tecidos da

cana-de-aglicar {Artigo 13
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Uma outra abordagem apresentada neste trabalho esta relacionada ao estudo de mobilizagio e
da estrutura B-glucanos em tecidos vegetativos em gramineas, o que apresenta uma grande lacuna,
uma vez que o enfoque principal nos trabalhos é geralmente voltado para B-glucanos de cereais,
devide a sua grande imporidncia econdmica. Recentemente, Trethewey & Hamis {2002)
quantificaram os P-glucanos em diferentes tecidos de cevada (Hordewm vulgare), entretanto nis
foram abordadas possiveis diferengas na estrutura do polimero ao longo do crescimento.

Durante o crescimento celular ocorrem diversas mudancas nos componentes da parede. Tem
sido sugerido uma presenca transitonia dos B-glucanos dumnie o periodo do desenvolvimenio e
desaparecendo quando cessa o crescimento. Com o propésito de se investigar o comportamento dos
B-glucanos na parede celular de tecidos vegetativos, foram realizadas analises quantitativas e
qualitativas de P-glucanos durante o desenvolvimento foliar em Brachiaria decumbens, uma vez gue
esta espécie por apresentar um crescimento ripido com predugio de um grande nimero de folhas

possibilitou analisar 0s B-glucanos em fases diferentes de desenvolvimento da planta {Artigo 2).
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Figura 7 — Mapa de supetficie de reads dos genes de parede celular de acordo com suas biblictecas
de origem. Os polimeros de parede celular estfio agrupados na parte superior do mapa de acordo
com 0s genes {enzimas) descritos como mostram os quadrados localizados a direita. Na parte
inferior do mapa estio descritas as enzimas do metabolismo de parede celular. A direita estiio
descritos os orgdos analisados no artigol. (Figum adaptada de Lima ez /. 2001, com permissio).
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DESCRICAQ DAS ESPECIES

Cana-de-acicar

Saccharum officinarum L. Nome Popular; conbecida como cana-de-agucar. Plantas perenes,
cespitosas, mais de 2m de altura; colmos com nds glabros. Liming foliares lanceoladas,
mflorescéncia subaberts, plumosa. (Flor fanerogimica do Estado de Sio Paulo, 2001)

A sua onigerm geografica € ambuida ac Sudoesie Asiatico, Java, Mova Guiné e também 3
india. Inicialmente foi cultivada a espécie Saccharum officinarum L. & com o passar do tempo,
cuitivares desta espécie sofreram problemas de doengas e de adaptacio ecoldgica, e foram
substituidas pelos hibndos interespecificos do género Saccharum. A variedade SP-80 3280 e o clone
$P87-432, utilizados neste trabalho foram os mesmos utilizados no projete Genoma SUCEST-

FAPESP desenvolvidos no Centro de Tecnologia Canavieira em Piracicaba.

Braquiaria
Brackiaria decumbens Stapf
Plantas perenes, S0cm, colmos ramificados. Laminas foliares lanceoladas, inflorescéncias 2-5
ramos unilaterais. (Flora fanerogamica do Estado de 880 Paulo).
Nativa da Africa tropical, introduzida como forrageira na América tropical (Flora

fanerogdmica do Estado de Sdo Paulo, 2001).
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OBJETIVOS

* Caracterizar a parede celular da cana-de-agicar: Compesigio, estrutura e variagbes durante o
desenvolvimento ¢ identificar nos diferentes tecidos, os perfis de oligossacarideos de B-glucanos, de
forma a correlacionar esses dados com agueles obtidos com o enfoque adotado pelo projeto Genoma

(SUCEST-FAPESP) (Artigo 1).

* Identificar as diferencgas quantitativas e qualitativas dos B-glucanes ao longo do desenvolvimento
foliar em Brachiaria decumbens, procurando averiguar se 2 ocorréncia desse polissacarideo estd

associada somente a0 inicio do desenvolvimento foliar ou se estende ao longe do desenvolvimento

da planta (artigo 2).



ARTIGO 1

A ser raduzido ¢ submetido 4 revista “Carbohydrate Polymers”
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RESUMO - Os polissacaridecs de parede celular de cana-de-acticar {Saccharum officinarum L)
foram caractenzados a partir de analises quimicas e foi acompanhada dindmica destes polimeros ao
longo do desenvolvimento das paniculas e folhas. Correlacionamos a dindmica do desenvolvimento
com os dados de expressdo génica das enzimas responséveis pelo metabolismo da parede celular. Os
resultados obudos a partir da anilise de monossacarideos, e de analise estrutural sugerem que os
polissacarideos encontrados na parede celular da cana sfo os arabinoxilanos, B-ghicanos e pectinas
com ramificacfes neutras principalmente de ambinanos. A analise dos perfis dos oligossacarideos de
B-glucanecs dos vanos tecidos de cana mostron que nos diferentes drgfos 2 razio molar entre i e
tetrassacarideos se manteve constante. Os eventos observados nas folhas foram similares aos
observados nas paniculas, com diminuigdes nas fraghes neutras das pectinas e nos mananos e
aumento no nivel de ramificagBes dos xilanos durante o desenvolvimento. A analise das fragbes
obtidas por extragdo com NaOH 4M sugere que possivelmente nestas foram solubilizados os f-
glucanos ligados aos arabinoxilanos através de interacio intermolecular ndio covalente. Em conjunto
com a anilise de monossacarideos por HPAEC-PAD, e analise de ligacdes glicosidicas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, foi possivel acompanhar 2 dinfmica dos
polissacarideos da parede celular ac longo do desenvolvimento e foi demonstrado que a composicio
e a estrutura da parede celular de cana-de-agtcar sfo compativeis com o modelo de parede tipo I,
com predominéincia de amabinoxilanos, B-glucanos e baixos teores de pectinas. A comparagio dos
resuitados de analise estrutural durante o desenvolvimento com os padrdes de expressio génica
obtidos por Lima et al. (2001, GMB 24:191-198) mostra clara compatibilidade entre os dois padrdes
{expressdo génica ¢ estrutural). No entanto, mais estudos ao nivel celular terfio que ser efetuados
para compreender a complexidade dessas altera¢Bes nas paredes celulares de cana-de-agticar.

Palavras chaves: ligacGes glicosidicas, oligossacarideos, parede celular
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i Introducae

Considerando o cendrio nacional nos 4ltimos 3% anos, o estado de 880 Paulo assumiu a
lideranca na producfio e na tecnologia de cana-de-aclicar no pais, tendo se constituide também na
regific que mais se preocupou com obtenglc de novas variedades. A cana-de-aglicar é uma das
culiuras mais imporiante no mundo ¢ o Brasil € responsével por 25% da produgio mundial de cana
{(Kurame er al 2001}

No Brasil vanios programas de melhoramento de cana foram iniciados, sendo que, em 1910,
foram fundadas as EstacBes experimentais de Escada, em Pemnambuce, e de Campos, no Rio de
Janeiro (Punentel, 1985).

O projeto Genoma Cana iniciado em 1998 identificou 50 mii genes da cana-de-agticar para
descobrir genes envolvidos com o desenvolvimento, a produgio e o teor de aglicar da planta, assim
como sua resisténcia 2 doengas e a condigBes adversas de clima e solo (Vettore ef al, 2001).

A partir dos dados do projeto de sequenciamento de ESTs da cana-de-agicar
(SUCEST/FAPESP) e utilizando BLAST (tbastn} como ferramenta, foi realizada uma busca de
genes homologos aos elementos envolvidos nos processos de metabolismo de parede celular € ja
descritos para outras plantas (Lima ez al. 2001). Essa busca de genes no banco de dados resultou em
459 genes potenciais (clusters) que correspondem a 3283 clones (reads),o que corresponde a cerca
de 1.1% do nimero total de clones. Foram construidos mapas de superficie (Lima ez al. 2001) para
correlacionar os genes com as bibliotecas dos diferentes tecidos (Figura 7- Introdugic). Foram
encontradas correlagles positivas ou neutras entre os genes em uma mesma biblioteca. Os genes
relacionados 4 sintese de celulose (familia CesA) foram os de maior expressio na planta. O padrdo

de expressic dos genes relacionados & parede celular, baseado no némero de “reads” por cluster
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refletiu bem as caracteristicas fisiolégicas esperadas para cada tecido. Este trabatho foi o DIONEo
em apresentar uina visdo geral do metabolismo de parede celular através da expressiio dos genes em
varics tecidos a0 mesmo tempo.

No presente trabalho o objetivo foi caracterizar os polissacarideos de parede celular
acompanbando a dindmica destes a0 longo do desenvolvimento da planta, e correlacionar esta
dinémica com os dados de expressio génica das enzimas responsaveis pelo metabolismo de parede

celular como mostrado por Lima et al (2001},

2. Material e Métpdos

2.1. Material vegetal

Folka jovem, folha adulta, colmo e raiz da varedade comercial SP80-3280 (hibndo);
paniculas imaturas de 10 e 50cm do clone SP87-432 e colmo de uma variedade nio identificada de
Saccharum spontaneum (variedade selvagem) foram cedidos pelo Dr. Fugénic César Ulian do

Centro de Tecnologia Canavieira (Piracicaba-SP).

22. Remogio de Acticares soliveis

O material vegetal {o1 seco em estufa a 60°C por 4 dias e pulverizado em moinho de bola.
Para a remogio de agcares soltiveis, 300mg de material seco foram colocados em tubos de 50ml, ao
qual se adicionou 20ml de etanol a 80% e submeteu-se 5 aquecimento a 80°C por 20 minutos com
agitagio constante. Em seguida o material foi centrifugado e o sobrenadante descartado. Ao todo
foram realizadas 6 exiragfes. Este namerc de extracBes foi usado apés um experimento inicial em

que foram dosados os teores de agiicares pelc método de fenol-sulfirico (Dubois, 1956} em
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extraghes seqliencias até que nio houvesse mais detecgio de aghicares (resuliados nfo mostrados). O

precipitado foi seco em estufa a 60°C por 24 horas.

2.3. Bemocfio do amido das fracdes de parede celular

Para remo¢io de amido, adicionou-se ao precipitado da extra¢do de aglicares soliveis 20ml
de DMSO 90%, e a mistura foi mantida em agita¢io constante por 24 horas.

Ao termino da extracfio, o material foi centmifugado e o sobrenadante foi descartado. O
precipitado foi lavado 5 vezes com 4gua destilada e a cada lavagem o material foi centrifugado e
uma aliquota {01 retirada e avaliada para a presenca de amido usando uma solugic de Iodo/lodeto de
potassic (lugol), cuia a coloragio azul indica a presencga de amido. N5o tendo sido detectado amido
em geral apds 5 extragBes aquosas, o sobrenadante foi descartado, ¢ o precipitado seco em estufaa

60°C por 24 horas.

2.4. Remocio de lignina

Ao precipitado da remogio de amido foram adicionades 20ml de clorito de sédio 490 mM
em acido acético. Esta solugdo foi mantida em banho aguecido a 65°C por 1 hora (Gorshokova ez o/,
1996). Apds a extragdo de lignina o material foi centrifugado, o precipitado lavado 10 vezes com

agua destilada, o sobrenadante descartado e o precipitado seco em estufa por 24 horas a 60°C.

2.5, Fracionamento da parede celular

As fracdes contendo diferentes polissacarideos foram obtidas utilizando-se o método descrito
por Gorshokova et al. (1996) com algumas modificagBes. O material deslignificado (item 2.4) foi
submetido & extraglo com oxalato de amdnio 0,5M, pH 7, a 80°C por 3 horas com agitagio

continua. Este procedimento extrai principalmente as pectinas mais solfiveis.
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O matenal despectinizado fo1 extraido sequencialmente com NaQOH Gi, 1 e 40 Pam
extragdo, foi adicienado 2 suspensio boroidreto de sédio em uma concentragio de 3 mg/ml e o
procedimento foi feito & temperatura ambiente por 1 hora pama cada extracio. A cada Dasso, as
solugles eram neutralizadas, dialisadas primeiro contra Agua corrente de tomeira, em seguida contra

agua destilada ¢ entfo hofilizadas. O peso de cada fragio foi considerado como o rendimento.

2.6. Deteccio de (1—3)(1—4)-B-glucanos (ou B-glucanes) utilizando digestio com a endo-f-
glucanase de Bacillus m&ﬁfés

Para um tubo de polipropilenc (Eppdendorf - Hamburgo - Alemanha) de 1,5ml foi
transfenndo 1mg de material seco ¢ adicionados 200yl de tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 6.5 e
40pl da enzima endoglucanase de Bacillus subtilis (liquenase —~ MEGAZYME®) e incubados em
banho-maria a 40°C por trés horas e Img de B-glucano de cevada (MEGAZYME®) foi utilizado
como padrio. A incubagfo foi interrompida com fervura de 2 minutos, ¢ material foi centrifugado a
13200g por 2 minutos. Os B-glucanos no sobrenadante foram estimados através da dosagem de
agicares totais pelo método fenol-sulfirico (Dubois 1956), em seguida o material foi seco,
ressolubilizado em dgua deionizada (150u) e filtrado em filtro milipore 0,451 Os oligossacarideos
liberados pela hidrolise enzimética foram separados em coluna de troca ibnica (Carbo-Pac
PA1,Dionex) calibrada com 0,5M NaOH, eluigio de acetato de sédio 0,5M NaOH e analisados em

HPLC-Dionex, como descrito por Gibeaut & Carpita (1593).

2.7. Quauntificacio de Acidos urdnicos
Os 4cidos urbnicos foram determinados pelo método n-hydroxibifenil (Filisetti-Cozzi &

Carpita, 1991) utilizando 4cido galacturénico (1mg.mi”) como padrio.
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2.8 Anilise dos monossacaridecs neutros da parede celular

Para a anélise de monossacarideos as fraghes de paredes celulares foram submetidas 2
hidrélise acida. Para um tubo conico de vidro foi transferido 1mg de material seco de cada fragio de
parede. Em seguida, foram adicionados 100ul de dcido sulfirico 72 %, e mantido em banho a 36°C
por 45 minutos. Apds este periodo de pré-hidrolise, foram acrescidos a0 tubo 1,7 ml de Agus
destilada e o material foi autoclavado por 1 hora a 120° C. Em seguida o material foi neutralizado
com hidroxide de sédio 50% e submetido 4 coluna de troca ibnica (Dowex®) para retirada de sais.
Os agheares totais foram quantificados pelo método de fenol-sulfiirico (Dubois, 1956) unlizando
como padrio glucose 100 ug.m!™. Os monossacarideos foram separados por cromatografia anibnica
de alta resolugio e detectados com um detector amperométrico (HPAEC-PAD) utilizando coluna

Carbopack PAl num sistema Dionex DX-500 (Tiné et al 2003).
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25, Analise das Heaches glicasidicss
O matenial hofilizado ammazenado em dessecador com P-0s foi metilado com m-butilitium e
iodeto de metla como descrito por Gibeaut e Carpita (1993). Os alditdis acetatos parcialmente

metilados foram separados por cromatografia gasesa e identificados por espectrometria de massa

como descrito por Carpita e Shea {1989}



3. Resultados

3.1. Analise quantitativa do fracionamente da parede celular de cana-de-aciicar

A Tabela 1 mostra o rendimento quantitativo das fiagBes de parede celular. Uma apreciacio
global mostra baixo rendimento da fracio péotica (oxalato de aménic e NaOH §,1M) no colmo e alto
na raiz, enquanto nas folhas e nas paniculas as proporgdes foram equilibradas em relacio as fragdes
de hemiceluloses (NaOH 1 e 4 M). Os dados comrespondentes apés a extragio com clorito de sédio,
foram adicionados na Tabela 1 como uma estimativa grosseira do teor de lignina. As proporgbes
nesse ¢aso 540 bastante banxas em relagfo aos outros componentes.

Nas paniculas e nas folhas foi possivel visualizar alteracSes nas proporcbes duranie o
desenvolvimento (Tabela 1). Nas primeiras, houve uma queda acentuada na proporcio de pectinas
com um aumento concomitante em hemiceluloses, enquanto nas fothas ndo se observaram grandes

diferengas entre os dois estagios de desenvolvimento (jovem e adulta).

3.2. Compesicio de monessacarideos neutros da parede celular de cana-de-agticar

A analise dos monossacarideos nas diferentes fracSes da parede celular da cana-de-agiicar
resultou em uma distribuigio dinfmica dos polissacarideos nos diferentes 6rgdos e em diferentes
etapas do desenvolvimento da planta {Tabela 2). Observou-se que os 6rgfios em crescimento
apresentaram alto teor de glucose principalmente nas fragSes oxalato de aménio e NaOH 0,1M.
Nessas fragbes supostamente ocorreu maior solubilizagdo dos B-glucanos do que em tecidos em
crescimento.

De maneira gemal, glucose e xilose foram os monossacarideos encontrados em maior
proporgfo na maiona das fragBes em todos os tecidos {Tabela 2). O terceirc monossacarideo mais
abundante fo1 a arabinose e em alguns casos a galactose. Tais resultados, em conjunto com os dados

de analise estrutural e de B-glucano sugerem que os principais polimeros encontrados na parede
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celular da capa sejam o arabinoxilano, o B-glucano e as pectinas com mmificagdes neutras de

arabinanos e galactanos.

3.3. Teores de dcidos urénicos nas paredes celulares de cana-de-acicar

Os rendimentos de 4cidos urGnicos nas paredes celulares de cana sfo mostrados na Tabela 3.
Neste caso foram analisadas as frages oxalato de aménio e a fragio NaOH 4M que sdo aquelas em
que se encontram 0s maicres teores relativos de pectinas e hemiceluloses respectivamente.
Confirmando esta tendéncia geral, observou-se que as fagdes de hemicelulose nio apresentaram
niveis detectaveis de acidos urdnicos, enquanto que nas fracBes péeticas os teores variaram entre 10
¢ 20% aproximadamente. Um confraste importante nos tecidos de cana-de-agicar, foia presenga de
baixos teores (ou auséncia) de pectinas nas fragSes de oxalato de amdnio dos tecidos de paniculas e
do colmo. Isto pode estar relacionado a um teor muito alto de paredes tipicas de tecido vascular, que

contém altas proporgdes de xilanos.

3.4. Analise dos §-glucanos por liberacdo enzimatica de oligossacaridess

Nas analises de ligagBes glicosidicas por metilagic (ver abaixo no item 3.5) ha grande
dificuldade de interpretar as alteragbes em B-glucanos devido a interferéncia dos produtos metilados
de celulose {4-gic) e calose (3-glc), que s&o idénticos aos dos B-glucanos. Por este motivo, neste
trabalhc utilizou-se para estudos especificos de B-glucanos métodos de hidrélise enzimatica
especifica com liquenase (uma endo-B-glucanase que ataca especificamente B-glucancs) para avaliar
as proporgbes entre tri e tetrassacarideos. Estas proporgBes podem indicar alteragbes estruturais
nesses polimeros de parede celular. Por exemplo, quanto maior for a proporgio de trissacarideo,
maior serh a proporgio de ligagSes B-{1—53) no polimero, enquanto gque quanto maior for a

proporgic de tetrassacaridecs, mais P-(I1-»4)terd o polimero. A anslise dos perfis dos
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oligossacarideos de B-glucanos dos varios tecidos de cana {Tabela 4) mostrou que nos diferentes
Gigdos a razio molar entre tri e tetrassacarideos se manteve constants {aproximadamente 2:1) com
exceqio da fragio oxalato de amdnio do colmo da variedade SP20-3280 (2,8:1), da fragio NaQOH
4M do colme de Saccharum sponianeum (3:1) e dos calos (3,3:1)

Apesar dos B-glucanos extraidos nas fracdes oxalato de aménio ou NaOH 4M terem Proporcio
intetrassacarideos praticamente idénticas, estes foram extraidos em fragBes distintas do
procedimento utilizado. Isto parece indicar que no caso dos B-glucanos, as proporgBes entre as
iigagdes B-{1-+3}) e B(1—4) no polimerc nio modifica a mteragio dos B-glucanos com celulose

¢/ou com o arabinoxilano,

3.8. Alteracbes estruturais na parede celplar de cana-de-aclicar durante o

desenvelvimente

Com o objetivo de compreender alteracBes na estrutura quimica dos polissacarideos de parede
celular dumnte o desenvolvimento, para as determinacdes estruturais foram escolhidas as fracSes
oxalato de aménio e NaOH 4M de paniculas ¢ folhas. As fragbes de miz e colmo nfo foram
incluidas nestas analises, pois possuiamos apenas um estagio de desenvolvimento delas, enquanto
para inflorescéncias e folhas possuiamos dois estagios. As fragBes NaOH 0,1M e 1M das paniculas e
folhas também nio foram usadas para analises estruturais pois ambas geralmente se apresentam
como misturas de hemiceluloses e pectinas. Os dados da Tabela 5 foram organizados de forma a
mostrar as variagdes nas estruturas de polimeros relacionados as pectinas e hemiceluloses em
paniculas de 10 e 50cm ¢ de folba jovem e folha adulta de maneim 2 facilitar a comparagio entre os
tecidos e as fragBes polissacaridicas. As analises por metilagio das fragdes indicam gue ha
polissacarideos tipicos de pectinas tanto em fragBes solilveis em alcali mais concentrado como

naquelas mats soliveis ern 4lcali diluide e oxalato de aménio. No entanto, como sera visto abaixo,
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hé uma predominéncia de certos polimeros tipicos das pectinas nas fragdes soltiveis em oxalato de
ambnio ¢ de polimeros tipicamente hemicelulésicos nas fragfes soltveis em 4lcali concentrado.

As tendéncias gerais podem ser agrupadas da seguinte forma:

PANICULA

Pectinas: fracdes soliiveis em oxalate de aménio: as variages principais foram uma tendéncia a
um aumento em arabinose terminal {t-ara) e ramificada no carbono 2 {2-Am) concomitantemente 3
diminuigio na proporgic de 4-Gal (Tabela 3). Estes resultados denotam wm sumento de arabinanos
e uma dmminuigio nos ambinogalactanes do tipo I (4-ligados). Pamalelamente, foi observada umsa
variagio acentuada no nivel de 4-Xil, sugerindo um aumento na contaminagdo com xilanos na
fragdo de pectinas. E provavel que o aumento na proporgio de arabinose terminal também se devaa
um aumento no grau de ramificaclio dos xilanos, que seriam, portanto, arabinoxilanos. Um alto grau
de ramificacho dos xilanos explicaria a extragio destes na fragSo péctica, uma vez que
arabinoxilanos altamente ramificados sio mais solaveis e menos propensos 2 interagic com
celulose, B-glucanos e outros xilanos (tipice das hemiceluloses) menos ramificados. Houve também
uma queda nos niveis de mananos durante o desenvolvimento das paniculas.

Hemiceluloses: fragdes soldveis em NaOH 4M: na fraciio de hemiceluloses, observamos um
padric compativel com as fragdes de pectinas. Em primeiro lugar, observa-se uma diminui¢io nas
propor¢les de 5-, 2,5- € 3,5-Ara, 0 que parece concordar com oS aumentos em ara terminal
observados na fracio péctica mencionado acima. Tais diminuigdes podem explicar o maior teor de
Ara terminal através de uma hidrélise de arabinanos durante o crescimento das paniculas de 10cm
para 50cm. Paralelamente, houve uma dristica diminuigo de 4,6-gal e diminuicBes mais discretas

em 4-Gal e 6-Gal, indicando que galactanos {polissacarideos pécticos associados 2 fagdo de
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hemiceluloses) estariam também sendo hidrolisados. No caso das hemiceluloses, houve também um

aumento nos xilanos {aumento em 4-Xil e +-Xil) e uma diminuicio nos mananos {4-Man e 4,6-Man).

FOLHAS

Pectimas: fracdes solitveis em oxalate de ambnio: nas folhas, as principais variaces em pectinas
durante 0 desenvolvimento parecem estar associadas 2os galactancs e menos com o0s arabinanos,
como aconteceu nas paniculas. Neste caso, os galactanos que foram afetados, ou seja, 0s gue
dinvinuiram, foram os 3,6 ligados (arabinogalactanos do tipo ). Concomitantemente as alteracBes
nos galactanos, houve diminuicio na proporcio de ambinose terminal {t-Ara) sugerindo que, como
nas inflorescénceias, as folhas também parecem ter sofrido 3 retirada de ramificacles neutras das
pectinas.

Hemiceluloses: fracdes soliiveis em NaOH 4M: esta fragic também apresentou variaghes em
compostos iipicos das pectinas, com uma diminuigio na proporgio de arabinose terminal (que
também pode estar associada com os arabinoxilanos), um grande aumento em amabinose 3-ligada (3-
Ara) e diminuicio em 3,6-Gal, denotando uma provével hidrdlise de arabinogalactano do tipo IL E
possivel que arabinanos mencs soliveis sejam formados durante o desenvolvimento e DOT 1880
tenham sido extraidos nesta fragio. Quanto as hemiceluloses, houve um aumento na proporgio de
3,4-Xil, o que indica um aumento de ramificagio dos xilanos e talvez expligue 0 aumento na
arabinose terminal nestas fragdes. Semelhante ao observado nas paniculas, uma diminuicio dos

mananos (vista através de 4-Man) foi observada de forma geral durante o desenvolvimento.
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4, Bscussio

Os dados apresentados neste trabalho mostram uma visio geral sobre a composicio e
estrutura dos polissacarideos da parede celular de cana-de-agiicar de varios tecidos da planta. Além
das analises de raiz e colmo da variedade SP80-3280 e de uma das espécies utilizadas pama a
obtengio dos hibndos (Saccharum spontaneum), uma parte substancial das analises estriturais mais
complexas fo1 feita com tecidos de flores do clone SP87-432 ¢ folbas da SP8-3280 em dois estigios
diferentes de desenvolvimento e pemmitem especular sobre o metabolismo da parede celular para
este processo nesses dois orgos.

De maneira geral, foi observado gue a parede celular dos diferentes tecidos de cana-de-
aglicar ndo € homogénea em termos de proporgdo entre os diferentes dominios da parede celular.
Nas paniculas, por exemplo, alteraram as proporgfes entre pectinas e hemicelnloses, invertendo o
balanco entre os dois dominios duranie o desenvolvimento. Em paniculas imaturas ha
proporcionalmente mais pectinas, e ao longo do desenvolvimento (maduras) as pectinas diminuem

ou as hemiceluloses aumentam.

4.1 Implicacbes da composiciio ¢ estrutura da parede celular de cana-de-acficar para a
obtencio de um modelo de parede celuiar em Poaceae

Os resultados mostrados em todas as tabelas corroboram a hipétese de que espécies de

plantas da familia Poaceae apresentam parede celular do tipo II, com dominio péctico reduzido em

relagdo as Dicotiledbneas, baixos teores de 4cidos urbnicos e a predominincia dos polimeros

hemicehulésicos arabinoxilano e beta-glucano. H4 também uma proporgio maior de mananos e

possivelmente suas variagdes tais como glucomananos, galactomananos e/ou galactoglucomananos.

Pode-se dizer que esta composico ¢ similar em todos os tecidos analisados. Porém, quando se faz
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comparagdes mais acuradas utilizando drglos obtidos em diferentes estigios de desenvolvimento,
alguns padries de transformacic da parede celular podem ser visualizados.

Se for assumido gque em cana-de-agicar hé um padrio de interagSes intermoleculares
formando dominios na parede celular conforme o modelo proposto por Carpita ¢ Gibeaut {1993),
pode-se especular gue em tecidos gue J& cessaram o crescimento, a interacio entre arabinoxilanos e
beta-glucanos dificulta a solubilizacio destes Gltimos. Portanto, é possivel gque em tecidos em
crescimento, os B-glucanos desempenhem uma fungio analoga & dos xiloglucanos nas paredes de
dicotiledbneas, ou seja, participem no processo de organizagio das microfibrilas de celulose, efou
também como reserva extra de carbono, como sugerem Meier and Reid (1982) e Buckeridge et al
(2004).

Nas fragbes extraidas em NaOH 4 M (Tabela 2) o teor de glucose foi expressivo em todos os
orglos. Supostamente, nessas fracdes foram solubilizados os beta-glucanos fortemente ligados aos
arabinoxilanos ¢ possivelmente, nesses casos, possa haver uma forte interagfio intermolecular nio
covalente entre os polimeros como proposto por Izydorczyk e McCgregor {2001). A ocorréncia de
beta-glucanos na parede celular ¢ a dificuldade para remové-lo da parede durante a extracio
sugerem que este polimero tenha uma fungdo estrutural importante (Darvill, McNeil , Albersheim &
Deimer, 19803

Uma caracteristica notivel dos beta-glucanos de cana-de-agiicar ¢ que na maioria dos
tecidos, ndo foram detectadas alteragdes significativas nas proporgdes entre tri e tetrassacarideos.
Conforme Buckeridge et al. (1999), em coledptilos de milho esta proporgio s6 pode ser alterada se o
complexo enzimatico de biossintese for isolado da célula. Tentativas desses autores de alterar o
padrio de biossintese de beta-glucanos em tecidos intactos alterando as fontes de monossacarideos,
ndo lograram visualizar qualquer alteragio. Estas observagbes, em conjunto com as do presente

trabalho e também observacles de que as proporgdes entre tri e tetrassacarideos variam pouco de
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espécie para especie (Harris ef al. 1997), sugerem que a manutencio de um padrio estrutural seja
umn fator extremamente conservade em diversos niveis, ou seja, tanto em uma mesma planta como
de espécie para espécie. Ainda nfo hd uma explicacio clara para tal fendmeno, mas pode-se
especular que tal padriic estgja relacionade 2 funclo de interagiio e ordenacio das microfobrilas de
celulose na parede celular

¥m estudos com cevada, Izydorczyk & MacGregor (2001) demonstraram que a azio molar
entre tri e tetrassacarideos influencia na solubilidade dos beta-glucanos. Quanto maior esta razfio,
mais solivel o polimero e isto € explicado pela maior proporgio de ligagBes beta-1.4 tomando a
molécula mais parecida com a celulose. Nossos dados demonstraram gue ao longo do
desenvolvimento da cana aparentemente nfio ocorrem modificacdes na estrutura fina (razio tritetra}
dos B-glucanos, durante sua deposigio ou mobilizagiio. A razio molar ndo se alteron, o que
corrobora os dados obtidos por Buckeridge et al. (1999) em estudos com coledptilos de mitho.
Excegdes foram os calos, que apresentaram nas fragdes oxalato de aménio a razfio molar de 3.3:1, &
os colmos do hibndo SP80-3280 e S.spontaneum nas fragdes oxalatc de aménio ¢ NaOH 4M
apresentaram também a razio molar de 3.3:1.Tais diferengas poderiam estar relacionadas, no caso
dos calos, ac fato de que calos nfio apresentam organizaciio em tecidos definides. Nos outros casos 2
causa € desconhecida, mas se confirmada essa diferenca de razio molar nesses mateniais vegeiais,
possibiiidades interessantes podem surgir para o estudo da biossintese de B-glucancs, pois o
mecanismo de biossintese em calos poderia ser comparado com os demais tecidos da planta,
oferecendo dessa maneira uma oportunidade de se encontrar aspectos desconhecidos da biossintese
dos P-glucanos.

A presenca de altas proporgbes de xilose encontradas nas fragdes de NaOH 1M até 4M, que
atingiram 60 a 70% (Tabela 2) em todos s 6rgfos sugere a liberacio dos amabinoxilanos com baixo

grau de ramificacio com arabinose. Amabinoxilanos com valor baixo de razfo molar arabinosexilose
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apresentam uma estrutura que facilita o alinhamento das cadeias de beta-ghicanos (Tzydorczyk &
MacGregor 2001), o que provavelmente corrobora a hipétese de que ha uma forte interagio
intermolecular entre os polimeros. Em conjunto com a andlise de monossacarideos por HPAEC-
PAD, a analise de higag@es glicosidicas foi decisiva para acompanhar a dindmica dos polissacarideos
de parede de cana-de-aglicar ac lomgo do desenvolvimento (ver abaixo), identificando
prncipalmente as ramnoses que compdem as pectinas em gramineas ¢ os beta-glucanos de cadeia
mista. {fTabelas 2 e 4},

De forma geral, os dados obtidos em relagio & composiclio e estrutuma da parede celular da
cana-de-aglicar sde compativeis com as proposighes de Carpita ¢ Gibeaut (1993) de que esta
graminea possui paredes celulares do Tipo IE, com predominéncia de arabinoxilanos, beta-glucanos

¢ baixos teores de pectinas.

4.2 Alteracbes na parede celular da cana durante o desenvolvimento de flores e folhas

Nossos dados mostram que diversos eventos de modificagio nas paredes celulares ocorrem
simultaneamente. Os dados obtidos no presente trabalho parecem comroborar de diversas formas as
observagbes feitas por Lima et al. (2001) utilizando analises de express&o génica. Estes autores
propuseram que os processos de biossintese ¢ degradagiio ocorrem paralelamente nas paredes
celulares de cana.

Apesar da observac8o, em paniculas imaturas, de uma diminuicfo de 4,6-gal e diminuiges
mais discretas em 4-Gal e 6-Gal, indicando hidrélise de galactanos (Tabela 5), as anilises de
monossacarideos ndo corroboraram esta observaglo, através de uma diminuigio nos niveis de

galactose. Esta observacio enconira suporte nas descobertas de Lima et al {2001) onde se
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observaram niveis muito altos de expressic dos genes que codificam a sintese de galactanases e
sugerem a existéncia de hidrolise de galactanos, ou seja diminuigio de pectinas.

No caso das hemiceluloses, uma situagio similar parece ocorrer durante o desenvolvimento,
sendo que as principais variagbes nestas fiagles seriam mais relacionadas a um aumento no grau de
ramificagio da principal hemicelulose de cana, os arabinoxilanos. Isto sugere gue a enzima mais
ativa neste periodo sena uma arabinosil-transferase, responsével pelo aumento das ramificagBes dos
amabinoxilanes. Isto tambeém € compativel com as observagBes de Lima et al {2001) que verificaram
altos niveis de express@o da familia de genes responsaveis pela sintese de polissacarideos (CesA).
Porém, nfic se pode descariar a exsténcia de mecanismos exclusivamente hidroliticos que
promoveriam alteragles estruturais compativeis com um rearranjo das ligagdes.

Em conjunto, nossos dados indicam que tanio as pectinas quanto as hemiceluloses mais
solitvets (xilanos aliamente ramificados e provavelmente galacio- ou galactoglucomananos,
associados as frages pécticas), sofreram alteragSes durante o desenvolvimenio das flores de cana de
aghcar. As transformacdes observadas sfo compativeis com um possivel afrouxamento da parede
celular, com provavel hidrélise das pectinas e conseqiiente alteraciio nas propriedades mecénicas dos
tecidos (Knox e al 1990) e paralelamente com hidrolise dos mananos com uma possivel diminuigio
do peso molecular e/ou aumento de solubilidade dos xilancs. Estes dois filtimos provavelmente
corroboram uma tendéncia de maior flexibilidade das paredes, pois os mananos e xilanos so
geralmente associados a uma maior rigidez da parede celular (Groot and Karssen, 1987},

Em uma comparacio com as observacdes de Lima et al. (2001} sobre a expressio de genes
de hidrolases de parede celular em tecidos de cana, os dados do presente trabatho corroboram as
observagBes para endo-D-mananase, pois houve queda generalizada no desenvolvimenic
concomitante a uma observagio anterior de maior expressio dos genes que codificam para esta

enzima {ver Figura 7 na Introducgio).
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No caso das hemiceluloses, é possivel que o processo mais intenso seja o de biossintese de
xilanos durante o desenvolvimento dos dois 6rgios, o que seria corroborado pelos altos niveis de
expressdo de CesA e Csl {cellulose like genes) observado por Lima et al. {2001}. No entanto, é
dificil estabelecer qualquer comrelagio direta, pois os genes especificos para a biossintese de
hemicelulose ainda nfo foram completamente identificados.

Uma comparagic entre paniculas e folhas, sugere que essas apresentam variagbes na
composi¢io e estrutura da parede celular durante o desenvolvimento, e que parece haver um padrio
comum entre elas, que slo alteracBes estrutumis e diminuicio geral nos arabinogalactanocs,
diminuicio dos mananos e alieracdes estruturais efou aumento {provavelmente biossintese) dos
xilanos.

De maneira geral, nossos dados sobre as alieracOes estruturais nas paredes celulares de
diferentes tecidos de cana, em comparagio com as observagbes de Lima et al. {2001) sobre os
padrdes de expressdo génica, indicam que ha um padrio dindmico de alteracOes em diferentes niveis
de emergéncia {expressio génica e metabolismo da parede). Tal padrio denota claramente que a
matriz extracelular € wm compartimento dindmico em plantas e remete a objetivos futuros de obter
uma compreensio maior sobre aspectos topolégicos e fincionais das alteragdes observadas e assim

compreender melhor a importincia da parede celular durante o desenvolvimento de plantas.
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Tabela 1. Fracionamento da parede celular de cana-de-agticar variedade SP80-3280 e do clone

SP437 (paniculas) e Saccharum spontaneum. O rendimento da parede celular representa a soma de

todas as fracles {em %}
. Fracbes
Tecidos Rendimento Residuo Celrlgse
Clorito de sodio Oxalato 0,1M 1,0M 4,0M

Calos 92 G 39 2 21 24 g nd
Panicula 10cm 91 0 60 13 9 g g nd
Panicula 50cm 52 8 31 15 12 22 12 80
Colmo SPRG-3280 s5 3 3 15 2 ) 45 68
Colmo S. spontaneum 31 3 7 7 10 4 69 64
Folha adulia 68 7 20 g 25 7 32 26
Folha jovem 66 5 21 7 18 14 34 846
Raiz 2 37 o 9 6 37 30

63
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Tabela 2. Distribuigio dos monossacarideos soliveis nas fragSes de parede celular de cana-de-

agicar: oxalato de aménio (0,5M) ¢ hidréxido de sédio (0,1, 1,0 e 4,0M). (% por area de picos do

cromatogramal.

Trat/Tecido Monossacarideos

Oxalato arabinose | ramnose | galactose | giucose xilose Manose
Panicula 10cm i3 g i3 61 13 16
Panicula S0cm 21 i3 35 31 0 0
Folha jovemn 10 0 6 38 47 0
Folha adulta & i 2 &3 28 O
Raiz 2 g 7 29 53 2
Colmo SPEQ-3280 19 G 17 33 31 4
Colme 8 spontaneum 13 & 9 71 0 0

NaOH 6,1M
Panicula 10cm 22 0 S 37 30 2
Panicuia 50cm 23 0 10 25 42 0
Folha jovem i2 i0 2 11 75 0
Folha aduita i2 0 2 10 76 0
Raiz 8 0 4 i6 72 0
Colmo SPB0-3280 16 0 4 i5 &5 G
Colmo §. sponianeum 13 3 34 80,4 ¢ G

NaOH 1,0M
Panicula 10cm 14 i 10 49 26 0
Panicula 50 cm 159 0 5 31 46 0
Folha jovem 8 0 i 14 77 0
Folha adulta 10 0 2 S 75 4
Raiz 12 O 7 S 73 0
Colmo SP80-3280 10 i) ig 30 41 0
Colmo S. spontaneum 15 0 5 Y 71 ¢
MNaOH 4,0M

Panicula 10cm 13 0 16 33 23 15
Panicula 50cm i3 g 4 22 51 0
Folha jovem 4 0 1 54 37 3
Folha aduita 5 0 12 61 20 2
Raiz 3 0 5 24 &2 H
{olmo SP80-3280 i3 o 4 22 &1 t
Colmo 8. spontaneum i1 0 6 16 &7 0
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Tabela 3. Quantificacio de 4cidos wbnicos das fragdes péctica e hemicelulésica das paredes

celulares de cana-de-agiicar (ug.mg. ™).

Fracdes
Oxzalats de Ambnio MaOH 40
Tecido
{Péctica) {Hemiceluldsica)
Calos 2094 -
Panicula 10cm 991 -
Panicula 50cm - -
Raiz 2224 -
Folha jovem 20.49 -
Folha adulta 21.89 -

Colmo — SP80-3280 - -

Colmo 8. spontaneum - -
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Tabela 4. Razio molar entre o tri ¢ o tetrassacarideo de betaglucanos da parede lignificada e fragdes
de parede Oxalato de Aménio e Hidréxido de Sédio 4M (NaOH 4M) de cana-de-acficar. As razdes
foram obtidas através da analise por cromatografia liquida de alta performance com detecglic por
pulso amperomeétrico (HPAEC/PAD) de oligossacarideos obtidos por hidrélise exaustiva do

polimero de betaglucano com lichenase de Bacillus subtilis.

Fracbes
Oxalsio de amonis MaldH 48
Tecido
{Péctica) (Hemicelulosica)
Calos 3.3 -
Panicula 10cm 2 -
Panicula 50cm 1.7 1,7
Raiz 2.1 2,2
Folbs aduita z3 2
Folha jovem 2.2 2
Colmo SP80-3280 28 23

3

Colmeo S. spontaneum 23 3
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Tabela 5. Andlise de ligacles glicosidicas das fragfes de pareds celular de panfculas, Blha jovem e folha adulta em cona-

de-acticar {Saccharum officinarum L.} (raol/56).

Panicnlng Folhas
Agticar e Egacie Poctinas Hemirsluloses Pertinas Hessicelnlones
$hom Sem Foem Sem Jovem Adulia Jovem Adulia
Ramnose:
2-Rha 0.4 08 04 0.8 0.3 0.4 &1 BE
Arabinose:
t-Araf 74 EL2 53 33 fx 48 ¥ 2 8
2-Ara g5 .3 16 19 i4 I 0.7 08
3-Ara 2.0 28 4.1 40 is 1.1 3.2 #2
5-Arn 55 48 74 #4 40 2.7 | s
2,5-Ara 0.7 0.7 ig 85 63 0.4 0.6 0.5
3.5-Ara 10 67 i3 e ] 0.6 0.5 0.8 06
Xiose:
+-Xyl 0.1 06 B4 L3 2.1 22 0.6 0.6
4- Xyl 44 W7 8s i3z 458 s 423 417
3,4-Xyl 1490 141 16.7 15.1 7.2 6.9 454 %3
Manose:
4-han is 2.3 385 Lr 04 0.2 E% 8z
i4.6-Man B4 &3 14 %3 0.1 0.1 03 0.2
Galactese:
3-Gal i0 07 0.5 0.2 8.7 8.2 6.1 0.1
A-Cral Z3 12 25 52 By B3 6.2 8.4
6-Cial i3 3.3 1B 8% 12 1.0 02 0.3
3,6-Gal 4.5 59 1.8 1.1 1.& 48 | £ 84
4.6-Gal 89 83 KEH .5 0.3 0.2 - -
Glucose:
3-Glo 31 3.3 3.6 4.4 4.1 6.4 44 .9
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ARTIGO 2

CARACTERIZACAO PARCIAL DE GLUCANOS DE CADEIA MISTA AO

LONGO DO DESENVOLVIMENTO FOLIAR EM Brachiaria decumbens Stapf.

Submetido 2 revista “Hoehnea”
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Resume - (Caractenizacio parcial de glucanos de cadeia mista ac longo do desenvolvimento foliar
em Brachiaria decumbens Stapf). Em Brachiaria decumbens constatou-se modificaces
quantitativas e qualitativas nos B-glucanos ao longo do desenvolvimento foliar. A partir das anlises
dos oligossacarideos de B-glucanos através de Cromatografia de troca ibnica de alto desempenho
com detecgfio por pulsc amperométrico (HPAEC-PAD), verificou-se que em folhas maiores que
30cm a razio tr: tetrassacarideo sofreu alteraciio, o que podena estar relacionado com o fim do
periodo de alongamento celular e crescimento do tecido provocando alteragic na estrutura do B-

glucano e desta forma, promovendo a forte interagio com os glucuronoarabinoxilanos (GAXs).

Palavras chaves: arabinoxilanos, expansio foliar, parede celular
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Introducio

Uma caracteristica adquirida a0 longo do processo evolutive pelas gramineas e outras Poales
{Dahigren 1983) fo1 o aparecimento dos (1-33),{1—4) B-glucanos ou B-ghicancs na estrutura da
parede celular (Carpita 1996, Smith & Harris1999).

Os P-glucanos sBo polimeros lineares formados por residuos de glucose unidos entre si por
ligages B-(1-23) e P-(I—34) em proporgbes definidas (figurz 1) Em nenbum oufro grupe
taxondmico esse polissacarideo foi isolado. Entretanto um polissacarideo similar foi isclado em
Cetraria islandica (Wood et al 1994}, um fungo liquenizado originario da Antartica.

A estrutura dos P-glucanos foi definida a partir da agdo da enzima endoglucanase (liguenase)
de Bacillus subiilis (Woordward et af. 1985), que hidrolisa apenas as ligagSes B-(1-»4) precedidas
de uma ligagio B-(1-—3) (Parrish et @l 1960), produzindo blocos constitutivos caracteristicos (tri &
tetrassacarideos), onde cerca de 70% dos oligossacarideos sdo trissacarideos com estrutura

molecular Gle(1—->4)Glc(1—+3)Gle e os 30% restantes com estrutura

Gle(1->4)Gle(1>4)Gle(1-93)Gle. A razio molar entre tri e tetrassacarideo pode variar entre 2 a2 3
dependendo da espécie de graminea, enquanto que em Cetraria islandica 86% sio trissacarideos e a
raz8o molar ndo ultrapassa 1:1. Esta proporgio nunca foi obtida em nenhum estudo com espégcies de
Poales até 0 momento. A razio molar € considerada uma caracteristica que aparentemente nio se
alterou, como sugenido por Buckeridge ef al. (2001). Esses autores propuseram que esta seria uma
caracteristica conservada evolutivamente em fung¢o do sistema de biossintese altamente complexo.

Como a maionia dos polissacarideos de parede celular, os B-glucanos sdo sintstizados no
Complexo de Golgi Acredita-se que o modelo de biossintese estd associado 3 enzima sacarose

sintase (88) que, apesar do nome, efetua 2 hidrélise de sacarose produzindo frutose livre & UDP-
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glucose, este Gltmo utilizado como substmato para a sintese de glucanes de parede celular
{Buckeridge er al. 1999 ¢ 2001}

Us B-glucanos sfo abundantes em paredes celulares de células endospérmicas em sementes de
gramineas, ¢ pedem compor até 70% desses tecidos (Fincher & Stone 1986). Em planiulas de milho,
a quantidade de B-glucanos aumenta durante a expansio dos cotilédones ¢ das folhas (Carpita 1984)
e decresce apenas quando o crescimento cessa {Carpita & Kanabus 1588). Acredita-se que em
celulas menstematicas esses polissacarideos sejam raros, mas em paredes de células em
alongamento aparecem em grandes quantidades, coincidindo com a razio maxima de alongamento
{Kim ez al. 2000},

Os f-glucanos tém gerado grande interesse econdmico devido as respostas fisiologicas que
produzem como fibra dietética, pois aumentam 2 sensibilidade a insulina (Yokohama ef al. 1997) e
tolerdncia & glucose, provocando alteragbes hormonais que potencialmente podem contribuir com
um efeito hipocolesterdmico, reduzindo a sintese do colesterol. Existem também evidéncias de que
os B-glucanos agem come protetores contra o desenvolvimento de cincer de célon {(Anderson &
Chen 1986; Mcdonald ef al 1992, Wood 1993). Recentemente, De Paula et al. (2005 ) demonstraram
que a injegdo intrapertoneal de B-glucanos juntamente com arabinoxilano da graminea africana
Rynchelytrum repens provocou uma diminuigio duradoura (24h) nos niveis de glucose sanguinea
em ratos.

Um outro aspecto biotecnolégico associado acs B-glucanos estd relacionado 3 inddstria de
cerveja. Durante a fabricagfo desta, 2 hidrdlise incompleta dos B-glucanos prejudica o processo de
filtragdo do produto, tomando-o escuro e prejudicando sua qualidade {de Francisco & de 84 2001).

(Grandes esforgos 1ém sido realizados para tentar diminuir este problema. Um deles ¢ a busca
de novas variedades de cevada com teores reduzidos de B-glucanos. Através de melhoramento

genético tem se conseguido bons resultados, por exemplo, com as variedades IBON-1069 ¢ MN684
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que apresentaram baixo teor {cerca de 2%) de B-glucanos (A M. Silva, A De Francisco & M.S.
Buckeridge, resultados nfic publicados). Os B-glucanos também t8m causado sérios problemas
durante a filragdo do caldo de cana em usinas de aglicar, uma vez que esses entopem os Sltros,
causando grandes prejnizos a inddsiria sucro-alcooleim (VR Panegassi, GESema & MS.
Buckernidge, resultados nfo publicados).

Muitas espécies de gramineas, especialmente aquelas originarias da Africa, como por exemplo
Brachiaria decumbens, tém sido consideradas invasoras em ambientes naturais da América, devido
a sua alta eficiéneia em competir com espécies nativas (Mantovani & Martins 1988).

Na regifio do Cerrado Brasileiro estima-se que 85 milh8es de ha. 580 ocupados com pastagens,
dos quais cerca de 50 milhdes sio cultivados com gramineas do género Brachiaria (Bonfim ef al.
2003).

A estrutura e ¢ metabolismo dos B-glucanos em tecidos vegetativos de gramineas é muito
pouco conhecida, uma vez que o enfoque principal nos trabalhos tem sido sempre voltados para os
B-glucanos em cereais devido & sua grande importincia econdmica. Recentemente, Trethewey &
Harris (2002) quantificaram os B-glucanos em diferentes tecidos de cevada (Hordeum vulgare),
entretanto ndc foram abordadas possiveis diferengas pa estrutura do polimeroc ac longo do
crescimento.

Os objetivos deste trabalho foram averiguar as possiveis modificagbes qualitativas e
quantitativas nos B-glucanos ac longe do desenvolvimento foliar em Brachiaria decumbens e
identificar a possivel imteragio intermolecular entre os P-glucancs e GAXs
{glucuroncarabinoxilanos). Esta abordagem ¢ de grande relevincia pelo potencial efeito
hipoglicemiante destes polissacarideos, sendo inclusive uma alternativa potencial de uso para esta

espeécie invasora. Além disso, o conhecimento mais aprofundado sobre a importincia destes
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compostos na composiglo e crescimento de B, decumbens, pode ser futuramente utilizado como

modelo de estudo a ser desenvolvido em espécies nativas brasileims.
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M aterial ¢ Métodes

Touceiras de Brachiaria decumbens foram coletadas na Estagio Experimental da Fazenda
Campininha em Moji-Guagu, ¢ transplantadas para os canteiros na Segiio de Fisiologia € Bioguimica
do Instituto de Botanica de Sio Paulo, onde foram cultivadas em canteiros expenmentais.

Apods um més de adaptacio no canteiro foi feito um corie da parte aédrea utilizando wm
quadrado de 10X10cm com base de Scm. Para a pam a coleta de setermbro ¢ material coletado foi
separado em 3 classes, de acordo com tamanho das fothas, sendo elas: classe 1 haste< 20 cm, classe
Il haste entre 20-30cm, ¢ classe HI>30cm. Pars a coleta de maio o material foi separado em duas
classes: <10cm e 20cm. Todo o material foi pesado, seco em estufa por 5 dias, e moido em moinho
de bola (Tecnal Lida ).

Para a remoc¢do de aghicares solvess foram utilizadas amostras de 10mg de material seco, em
tubos de polipropileno (Eppendorf-Hamburgo-Alemanha), adicionado 1,5ml de etanol 80% e
mantidos a 80°C por 20 minutos, centrifugados e descartado o sobrenadante. Ao todo foram
realizadas 6 extragbes. Apds a remogio dos acticares soliveis o material foi seco em estufa a 60°C
por 24 horas. Em seguida lavado irés vezes com tampfo Tris-HC! 100mM pH 7.4, e seco
novamente.

Ao precipitado da remocfo de aclicares solveis foram adicionados 20m! de clorito de sédic
490 mM em é&cido acético, mantidos em banho-maria a 65°C (por 1 hora). Apés a extracio de
lignina o matenial foi centrifugado, o precipitado lavado 10 vezes com 4gua destilada e centrifugado.
O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em estufa por 24 horas 2 60°C.

Para a remogdo de amido, a0 material deslignificado e seco foi adicionado 1,5ml de DMSO

90%, os quais foram mantudos sob agitagio por 24 horas. Apés este perfodo o material foi
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centrifugado, ¢ sobrenadante descartade, e o precipitado lavado com 4gua destilada (uma vez),
centrifugado e seco em estufa por 24 horas.

A partir do matenial precipitade obtido na etapa de remocgio de amido, a parede celular foi
fracionada com NaOH 0,1M e em seguida com NaOH 4.0M de acordo com 2 metodologia de
Gorshkova et al,1996. Ao precipitado obtido na exiragio de amido foram adicionados 20ml de
solugio NaOH 0,1M com NaBH; (mgml™), e a solugdo foi mantida sob agitaciio constante por 1
hora a temperatura ambiente. Terminada a extraglio, o material foi centrifugado a 13200g por 3
minutos 2 10°C, o sobrenadante coletado e neutralizado com écido acético glacial, dialisado
primeiro com &gua de torneira por 24 homas e em seguida com 4gua destilada com 6 trocas de
intervalo de 2 horas, ¢ sequencialmente realizada a extraciio com NaOH 4,0M.

Para um tubo de polipropileno de 1,5mi foi transferido 1mg de material seco, adicionados
200pl de tampio NaPQO; 50mM, pH 6,5 e 40ul da enzima endoglucanase de Bacillus subtilis
(liguenase - MEGAZYME®) ¢ incubados em banho-maria a2 40°C por trés horas. Como padrio foi
utilizado 1mg de B-glucano de cevada (MEGAZYME®). A incubagiio foi interrompida com fervura
de 3 minutos e ¢ matenal centrifugado a 13200g por 2 minutos. Os B-glucanos no sobrenadante
foram estimados atraves da dosagem de agiicares totais pelo método fenol-sulfiirico (Dubois 1956).
Em seguida o material foi seco, ressolubilizado em 4gua deionizada (150ul) e filtrado em filiro
milipore 0,454. Os oligossacarideos liberados pela hidréolise enzimatica foram separados em coluna
de troca ibnica (Carbo-Pac PAI, Dionex) calibrada com 0,5M NaOH, eluicio de acetato de sédio
0,5M NaOH como descrito por Gibeuat & Carpita (1993). Os oligossacarideos de B-glucanos foram
determinados por Cromatografia de Troca Idmica de Alta Performance com detecgio por Pulso
Amperométrico.

Para a analise de monossacaridecs as fragSes de paredes celulares foram submetidas 3

hidrolise acida. Para um tubo cbnico de vidro foi transferido 1mg de material seco de cada fragio de
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parede. Em seguida, foram adicionados 100ul de 4cido sulfirico 72 %, e mantido em banho 2 30°C
por 45 minutos. Apos esie periodo de pré-hidrolise, foram acrescidos ao tubo 1,7ml de 4gus
destilada e o matenal foi autoclavado por 1 hora 2 126°C. Em seguida o material foi neutralizado
com hidréxado de sddio 50% e submetido 2 coluna de troca idnica (Dowex) para retirada de sais. Os
achicares totais foram gquantificados pelo méiodo fencl-sulfirice (Dubois, 1956) utilizando como
padric glucose (IOGpg.mi""}. Os monossacarideos foram analisados por Cromatografia de Trocz
Anidnica de Alta Performance com Detecgio de Pulso Amperoméirico (HPAEC-PAD) utilizando

coluna Carbopack PAL num sistema Dionex DX-500 (Tiné ef al 2003).
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Resultados ¢ Discussio

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados de teor de B-glucanos em paredes lignificadas e
deslignificadas de folhas de Brachiaria decumbens. Os dados apresentados mostram que nas paredes
deslignificadas o teor de P-glucanos liberado pela aclio da endoglucanase de Bacillus subtilis
triplicon em relacfc as paredes lignificadas. A presenca de lignina pode ter sido um dos fatores gue
dificultou o acesso da enzima ao polissacarideo na parede celular como sugernido por Hams &
Hartley (1876). Os acidos ferdlicos ligados aos arabinoxilanos, a principal hemicelulose das
gramineas, poderiam também representar um fator que dificultaria a solubilizacdo dos B-glucanos.
Neste experimento, ndo foram observadas diferencas entre folhas de diferentes classes de tamanho.

Quando analisado o teor de B-glucanos das paredes deslignificadas das diferentes classes de
tamanho de folhas em diferentes épocas do ano observou-se que em folhas menores que 10cm, o
teor de B-glucanos foi significativamente maior (p > 0,05) quando comparado ao das folhas menores
que 20cm cm coletadas em maio (tabela 2). Em analises similares feitas em setembro, quando foram
encontradas folhas de classe de tamanho acima de 20cm, ndo se observou vanacdo nos tecres de B-
glucanos. Uma possivel explicagio para estas observagdes seria que os B-glucanos formariam uma
trama mais frouxa com os arabinoxilanos, tornando-se assim de mais il solubilizacdo. Nas folhas
maiores do que 20cm, os B-glucanos estariam interagidos fortemente com arabinoxilanos numa
suposta intera¢do intermolecular como sugerido por Izydorezyk & MacGregor (2001).

Os resultados obtidos com a analise de perfil e raziio molar dos oligossacarideos de B-glucanos
estdo apreseniados na tabela 3. Entre as classes de tamanho de folhas nas coletas de maio e
setembro, a razdo molar dos oligossacarideos foi alterada. Entretanto, observa-se uma tendéncia de
aumento da razio nas folhas da classe 20-30cm da coletas em maio se comparadas as coletas de

setembro. Este resultade possivelmente esta relacionado ao fim do periodo de alongamento celulare
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crescimento dos tecidos. A medida que cessa o crescimento, € provavel que ocorra uma modificagio
estrutural dos P-glucanos que provocaria aumento do nimero de ligagbes (1-»4) glucanos e
consequeniemente alteraria a razfo molar de tritetra no polimero. Quanto maior ¢ nimero de
ligagBes (1—>4) mais linear o polimero, o que diminui 2 solubilidade e, favorece a interaglio com os
arabinoxilanos e, portantc tomando menos solavel o polimero (Roubroeks ef af. 2000),

Ao contrario, as folhas menores que 10¢m poderiam apresentar um niumero maior de ligacBes
{1—3), o que consequeniemente conferiria uma forma zig-zag acs B-glucanocs, dificultando 2
interagdo com os arabinoxilanos e tomando ¢ polissacarideo mais solivel, como proposic por
Clarke & Stone (1963}

De uma forma geral, os resultados sugerem que a deposicdo e mobilizacio dos B-glucanos
poderiam ocorrer no inicio do crescimento da planta e através de um efeito de diluicio se distribuiria
para os tecidos expandidos (Kim e7 al 2000). Em tecidos em crescimento, os $-glucanos atuariam no
processo de afrouxamento e desmonte da parede, que 20 cessar o crescimento se tornaria mais um
elemento estrutural, formando o dominio B-glucanos - GAXs interligados s microfibrilas de
celulose.

Baseado na solubilidade, os B-glucanos ¢ GAX podem ser classificados como polimeros
solivers em agua e em 4lcali (Izydorczyk ef al. 1998a,b). A anilise de monossacarideos nentros das
fragBes de parede revelou um aumento de glucose na fragiio 4M nas folhas maiores que 30cm, sendo
que parte desta glucose pode ser proveniente dos B-glucanos fortemente ligados aos arabinoxilanos e
solubilizados nesta fragio (tabela 4) (figura 2). Outra parte ainda, s enia oriunda do amide, uma vez
que 0 DMSO nio o removeu totalmente como se verificou com o teste de iodo-iodeto de potassic
{dados ndo apresentados). Quanto aos arabinoxilanos, na fracio 4M houve uma diminuicio na razio
Ara:Xil (tabela 4), o que poderia indicar a presencga de um polimero menos solivel, como proposto

por Roubroeks er af {2000}, ¢ fortemente interagido com os B-glucanos como Proposto por
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lzydorczyk & MacGregor (2000}, Em Rinmchelytrum repens o mesmo fendmeno fol observado na
fragio 4M, e aparentemente o efeito hipoglicemiante demonstrado no estudo pode ser resultado da
aclo de ambos os polimeros (De Paula er al. 2005},

Em conjunto, esses resultados sugerem que em folhas jovens de Brackiaria decumbens, B-
glucanos e arabinoxilanos se encontram mais soliiveis, possivelmente mediando um afrouxamento
da parede celular e consequentemente atuando na expansgo foliar da planta. Em folhas expandidas
esses polimeros possivelmente desempenhariam fun¢des mecinicas, compondo juntamente com 2
celulose o arcabougo da pavede celular. Brachiaria decumbens representa um bom modelo para
futuros estudos de biossintese de glucanos de cadeia mista e de ambinoxilanos, por apresentar
crescimento rapido, possibilitando vérnias coletas em diferentes fases do desenvolvimento da planta.
A partir dos dados obtidos com Brachiaria decumbens, os estudos de B-glucanos podero ser
estendidos para cutras gramineas nativas do cerrado, que até o momento nio foram estudadas com

enfoque em parede celular.
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Tabela 1. Quantificaciio de B-glucanos de paredes celulares em folhas de Brachiaria decumbens
{ug.mg” massa seca). Analise estatistica ANOVA (p<0,05); significdncia indicada pelas letras

diferentes: maiisculas enire o tpo de parede, e as mintsculas entre as classes de tamanho.

Parede Classes de tamanheo {(em)
) <20 20-30 > 30
Lignificada 9,2 (3,00 6,3 (0,3 7,0 (1,45

Deslignificada 205017 21,724 22,8(62)%

Tabela 2. Valores médios (desvio padriio entre paréntesis) de rendimento de P-glucanos (ug.mg™
massa seca). Anélise estatistica ANOVA ou teste T (p<0,05); significncia indicada pelas letras

diferentes: maiusculas entre as datas de coleta; mintisculas entre as classes de tamanho a cada coleta.

Coleta Classes de tamanho {cm)
L <18 <26 20-30  >30
maio 2003 53.1{04F 239042y - -

setembro 2003 - 20,9 (1,6)™ 21,7 (2.4)° 22,8 (6,2)°
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Tabela 3 Raz8o molar entre 1 e tetrassacarideos dos B-glucanos de parede celular em folha de
Brachiaria decumbens. Analise estatistica ANOV A ou teste T {p<0,05); significincia indicada pelas
letras diferentes: marasculas entre as datas de colets; minGsculas entre as classes de tamanho 3 cads

coleta.

Coleta Classes de tamanhe{cm)

<10 <20 20-30 >30
Maio 2003 2,03 (030  2,12(004™ - -
Setembro 2003 2,93 (0,05 3727(036) nd

Tabela 4. Distnbuigio dos monossacaridecs neutros nas fragdes da parede celular de folhas de

Brachiaria decumbens { % por area de picos do cromatograma) e raziio Ara:Xil.

Classes de Fracbes
tamanho 8,1M 4,0M
{cm) ARA GAL GLC XIL  ARA/XIL ARA GAL GLC Xl  ARAMXIL
<3i{ 338 5.4 il6 49,2 8,62 331 6,3 i04 50,2 &.65
20-30 34,9 6.2 117 47,1 8,74 31,1 52 12,1 51,1 0,61

>30 34,1 6,1 127 47.1 6,72 283 54 18,7 47.6 861
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Figura 1 — Perfil cromatografico dos oligossacarideos da fragio 4M da parede celular de folhas de
B. decumbens de tamanhos maiores que 30cm. O padrio refere-se ao perfil cromatografico de

oligossacarideos de B-glucanos de Hordeun vilgare Megazyme ®.
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DISCUSSAC GERAL

PAREDE CELULAR - DICOTILEDONEAS X MONOCOTILEDONEAS

Na histénia da evolucfo das plantas, desde as algas verdes até as fanerégamas, um dos eventos
mais notaveis foi 2 mudanga ocorrida nas paredes celulares (Stebbins 1992; Cassab 1998). As
modificagBes ocorridas nas paredes celulares das fanerégamas, ac longo do processo evolutivo, tém
sido fonte inspiradora de muitos estudiosos. Entretanto uma grande lacuna ainda permanece em
relagdo 20s processos evolutivos que levaram a fransicio entre dicotileddness e monocotiledéness e
0 estabelecimento de plantas dos dois grupos no ecossisiema.

Segundo Carpita e Gibeuat (1993), as paredes celulares priméarias das faner6gamas podem ser
classificadas em dois grupos: do tipo T (encontrada na maioria das dicotiledéneas e em algumas
monocotiledéneas) e do tipo I (maioria das monocotiledéneas).

As paredes do tipo I apresentam os xiloglucanos como a principal hemicelulose. Esses
polissacarideos estfo relacionados com o afrouxamento das ligacSes intra e intermoleculares que
penmitem © crescimento ¢ alongamento celular através de uma intensa e controlada atividade de
hidrolases ¢ transglicosilases. Além disso, é atribuida a este polissacarideo a funcgfo de alinhamento
das microfibrilas de celulose (Hayashi 1989).

O dominio celulose-hemicelulose da parede celular é responsavel pela resisténecia 3 pressSo de
turgor e pelo crescimento anisotropico das células vegetais {Taiz 1984, Reis et al. 1994, Baskin efal
1999). A montagem ¢ a expansio da parede priméria sio dirigidas pela conformacio e dinimica dos
polissacarideos gue devem Interagir durante estes processos (Lima 2002). Acreditava-se que a
presenga de fucose na molécula de xiloglucano fosse responsével pela maior mnteracio desta

moléoula com a celulose. Entretanto, um estudo realizado por Lima et al. (2004) demonstron guea
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interaglo entre XG e celulose esta diretamente relacionada ao peso molecular do polimero, ou seja,
guanto menor o tamanho da molécula, mais interativa ela se apresenta.

As analises de composicdo de polissacarideos da parede priminia das monocotileddness
indicaram que as familias deste grupo podem ser dividas em dois subgrupes. O primeiro subgrupo,
as Comelinoides, micialmente foi identificado pela presenca de 4cidos fertlicos esterificados e
eterificados nas paredes primérias (Harris & Hartley 1976, Rudall & Caddick, 1994), Este mesmo
grupo foi identificado como um clado monofilético, tendo como base as segiiéncias de nuclectideos
do gene rbcl. A este subgrupo estio incluidos: banana, sramineas, gengibre, abacaxi e palmeiras,
que compreendem as ordens Arecales, Comelinales, Poales ¢ Zingiberales reconhecidas pelo
Angiospermae Phylogeny Group (APG.2002). O segundo subgrupo, as nio comelinoides, nio
apresenta acidos ferilicos esterificados ¢ eterificados, & 0s GAXs nio constituem 2 hemicelulose
principal. As paredes primarias deste subgrupo apresentam uma composicio similar s encontradas
nas dicotiledoneas (Waldron & Selvedran 1990).

Provavelmente as meodificagSes ocorridas nas paredes de monocotileddneas estejam
relacionadas ao habito desse grupo, tornando-se necessaria a presenga de uma parede priméria mais
“flexivel”, para que as plantas pudessem se estabelecer e crescer rapidamente.

Em Poales, o surgimento dos B-glucanos possivelmente foi um avango dentro do processo
evolutivo das monocotileddneas. Entretanto, ndo se sabe exatamente quais foram os eventos
evolutivos responsaveis por esse acréscimo nas paredes. A ocupagic de ambientes abertos,
altamente iluminados e o crescimento continuo das espécies sio sugeridos como fatores que levaram
a0 aparecimento desse polissacarideo, em iodas as familias da ordem Poales, exceto em
Restionaceae {sensu Dahlgren), (Buckeridge et al 2004).

Através das analises realizadas no presente trabalho, procuramos demonstrar gue os B-

glucanos nio sdo polissacarideos transitérios como relatado na literatura. Os resultados encontrados
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nos diferentes 6rglos da cana-de-agiicar {artigo 1), sugerem que estes polissacaridess permanecern
nos tecidos como componente estrutural da parede.

Provavelmente os B-glucanos, em conjunto com outro polissacarideo (xiloglucane, por
exemplo), participam do processo de afrouxamento da parede celular durante ¢ crescimento dos
tecidos. E 4 medida que cessa o crescimento, esses polissacarideos interagem com GAXs numa
trama muito forte ou numa nteragio intermolecular como sugerido por Lzydorczyk & MacGregor

(2000).

Interacio intermolecular ¢ orientacie das microfibrilas de celulose

Ac-estrutura quimica dos polissacarideos de parede primaria de gramineas e a interacio dessas
moléculas, formando o que tem sido denominada a arquitetura da parede, tém sido deduzidos a
partir do fracionamento da parede celular das amostras analisadas (Carpita et al 2001). Atualmente,
técnicas como FESEM (Field-Emission Scanning Electron Microscopy) e FTIR (Fourier
Transformed Infrared Spectroscopy) tém contribuido para 3 interpretagio dessas estrutums. A partis
dessas novas técnicas foram propostos modelos especificos para parede celular de graminea como,
por exemplo, de distribui¢io dos polissacarideos, de grau de mmificagic e de interacio entre
polimeros.

Em dicotileddneas, como citado anteriormente, sabe-se da participagio dos xiloglucanos na
orientagio das microfibrilas de celulose, através de uma interagio especifica, a qual pode ser
observada e medida em ensaios ir vitro. Estes ensaios tornaram-se ferramentas promissoras para
analisar os efeitos das alteragBes estruturais do polimero estudado sobre a capacidade de interagio

entre as hemiceluloses. A interacio hemicelulose-celulose depende de caracteristicas estruturais da
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hemicelulose, sendo que, no caso especifico dos xiloglucanos, ¢ peso molecular e o gran de
galactosilagio sfo fatores preponderantes {Lima et al 2004).

Ensaios in vitro sobre interagio entre polissacarideos de parede celular de gramineas niio
foram encontrados na literatura. Utilizando as técnicas acima citadas pam gramineas, Carpita ef al
{2001} demonstraram a ocomréncia de forte interagio entre os B-glucanos e celulose, nas paredes
primérias de coledptilos em Zea Mays. Neste trabalho, foi observado que os GAXs com grau de
ramificacic elevado de amabinose em conjunto com os glucomananos constituem o material
imtermediano entre as microfibrilas de celulose, portanto menos interativo a celulose. Quanto ao
xiloglucano, esse aparece em menor quantidade e fortemente ligado 3 celulose.

A iteragio entre B-glucanos ¢ GAXs ¢ pouco conhecida. No case dos B-glucanocs, a razdo
tr:tetra dos oligossacarideos influencia diretamente na capacidade de interagio, quanto maior 2
razio molar, mais interativo o polimero (Roubreks, 2000). Em B. decumbens (Artigo 2),
demonstramos que um ligeiro aumento na razfio molar de tritetra pode ter provocado uma forte
intera¢do dos P-glucanos com o GAX efou com a celulose.

No Artigo 1, observamos que tanto os B-glucanos quanto os GAXs se distribuem por toda a
planta. Izydorczyk & MacGregor (2000) sugeriram que GAXs e B-glucanos apresentam uma
interagio intermolecular, o que provavelmente dificulta a separaciio desses polimeros durante o
fracionamento da parede celular, 2 mesma foi verificada em B. decumbens {Artigo 2} 20 longo do
fracionamento da parede celular nas diferentes concentragdes de hidroxido de sodio.

Quanto 2 onentagio das microfibrilas de celulose, nfo se sabe qual seria a atuacio dos GAXs
¢ p-glucanos. Em dicotiledéneas, durante o afrouxamento da parede, a enzima XET (xiloglucano-
transglicosilase) atua diretamente nos xioglucanos, transglicosilando fragmentos do polimero,
possibilitando que a parede seja transformada. Outro grupo de proteinas que atua no affouxamento

da parede € o das expansinas, as quais, segundo Cosgrove (1999}, atuam no afastamento das
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microfibrilas de celulose, facilitando o acesso das XETs aos xiloglucanos. Em cana-de-acticar
observou-se forte expressfio génica de XETs em flores ¢ folhas (Figura 7). Embora o xiloglucano
nfo seja 2 hemicelulose principal neste grupo de plantas, istc nfo significa gue ao longo da
evolugio, o polimero tenha perdido completamente a sua fungfo. Até o presente momento pOUCo 58
sabe acerca da atuagio de xiloglucanocs nas paredes de graminesas.

Qutro aspecto interessante em gramineas é a presenca de uma classe especifica de expansinas,
as P-expansinas. Acredifa-se que a afinidade destas proteinas pela parede do tipo I esteja
relacionada 4 presenca de GAXs e B-glucanos {Cosgrove 1999).

Outra lacuna existente quanto ao affouxamento da parede celular de gramineas é a auséncia de
endoxilanases endogenas gue atuaram sobre GAXs. Embora muitas das enzimas de
microorganismos ja tenham sido caracterizadas, n3o existem transglicosilases para GAXs, em
gramineas. Assim, € possivel que os xiloglucanos possam atuar no afrouxamento da parede celular
em conjuntc com os P-glucanos. Esses polissacarideos sfo hidrolisados pelas exo e endoglucanases,
e 3 medida que diminui o teor de B-glucanos, o conteldo de acidos feralicos e outras substincias
aromaticas aumenta, travando todo o sistema e finalizando o crescimento celular (Carpita 1986,

Musel etal 1997).

Correlacio entre os niveis de expressio génica ¢ a ccorréncia dos polimeros

Ao correlacionarmos os niveis de expressio génica e a ocorréncia dos polissacarideos de
parede celular, ao longo do desenvolvimento das folhas e paniculas em cana, observamos que de
forma geral, os eventos ocorridos nas paredes celulares de ambos os orgios foram similares, com
alteragfes (provavelmente hidrélise) nos compostos neutros das pectinas, dos mananos e por fim um

aumento no nivel de ramificagBo dos xilanos. Esses dados corroboram os de expressio génica
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apresentados no mapa de superficie (figura 7), onde os genes que codificam para a5 celulose-sintases
ou betaglucano-sintases, peroxidases, expansinas, B-glucosidases, 8-1,3-glucanases, foram os com
maior nimero de reads nestes Orglos e essas enzimas participam ativamentie nos Drocessos
ooormidos durante o affouxamento da parede ao longo do desenvolvimento da planta.

O padrio de expressfio de genes relacionados 3 parede celular, baseado no nimero de reads
refletiu as caracteristicas fisiolégicas esperadas para folhas e paniculas o que foi confirmado através
da anélise bioguimica da parede celular,

De maneira geral nossos dados sobre as alieracfes estruturais nas paredes celulares de
diferentes tecidos de cana, em comparagio com as observagbes de Lima et al. {2001) sobre os
padr8es de expressio génica, indicam que ha um padrio dindmico de alierages em diferentes niveis
de emergéneia {expressdo génica ¢ metabolismo da parede). Tal padrio denota claramente que 2
matriz extracelular € um compartimento dindmico em piantas e remete a objetivos futuros de obter
umga compreensioc maior sobre aspectos funcionais das alteragdes observadas, e assim compreender

methor a importincia da parede celular durante o desenvolvimento de plantas.

Perspectivas para a aplicacfio tecnologica de B-glucanos ¢ GAXs

Os glucanos de cadeia mista ou P-glucanos sfio conhecidos 2 mais de trinta anos, e suas
implicacdes tecnolégicas vio além da fabricacio de cerveja e utilizacfio como fibra dietética,
Existem estudos que abordam a utilizac8io de B-glucanos na producio de biofilmes para tratamento
de queimaduras {grupo de Peter Wood, Canada}.

O conhecimento da distribuicio dos polissacarideos de parede celular ac longo do
desenvolvimento da cana-de-aglicar podera ser utilizado como ferramenta para o melhoramento

genético desta espécie. A utilizacBo de técnicas genéticas que possibilitassem o aumento ou
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diuminuigio da expressio de genes relacionados 4 biossintese destes polissacarideos possibilitaria o
desenvolvimento de variedades de cana com menor teor de S-glucanos, o que diminuiria o problema
de entupimento dos filtros causados por estes polimeros durante 2 produgiio do aghicar.

O aproveitamento de bagago de cana-de-agticar como fonte rica em B-glucancs e GAXs para
a produgfio de fibra dietética bem como substincias hipoglicemiantes, seria uma alternativa de uso
desta biomassa todavia pouco explorada.

Um recente estudo demonstrou que glucuronoxilanos de Populus grandidentata, em conjunto
com xilitol e manitol, representam um grande potencial para producio de biofilmes (Grondahl e7 o/
2004}. Estes biofilmes apresentam menor permeabilidade ao oxigénio, o que os toma vidveis para
embalagens de alimentos.

OUs GAXs de bagago de cana-de-aglicar e de braquiaria representam recursos pouco explorados
pela inddstria. Entretanto, do ponto de vista ecolégico, a utilizaciio dessa biomassa pela indistria
farmacéutica e de embalagens, poderia tomnar-se uma solucdo ac seu actmulo apés a colheita,

principalmente para a indisina sucroalcocleirs.
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