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Resumo:
Todas as células vegetais possuem uma parede celular, cujos componentes principais sao:

celulose, hemiceluloses e pectinas. A caracterizacdo destes polimeros mostra que suas estruturas
sdo conservadas em Gimnospermae e Angiospermae. O objetivo deste trabalho foi analisar
comparativamente os polissacarideos da parede celular de samambaias e licofitas e buscar
compreender o padrdo de variacdo do xiloglucano nas plantas coletadas de acordo com a
filogenia mais recente para o grupo. Foram coletadas frondes estéreis de sessenta e sete espécies
de samambaias e licofitas em seis locais diferentes de coleta. Quinhentos miligramas de p6 foram
extraidos com etanol, oxalato de aménio, NaOH 0,1M, 1M, 4M e 8M. As fracdes 4M e 8M
foram hidrolisadas com &cido sulfirico e a composi¢cdo de monossacarideos determinada por
HPAEC-PAD (DIONEX). Com uma aliquota da fracdo NaOH 4M foi realizada uma metilagdo
de uma das espécies coletadas, em ambos 0s experimentos foram observadas porcentagens
significativas de manoses ligadas através dos carbonos 1 e 4 sugerindo que uma das
hemiceluloses presentes na parede celular dessas plantas seja um (-1,4-manano. Quando as
paredes celulares intactas das espécies estudadas foram submetidas a hidrolise com xiloglucano
endoglucanase, ndo houve liberacdo de oligossacarideos mesmo de parede de Adiantum
raddianum que apresentou comprovadamente Xiloglucano. No entanto, oligossacarideos de
xilolgucano foram liberados com celulase de Trichoderma. Com base nos dados, sugere-se que
mananos e xiloglucanos interajam entre si na parede celular de samambaias e licofitas, alterando
0 padrdo de acdo das enzimas. Além dessa andlise, foram utilizadas 10 mg do p6 das frondes
estéreis para realizacdo da analise de Maldi-Tof. O material foi previamente lavado com etanol e
cloroformio:metanol (1:1) e submetido a digestdo com celulase. Foi possivel identificar picos
correspondentes aos oligossacarideos de xiloglucano, além de outros picos que ndo puderam ser
identificados e que indicam a presenca de outros polissacarideos. A partir dos resultados obtidos
com a analise dos oligossacarideos de xiloglucano através do Maldi-Tof, foi feita uma matriz de
correlagdes entre as sessenta e sete espécies além do padrdo comparativo, jatoba, para obtencéo
de um dendrograma que permitiu fazer uma analise de agrupamento das espécies estudadas.
Esses resultados mostram a presenca de seis grandes grupos, de acordo com a presengas ou
auséncia de oligossacarideos em comum. Esses dados ndo séo consistentes com a filogenia e por
este motivo concluiu-se que os oligossacarideos de xiloglucano ndo sdo bons marcadores

taxonémicos, nos niveis hierarquicos de classe, ordem e familias.



Abstract:

All plant cells are surrounded by a cell wall, whose main components are cellulose,
hemicelluloses and pectins. The characterization of these polymers shows that their structure is
conserved in Gimnospermae and Angiospermae. The objective of this work is to characterize
composition of the cell walls of ferns, and try to understand the structure of xylolgucan in plants
collected following the most recent phylogeny proposed for the group. Non reproductive leaves
were collected from 67 species in 6 different locations. Five hundred milligrams of powder from
these materials, was sequentially extracted with ethanol, ammonium oxalate, NaOH 0.1M, 1M,
4M and 8M, the 4M and 8M fractions were hydrolyzed with H,SO, and the monosaccharide
composition was determined by HPAEC-PAD (DIONEX), with the 4M fraction a linkage
analysis was performed one of species. Both experiments presented significant percentage of
mannose, suggesting that one of the hemicelluloses present in the cell wall is a mannan. When
intact walls of ferns and licophytes were subjected to hydrolysis with a xylolgucan specific
enzyme (XEG- xyloglucan endoglucosidase) no release of oligosaccharides was observed.
However they were released after treatment with Trichoderma sp. cellulase, a less specific
enzyme that can release mannan oligosaccharides. Theses results suggest that xyloglucan and
mannan are probably interactivy in the corall composite, which profities the pattern of action of
these enzymes. In another experiment 10 mg of milled leaves were used to perform the Maldi-
Tof analyses. This material was washed with ethanol and chloroform:methanol (1:1). The
material was subjected to digestion with Trichoderma cellulase (Megazyme). Xyloglucan
oligosaccharides were identified in these samples and the composition of monosaccharides
showed that other polysaccharides were present. From the results obtained with the xylolgucan
analyses using Maldi-Tof, a dendogram was assembled with data from 67 species plus Hymenaea
courbaril (standard) with made possible the grouping analyses of all studied species. These
results show the presence of six groups, according with the presence or absence of
oligosaccharides. These data do not corroborate the phylogeny. Thus, xylolgucan seems not to be

makers for taxonomy of ferns and licophytes.



Introducdo:

A Parede Celular:

Praticamente todas as células vegetais possuem uma parede celular. Esta estrutura é muito
dindmica e complexa e estd relacionada a diversos processos fisiologicos como dar forma e
tamanho as células, conferir resisténcia mecénica aos tecidos, controlar a expanséao celular, atuar
sobre o transporte intercelular, participar da sinalizacdo e do reconhecimento entre células,
armazenar compostos de reserva e moléculas reguladoras e sinalizadoras que controlam diversos
processos fisiologicos celulares, além de participar dos mecanismos de protecdo contra
microorganismos (Darvill et al. 1992, Aldington & Fry 1993).

A composicdo dos monossacarideos da parede é relativamente constante (Fry 1988; Brett
& Waldron 1996; Mc Neil et al. 1998). Eles s@o organizados em polissacarideos como a celulose,
que € o principal composto das paredes celulares de plantas superiores. A celulose é um polimero
linear constituido por unidades de glucose, unidas entre si por ligagbes glicosidicas do tipo B-
(1—4). As hemiceluloses sdo polimeros que interagem fortemente com a celulose. Dentre elas, as
mais comumente encontradas sd0 0s mananos, na maioria das vezes em tecidos de reserva, e
xiloglucanos, em paredes celulares primarias e também em tecidos de reserva.

Os xiloglucanos sdo polissacarideos de reserva ou de parede primaria (a parede que se
forma logo apos a diviséo celular e ainda ndo se diferenciou em outro tipo de parede como as de
tecidos vasculares ou de reserva), que assim como a celulose, apresentam cadeia principal
composta de glucoses unidas entre si por ligagdes do tipo B-(1—4), ramificada com ligagdes a-
(1—6) por residuos de xilose, ou ainda oligossacarideos que contém uma galactose ligada a
xilose. Os xiloglucanos de parede primaria podem apresentar também residuos de fucose ligados
a uma das galactoses. Porém, a fucosilagdo ndo ocorre no polissacarideo de reserva (Buckeridge
et al. 2000 b). O xiloglucano apresenta ramificacfes em pontos especificos com a xilose a-
(1—6), a qual se liga com a galactose B-(1—2), e algumas galactoses no caso da parede primaria
estdo ligadas a fucose através de ligagGes glicosidicas do tipo a-(1—6). As ramificagbes com
xilose séo regulares, sendo que na maioria dos xiloglucanos uma a cada quatro ou cinco glucoses
ndo apresenta ramificages (Buckeridge et al. 2008 in ver anexo 4). Vale salientar que estes séo
0s Unicos pontos na cadeia principal dos xiloglucanos que sdo acessiveis ao ataque de endo-p-

glucanases, como as celulases.



Os mananos puros sao polimeros constituidos por manoses, unidas através de ligacdes
glicosidicas do tipo B-(1—4). Os mananos podem ser classificados como os galactomananos, que
possuem ramificacdes de galactose, ligadas a cadeia principal através de ligacdes glicosidicas do
tipo a-(1—6), ou ainda os galactoglucomananos, que possuem a cadeia principal formada por
manoses intercaladas com glucose (geralmente duas moléculas de glucose para uma de manose),
ligadas através de ligacdes glicosidicas do tipo B-(1—4), e ramificacbes de galactose com
ligacdes glicosidicas do tipo a-(1—6).

A razdo manose:galactose (que indica o grau de ramificacdo do galactomanano) e o
padrdo de distribuicdo dos residuos de galactose ao longo da cadeia de manose variam de espécie
para espécie em Angiospermas, sendo que estes sdo fatores que podem apresentar relevancia
para estudos quimiotaxonémicos e evolutivos (Reid & Meier 1970; Buckeridge & Dietrich 1990;
Buckeridge et al. 1995).

Os glucuronoarabinoxilanos (GAX) sdo polimeros acidos e possuem uma cadeia de
xiloses unidas por ligagdes do tipo P-(1—4), ramificados com arabinose e com acido
galacturdnico. Sdo caracteristicos de monocotileddneas e aparecem também na parede celular de
tecido vascular (xilema) (Buckeridge et al. 2008, anexo 4).

Outro grupo de polissacarideos da parede celular é o das pectinas, que é constituido de
polimeros menos fortemente ligados a parede que as hemiceluloses e tém um carater acido. Além
desses polissacarideos, a parede celular possui aproximadamente 10% de sua massa na forma de
proteinas, que podem ter a funcdo estrutural (extensina, por exemplo) ou enzimatica e estdo
relacionadas com o metabolismo de polissacarideos.

Em eudicotileddneas e monocotileddneas a composicdo da parede é relativamente
constante. As gramineas (Poaceae) contém os mesmos residuos de monossacarideos, mas tendem
a ter mais xilose e menos galactose, arabinose e fucose. Elas possuem duas importantes
modificacOes evolutivas. A primeira é a ocorréncia dos glucuronoarabinoxilanos, que apresentam
ramificacbes com compostos fendlicos, os quais interagem com as microfibrilas de celulose,
compondo um dos dominios da parede. A segunda, caracteristica das Poales, é a presenca de
glucanos de cadeia mista do tipo B-(1—>3),(1—>4), que aumentam durante alguns estagios
especificos do desenvolvimento (Carpita 1993), e ocorrem em toda a planta (Smith & Harris
1999, Buckeridge et al. 2004).

As gimnospermas tendem a ter paredes mais ricas em manose. As principais

hemiceluloses encontradas em parede celular secundaria deste grupo de plantas sdo os



galactomananos e os arabinoxilanos acidos (Bochicchio 2003). Em um trabalho realizado com
Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze, uma gimnosperma, também foram encontradas
quantidades significativas de xiloglucano na parede priméria, sendo as pectinas mais comuns 0s
homogalacturonanos. A parede celular de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze. tem
caracteristicas tipicas das paredes tipo | (Bochicchio 2003). Acebes, Moral & Zarra (1993)
investigaram um xiloglucano de hipocétilos de Pinus pinaster e sugeriram que essa hemicelulose
é mais proxima daquelas relatadas em dicotiledéneas do que em monocotileddneas.

O primeiro modelo sugerindo um arranjo tridimensional desses polimeros foi proposto
pelo grupo de Peter Albersheim, em 1973 (Keesgtra et al. 1973) (Figura 1). Neste modelo, a
parede celular foi definida como uma rede de polimeros interligados covalentemente, formando
uma rede rigida que manteria as propriedades rigidas da parede celular. Nele, as microfibrilas de
celulose estariam em forte interacdo com o xiloglucano. J& se sabia naquela época que estes
polimeros eram similares a celulose, mas com cadeias laterais de xilose, galactose e/ou fucose.
No modelo de 1973, as proteinas foram colocadas como o centro de rigidez da parede e supunha-
se que a elas, todos os outros polimeros estariam ligados direta ou indiretamente, atraves de

ligacOes covalentes. O modelo permitiu aos fisiologistas inferirem explicacfes para o processo de

expanséo celular e crescimento.

—  Celulose —r—__— - RG1
Arabinano com cadeias

_ xiloglucano laterais de galactano

————

LU

: Extensina com . AGP tipo Il ligado a serina
?Qiiﬂlt% " cadeias laterais de do HRGP

arabinose

: . Seril ndo substituido
~  Pectinas S s

Figura 1. Modelo de parede celular proposto por
Keegstra et al. (1973). Note que no desenho 0s

autores mostram 0S componentes todos

interligados entre si.




Nos 20 anos que se seguiram, varios autores buscaram encontrar as ligacdes covalentes
preconizadas pelo modelo, mas ndo foram encontradas evidéncias convincentes. Por este motivo,
0 modelo de 1973 ndo sobreviveu, e em 1991, McCann & Roberts propuseram um novo modelo
(Figura 2). Nele, os autores aboliram a idéia de ligacbes covalentes e sugeriram que a parede
seria formada por trés dominios estruturais independentes: o dominio celulose-hemicelulose, o
dominio das pectinas e o das proteinas. A idéia principal é que o dominio celulose-hemicelulose
estaria embebido em uma matriz péctica flexivel. Alguns autores franceses sugeriram que a
parede celular seria uma superestrutura com propriedades de um cristal liquido (Roland & Vian
1979, Buckeridge, 2006). Nesse caso, grande parte das propriedades da parede seriam resultantes
da orientacdo espacial dos polimeros. Para chegar a este modelo McCann e Roberts (1991)
utilizaram um tipo de microscopia em que um contramolde de metal é feito sobre a superficie de
um bloco fraturado longitudinalmente através da parede celular. Os autores trataram os blocos
com carbonato de sddio e alcali diluido, e 0 exame microscopico das amostras assim tratadas
demonstrou que as pectinas podiam ser retiradas sem alterar a rede de polimeros formada pela
celulose e hemiceluloses. Isso foi usado como evidéncia de que as pectinas ndo apresentavam
ligacbes covalentes com o restante dos polimeros da parede celular. Com base nesses e outros
experimentos 0s autores propuseram que a parede seria um composito descontinuo, formado por

trés dominios estruturais independentes.

A B

Ligagéo cruzada entre

as microfibrilas microfibrila de

celulose

Dominio de
pectinas \

hemicelulose hemiceluloses
fortemente fracamente ligadas a
ligada a celulose celulose
Lamela Parede Plasmalema
média celular

Figura 2. Modelo descontinuo da parede celular desenhado com base nas idéias propostas por
McCann & Roberts (1991), em que o dominio celulose-hemicelulose estaria embebido em uma
matriz péctica flexivel.
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Carpita & Gibeaut (1993) discutiram e aprofundaram a teoria dos trés dominios (ou
matrizes) da parede celular. Os autores também propuseram que no reino vegetal as paredes
poderiam ser divididas em Tipos | e Il. A divisdo proposta nesse artigo foi baseada
principalmente na composi¢do de hemiceluloses e na proporgcdo entre as matrizes. Na parede
Tipo | o xiloglucano € a principal hemicelulose e as proporcdes de celulose, hemicelulose e
pectinas seriam de aproximadamente 30% cada, com cerca de 10% de proteinas. A parede do
Tipo Il seria a parede caracteristica das Poaceae. Esta parede, em contraposicdo a do tipo |,
apresenta um teor bem menor (quase zero em alguns casos) de pectinas e teores igualmente
baixos de xiloglucano. Nas paredes do Tipo Il a principal hemicelulose é o arabinoxilano e ha
também outro polissacarideo chamado de B-glucano ou glucano de ligacdo mista. Devido a essas
diferencas na proporcéo de polissacarideos, as gramineas (Poaceae) contém 0s mesmos residuos
de monossacarideos, mas tendem a ter mais xilose e menos galactose, arabinose e fucose. As
gimnospermas tendem a ter paredes mais ricas em manose. As principais hemiceluloses
encontradas em parede celular secundarias desse grupo de plantas sdo os galactomananos e 0s
arabinoxilanos acidos (Bochicchio 2003).

Licofitas e Samambaias:

As plantas vasculares estdo divididas em duas grandes linhagens, representadas pelo clado
das licéfitas e outro que inclui as eufilofitas, sendo este ultimo subdividido em outros dois
grandes grupos, as monildfitas e as lignofitas. Acredita-se que esta divisdo basal em licéfita e
eufilofita ocorreu na metade do Devoniano, ha cerca de 400 milhdes de anos, sendo marcada por
uma variedade de aspectos morfolégicos. Um dos mais relevantes é a presenca de células
espermaticas multiflageladas nas eufil6fitas, em oposicao as células espermaticas biflageladas das
licofitas, com excecdo de Isoetes e Phylloglossum (Raven et al. 2001).

As licofitas e samambaias atuais estéo distribuidas nos clados das licofitas e monilofitas.
Sdo dois grupos monofiléticos: Lycophyta (Lycopodiaceae, Selaginellaceae e Isoetaceae) e
Samambaias que inclui Psilotales (Psilotaceae), as Equisetales (Equisetaceae), Ophioglossales
(Ophioglossaceae), Marattiales (Marattiaceae), Marsileales (Salviniales e Marsileaceae) e
Salviniales (Salviniaceae) e as demais samambaias, (Pryer et al. 2001).

As samambaias sdo 0 primeiro grupo de plantas que conseguiu conquistar efetivamente o
ambiente terrestre devido a caracteristicas como um sistema de fixacdo e absorcao, presenca de
rizomas; desenvolvimento de um sistema de conducdo, xilema e floema (neste a deposicdo de

lignina é de grande importancia); presenca de cuticula, que evita a dessecacdo excessiva,
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presenca de estdmatos para as trocas gasosas; tecidos fotossintetizantes e esporos. Essas
caracteristicas ndo surgiram necessariamente nas samambaias pela primeira vez, mas foram essas
caracteristicas que possibilitaram que essas plantas dominassem o ambiente terrestre. A maioria
das samambaias e licofitas € homosporada, ou seja, produz apenas um tipo de esporo, que apos
germinar da origem a um gametdfito bissexuado. O ciclo de vida dessas plantas apresenta uma
alternancia de geracGes (heteromorfas), na qual a geracdo esporofitica € a fase dominante e a
geracao gametofitica é nutricionalmente independente da esporofitica (Raven et al. 2001).

As samambaias geralmente ocorrem em ambientes Umidos, ou sazonalmente Umidos, na
maioria das vezes em regides tropicais, mas podem ocorrer ocasionalmente nas bordas de

desertos e também no artico (algumas poucas espécies de Selaginella) (Judd at al. 2002).

Paredes celulares, taxonomia e evolucdo:

Existem relativamente poucos trabalhos que discutem a parede celular do ponto de vista
evolutivo. Os principais estudos foram feitos com sementes, que apresentam paredes enriquecidas
com um determinado polimero de reserva, o que simplifica sua estrutura. Bailey (1971) notou
que algumas leguminosas apresentavam galactomananos nas sementes e suas ramificagdes
pareciam ter um significado taxonémico.

A Ultima avaliagdo dos galactomananos como marcadores taxondmicos e evolutivos foi
apresentada por Buckeridge et al. 2000b. Esses autores apresentaram uma separagdo de
subgrupos com base nos dados de Leguminosae que referendam a taxonomia do grupo baseada
em dados morfolégicos. Espécies menos derivadas (Caesalpinioideae) apresentam
galactomananos com menor grau de ramificacdo com galactose do que espécies mais derivadas
em Faboideae. As Mimosoideae formam um grupo distinto das outras duas. Com base nesses
dados, Buckeridge et al. 2000b, propuseram que as paredes celulares das sementes de
Leguminosae teriam sido alteradas por mecanismos de transferéncia e intensificagdo de funcdes
nos moldes propostos por Darwin (1865) e posteriormente por Stebbins (1974).

Um trabalho de cunho taxonémico também foi publicado por Mayworm et al. (2000), que
examinaram polissacarideos de paredes celulares de sementes de diversas espécies, 0s autores
mostraram que a composicdo dos polissacarideos pode ser usada para separar espécies de
diferentes subfamilias de Vochysiaceae. Carpita (1996) e Smith & Harris (1999) utilizaram o
sistema de Dahlgren (1985) para comparar a composicdo e estrutura das paredes celulares de

monocotiledoneas. Utilizando pardmetros como a presenca ou auséncia de xiloglucano, de B-
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glucanos, proporcdo de pectinas e também presenca ou ndo de autofluorescéncia, foi possivel
mapear 0s polissacarideos dos diferentes grupos de monocotileddneas. Porém, pouco se sabe
sobre os fatores seletivos que provocaram as mudancas observadas.

Em relacdo aos estudos de paredes celulares primarias de plantas superiores, ha um
namero relativamente pequeno de estudos que contemplam a diversidade estrutural e funcional
dos polimeros. A maioria do que se sabe é derivada de estudos com plantas de importancia
econbmica, principalmente do ponto de vista do uso em agricultura. Ainda assim, o
conhecimento disponivel permitiu agrupamentos que vém possibilitando compreender melhor
como a parede celular das plantas foi moldada ao longo da evolugéo (Bailey, 1971).

Um ponto de vista € que as samambaias e licofitas tornaram-se relativamente menos
importantes no planeta devido ao grande sucesso das angiospermas durante o periodo Cretaceo
(cerca de 160 milhdes de anos) (Niklas 1997). No entanto, descobertas recentes sugerem que as
samambaias atuais sdo o resultado de uma diversificacdo mais recente, que ocorreu “a sombra”
das angiospermas (Schneider et al. 2004). Apesar de possuirem ancestrais comuns no passado
longinquo a partir do Devoniano, ha 400 milhdes de anos, o principal periodo de diversificacao
das samambaias e licofitas foi na segunda metade do Cretéceo, a partir de 100 milhGes de anos e
ocorreu paralelamente a diversificacdo das angiospermas (Schneider et al. 2004).

A maior parcela do conhecimento existente sobre a composicao das paredes celulares de
plantas vasculares esta baseada nos grupos atuais de angiospermas, isto é, presentes no planeta
durante os ultimos 100 milhdes de anos. Perdem-se, com isso, informacdes importantes relativas
ao processo cumulativo que resultou nas paredes celulares das plantas vasculares durante cerca de
470 milhdes de anos da historia das plantas, durante os quais as samambaias e licofitas foram de
grande importancia (Niklas 1997 e Schneider et al. 2004).

A tabela 1 mostra os principais componentes da parede celular conhecidos. Os
componentes foram distribuidos conforme os grandes grupos de organismos e nota-se que em
todos eles a celulose estd presente. Este parece, portanto, ser um composto essencial para
qualquer tipo de parede. O que parece variar sdao as hemiceluloses e as pectinas. Em plantas
superiores, aparentemente, todas as células parecem apresentar algum xiloglucano, mas em
monocotiledoneas em proporcdo bem menor (Carpita, 1996).

Existem apenas alguns estudos com polissacarideos de tecidos lignificados de
espermatofitas e poucos estudos sobre samambaias e licofitas, e bridfitas (Bremner e Wilkie
1971, Fry 2003). Fry (2003) realizou um trabalho com algas e briofitas, tratando da evolucédo da
parede primaria desses grupos e comparou seus resultados com o0s obtidos para plantas
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vasculares. Ele encontrou xiloglucano, e detectou acido galacturdnico e manose em todas as
briofitas analisadas. Em outro trabalho realizado por Fry (2004), foi detectada em algumas algas,
briofitas e licofitas a presenca de um actcar incomum, identificado como 3-O-metil-ramnose. Em
um estudo feito com Pteridium aquilinum (L.) Kuhn, uma samambaia, o principal polissacarideo

encontrado foi um galactomanano (Bremner & Wilkie 1971).

Tabela 1. Composicao descrita da parede celular de diferentes grupos taxondmicos vegetais.

Grupos de organismos Principais polissacarideos encontrados

Bactérias Celulose, acido teicoico e lipopolissacarideos.

Fungos Celulose, (1-3,1-6) beta-Glucanos, alfa (1,4) mananos, quitina,
quitosano.

Algas Celulose, galactanos com diferentes graus de sulfatacdo (agar,

carragenano, furcelarano)

Bridfitas Celulose, agucares incomuns como MeRha, RGII

Samambaias e licofitas*  Celulose, galactomanano e xiloglucano.

Eudicotileddneas Celulose, xiloglucanos, mananos, arabinogalactanos, é&cido
poligalacturdnico.

Monocotileddneas Celulose, arabinoxilanos, mananos, glucoarabinogalactanos e f-

glucanos.

* Utilizando os dados de Silva, 2005.

Matsunaga et al. (2004), examinaram a presenca de um dos componentes das pectinas
(Ramnogalacturonano 1) na parede celular sob o ponto de vista da evolugdo em plantas
vasculares, incluindo samambaias e licofitas. Até entdo, havia uma lacuna no estudo da parede
celular dessas plantas sob o ponto de vista filogenético e/ou evolutivo e que, portanto,
comparasse varias espécies escolhidas por critérios taxondmicos.

De acordo com Pryer et al. (2001), a maioria dos 470 milhGes de anos da historia das
plantas em nosso planeta pertence as pteridofitas, que s6 cederam ao dominio das espermatdfitas
ha cerca de 90 milhdes de anos. Apesar da sua importancia, nao foi possivel encontrar trabalhos
em que as paredes celulares de samambaias e licofitas tenham sido analisadas com a coleta

sistematica de espécies conforme o que se conhece sobre a filogenia do grupo.
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Recentemente, Silva (2005) examinou em detalhe, através de fracionamento com alcali e
analises de monossacarideos, as paredes celulares de 11 espécies de samambaias e licofitas. Com
os dados de composicdo monossacaridica, foi feito um estudo de agrupamento visando comparar
as espécies, que haviam sido coletadas estrategicamente para tentar avaliar a possibilidade de que
a composicao variasse conforme a filogenia. A autora verificou que os dados ndo corroboravam a
filogenia proposta por Pryer et al. (2001), mas que as espécies se agrupavam de acordo com
diferencas fundamentais na composicdo de suas paredes. Houve a separacao de dois grupos, um
deles rico em mananos (H1) e outro rico em xiloglucanos (H2). Este trabalho levantou a hip6tese
de que apesar de haver um agrupamento que possibilita distinguir as paredes das folhas de
diferentes espeécies, este ndo referenda a classificagdo feita com base em dados morfoldgicos e
moleculares (Pryer et al. 2001-Figura 3) e que outros fatores, como pressfes ambientais,
poderiam estar relacionados com estas diferencas. No entanto, como o0 nimero de espécies entdo
analisado era relativamente pequeno para ter certeza das conclusbes, o presente trabalho foi
direcionado para examinar um dos grupos de hemiceluloses e tentar verificar se as alteragdes

estruturais poderiam ou ndo estar relacionadas a filogenia das samambaias e licéfitas.
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O grupo escolhido foi o dos xiloglucanos. Esta escolha foi norteada pelo fato de que os
xiloglucanos apresentam caracteristicas estruturais bastante peculiares e relativamente bem
conhecidas. Ao serem hidrolisados com celulase, eles formam oligossacarideos caracteristicos,
compostos por 4 ou 5 glucoses na cadeia principal (ver detalhes sobre as ligagdes glicosidicas
acima). Um sistema de classificacdo dos oligossacarideos de xiloglucano foi proposto por Fry et
al. (1993). Os nomes atualmente utilizados sdo listados abaixo:

- Glucoses sem ramificacdos: G

- Glucoses ramificadas com xilose: X

- Glucoses ramificadas com xilose e galactose: L

- Glucoses ramificadas com xilose, galactose e fucose: F.

Outros tipos de ramificagdes tém outros cddigos, mas estes sdo 0s que serdo relevantes
neste trabalho.

Os xiloglucanos possuem uma combinacdo destes motivos estruturais bastante
caracteristicos. Em eudicotiledoneas, em geral a hidrélise do xiloglucano leva a producdo de
misturas de oligossacarideos como XXXG, XLXG, XXLG, XLLG, XXFG. Eles ocorrem em
diferentes proporc¢oes, dependendo da planta e do tecido vegetal que se examina. A combinagéo
de oligossacarideos que sdo encontrados em um dado tecido ou espécie € chamada de estrutura
fina do xiloglucano.

Em tecidos de reserva, por exemplo, ndo se observa a presenca de fucose e em espécies
como Tropaeolum majus, Tamarindus indica e Copaifera langsdorffii, a hidrélise com celulase
fangica leva a producdo de uma mistura de XXXG, XLXG, XXLG e XLLG apenas (Buckeridge
et al. 1992). Nesse trabalho, os autores analisaram os xiloglucanos de sementes provenientes de
diferentes populacdes de C. langsdorffii (da mata e do cerrado) e verificaram que a estrutura fina
do xiloglucano de reserva das sementes desses dois biomas € distinta, denotando que varia¢des
ambientais poderiam influenciar nas caracteristicas estruturais do xiloglucano.

Em 1997, Buckeridge e colaboradores encontraram em sementes de jatoba (Hymenaea
courbaril) uma nova familia de oligossacarideos que tem como base 0 XXXXG, ou seja, com
cinco, ao invés de quatro glucoses na cadeia principal. A estrutura fina do xiloglucano de jatoba
tem sido estudada em profundidade (Tiné et al. 2006), sendo inclusive proposto que 0s
xiloglucanos tenham combinagdes de oligossacarideos que codifiqguem suas funcdes na parede.
Até o presente apenas espécies do género Hymenaea apresentaram estes oligossacarideos,

podendo assim ser utilizado para caracterizar o grupo taxonémico dentro de Leguminosae.
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Em paredes celulares de tecidos vegetativos, como folhas e hipocotilos, os xiloglucanos
geralmente apresentam fucose em sua composi¢do. A presenca de fucose leva a deteccdo dos
oligossacarideos XXFG, XLFG principalmente (Vincken et al. 1997). Os autores mencionam que
xiloglucanos que ndo tenham sido extraidos com alcali podem revelar acetilacdo nas posic¢des 2, 3
e 6 da galactose do XXFG e do XLFG.

Objetivos:

Estudar a composicdo e estrutura das hemiceluloses da parede celular de samambaias e
licofitas coletadas de acordo com a filogenia mais recente para o0 grupo proposta por Pryer et al.
2001 e Smith et al. 2006 com vistas a correlacionar este padrdo com a filogenia e/ou com

caracteristicas ambientais e funcionais.

Material e Métodos:

Material veqgetal:

Tendo como base a filogenia de samambaias apresentada no trabalho de Pryer et al.
(2001) (Figura 3), foram selecionadas as espécies para o presente estudo sobre a parede celular.
As espécies sdo provenientes das seguintes localidades: Parque Estadual das Fontes do Ipiranga,
PEFI (S&o Paulo, SP); mata nativa do Jardim Botanico de Bauru (Bauru, SP); da Reserva de
Cauaia, Lapa do Santo e Fazenda Castelo da Jaguara (Matozinhos, MG); da Reserva Particular do
Patriménio Natural “El Nagnal”, RPPN (Magé, RJ); do Parque Natural dos Aparados da Serra
(Cambara do Sul, RS); da regido de Sao José do Rio Preto, SP e Sorocaba, SP. As espécies, com
suas respectivas familias e nimero de coletor, estdo listadas na tabela 2-7, abaixo. Os espécimes
testemunhos estdo depositados nos Herbarios do Instituto de Botéanica (SP) e no Departamento de
Botanica da USP (SPF). A identificacdo do material coletado foi realizada com base nos
trabalhos de Prado (2004 a, b, ¢) e Tryon & Stolze (1989 a, b).
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Tabela 2 - Primeira coleta de frondes estéreis de samambaiase licéfitas, realizada no PEFI

(Parque Estadual das Fontes do Ipiranga), reserva de Mata Atlantica.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie
coletadas Coletor
1 Prado 1604 Gleicheniaceae Gleichenella pectinata (Willd.) Ching
2 Prado 1605 Gleicheniaceae Sticherus bifidus (Willd.) Ching
3 Prado 1606 Polypodiaceae Serpocaulon catharinae (Langsd. & Fisch.) A. R. Sm.
4 Prado 1607 Cyatheaceae Cyathea delgadii Sternb.
5 Prado 1608 Blechnaceae Blechnum brasiliense Desv.
6 Prado 1609 Cyatheaceae Cyathea corcovadensis (Raddi) Domin
7 Prado 1610 Dryopteridaceae Lomagramma guianensis (Aubl.) Ching
8 Prado 1611 Dicksoniaceae Lophosoria quadripinnata (J. F. Gmel) C. Chr.
9 Prado 1612 Pteridaceae Pteris decurrens C. Presl
10 Prado 1613 Dryopteridaceae Polybotrya cylindrica Kaulf.
11 Prado 1614 Woodsiaceae Deparia petersenii (Kunze) M. Kato
12 Prado 1615 Pteridaceae Pteris splendens Kaulf.
13 Prado 1616 Dryopteridaceae Megalastrum connexum (Kaulf.) A. R. Sm & R. C. Moran
14 Prado 1617 Dryopteridaceae Ctenitis aspidioides (C. Presl) Copel.
15 Prado 1618 Polypodiaceae Campyloneurum major (Hieron. ex Hicken) Lellinger
16 Prado 1619 Aspleniaceae Asplenium gastonis Fée
17 Prado 1620 Dryopteridaceae Lastreopsis amplissima (C. Presl) Tindale
18 Prado 1621 Blechnaceae Blechnum binervatum subsp. acutum (Desv.) R. M. Tryon
& Stolze
19 Prado 1622 Blechnaceae Blechnum occidentale L.
20 Prado 1623 Dennstaedtiaceae Pteridium arachnoideum (Kaulf.) Maxon
21 Prado 1624 Polypodiaceae Microgramma vacciniifolia (Langsd. & Fisco.) Copel.
22 Prado 1625 Polypodiaceae Pleopeltis hirsutissima (Raddi) de la Sota
23 Prado 1626 Blechnaceae Salpichlaena volubilis (Kaulf.) Hook.
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Tabela 3 - Segunda coleta de frondes estéreis de samambaias e licéfitas, realizada na regido do

Jardim Boténico de Bauru. Reserva de mata de cerrado e mata pluvial decidua.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie

coletadas coletor
24 Prado 1632 Polypodiaceae Serpocaulon latipes (Langsd. & Fisch.) A. R. Sm.
25 Prado 1633 Polypodiaceae Pleopeltis polypodioides (L.) E. G. Andrews & Windham
26 Prado 1634 Thelypteridaceae Thelypteris interrupta (Willd.) K. Iwats.
27 Prado 1635 Thelypteridaceae Thelypteris conspersa (Schrad.) A. R. Sm.
28 Prado 1636 Thelypteridaceae Thelypteris opposita (Vahl) Ching
29 Prado 1638 Dryopteridaceae Polybotrya goyazensis Brade
30 Prado 1639 Polypodiaceae Microgramma lindbergii (Mett.) de la Sota
31 Prado 1640 Pteridaceae Adiantum serratodentatum Willd.
32 Prado 1641 Polypodiaceae Pecluma paradiseae (Langsd. & Fisch.) M. G. Price
33 Prado 1642 Dryopteridaceae Cyclodium meniscioides (Willd.) C. Presl
34 Prado 1643 Thelypteridaceae Thelypteris biformata (Rosenst.) R. M. Tryon
35 Prado 1644 Thelypteridaceae Thelypteris longifolia (Desv.) R. M. Tryon
36 Prado 1647 Pteridaceae Doryopteris lomariacea Klotzsch
37 Prado 1650 Blechnaceae Blechnum imperiale (Fée & Glaziou) H. Christ
38 Prado 1651 Blechnaceae Blechnum regnellianum (Kunze) C. Chr.
39 Prado 1652 Pteridaceae Doryopteris concolor (Langsd. & Fisch.) J. Sm.

Tabela 4 - Terceira coleta de frondes estéreis de samambaias e licofitas, realizada em

Matozinhos, MG. Reserva Cauaia, Lapa do Santo e Fazenda Castelo da Jaguara. Reserva de

mata ciliar e cerrado.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie

coletadas coletor
40 Ceccantini 2953 Lygodiaceae Lygodium venustum Sw.
41 Ceccantini 2959 | Thelypteridaceae Macrothelypteris torresiana (Gaudich.) Ching
42 Ceccantini 2960 Pteridaceae Adiantum deflectens Mart.
43 Ceccantini 3010 Pteridaceae Adiantopsis chlorophylla (Sw.) Fée
44 Ceccantini 3011 Pteridaceae Pteris vittata L.
45 Ceccantini 3014 Pteridaceae Pteris denticulata Sw.
46 Ceccantini 3015 Pteridaceae Hemionitis tomentosa (Lam.) Raddi
47 Ceccantini 3022 Polypodiaceae Pecluma plumula (Humb. & Bonpl. ex Willd.) M.G. Price
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Tabela 5 - Quarta coleta de frondes estéreis de samambaias e licofitas, realizada em Magé, RJ.

RPPN (Reserva Particular do Patrimonio Natural “El Nagnal”). Reserva de Mata Atlantica.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie

coletadas coletor
48 Ceccantini 3067 Pteridaceae Acrostichum danaeifolium Langsd. & Fisch.
49 Ceccantini 3075 Polypodiaceae Serpocaulon meniscifolium (Langsd. & Fisch.) A. R. Sm.
50 Ceccantini 3082 Dryopteridaceae Elaphoglossum iguapense Brade
51 Ceccantini 3083 Dryopteridaceae Bolbitis serratifolia Schott
52 Ceccantini 3084 Dryopteridaceae Olfersia cervina (L.) Kunze
53 Ceccantini 3085 Anemiaceae Anemia mandioccana Raddi
54 Ceccantini 3086 Tectariaceae Tectaria incisa Cav.
55 Ceccantini 3088 Hymenophyllaceae Hymenophyllum polyanthos (Sw.) Sw.
56 Ceccantini 3089 Hymenophyllaceae Trichomanes rigidum Sw.
57 Ceccantini 3090 Selaginellaceae Selaginella valida Alston
58 Ceccantini 3091 Selaginellaceae Selaginella decomposita Spring
59 Ceccantini 3092 Aspleniaceae Asplenium triguetum N. Murak & R. C. Moran

Tabela 6 - Quinta coleta de frondes estéreis de samambaias e licofitas, realizada em Cambara do

Sul, RS no Parque Natural dos Aparados da Serra. Reserva de Floresta de Araucéria, campos e

floresta pluvial atlantica.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie
coletadas coletor
60 Bezerra da Silva 1 Gleicheniaceae Dicranopteris linearis (Burm. f.) Underw.
61 Bezerra da Silva 2 Lycopodiaceae Lycopodium clavatum L.
62 Bezerra da Silva 3 Dryopteridaceae Rumohra adiantiformis (G. Forst.) Ching
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Tabela 7 - Sexta coleta de frondes estéreis de samambaias e licofitas, realizada na regido de Sdo
José do Rio Preto, SP, com excec¢édo de Alsophila setosa, coletada em Sorocaba. Reservas de mata

seca semi-decidua.

Plantas Nome e N. de Familia Espécie
coletadas coletor
63 Prado 1689 Cyatheaceae Alsophila setosa Kaulf.
64 Prado 1712 Dennstaedtaceae | Dennstaedtia obtusifolia (Willd.) T. Moore.
65 Prado 1721 Pteridaceae Adiantum abscissum Schrad.
66 Prado 1763 Pteridaceae Adiantopsis radiata (L.) Fee
67 Prado 1767 Aspleniaceae Asplenium otites Link

As frondes foram lavadas com agua corrente, secas com papel absorvente, pesadas,
congeladas em nitrogénio liquidas, e secas em liofilizador, antes da obtencdo do p6 em moinho
manual de facas IKA A1l basic. As fibras das nervuras foram separadas para que fosse extraido o
material mais rico em parede celular priméaria do mesofilo, evitando ao maximo utilizar material
dos tecidos vasculares. O material pulverizado foi passado por uma peneira para minimizar a

interferéncia das fibras.

Fracionamento da parede celular:

A metodologia de fracionamento foi desenvolvida a partir do procedimento de
Gorshkova et al. (1996). O acerto do procedimento foi feito inicialmente com algumas espécies
para a melhor adaptacdo possivel aos materiais de samambaias e licofitas. O fracionamento da

parede celular foi feito a partir de 500 mg de material vegetal seco e moido.

Extracdo de agucares soluveis:
Foram pesados os tubos vazios e neles colocados os pds das frondes. Foram feitas quatro

extracOes sucessivas de agucares solGveis com etanol 80% por 20 minutos sob agitacdo. O
material foi centrifugado a 1000g durante 40 min a 15° C (centrifuga Sorvall e rotor HS-4), o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado trés vezes com agua destilada, seco no
liofilizador e pesado.
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Extracdo de amido:
Trinta e cinco mililitros de DMSO 90% foram adicionados ao material vegetal

previamente submetido a extracdo de acgUcares. Foram feitas duas extracdes com DMSO 90%, a
primeira durante cinco horas e a segunda, overnight, sempre sob agitacdo constante. Apos essa
extracdo o material foi centrifugado nas mesmas condic¢Oes descritas acima, 0s sobrenadantes
foram descartados e o precipitado lavado trés vezes com agua destilada. Novamente o

precipitado foi seco em liofilizador e pesado.

Extracéo de pectinas:
Essa extracdo foi feita adicionando-se 40 mL de oxalato de aménio 0,5% (p/v) para 0s

500 mg iniciais de p6. O material foi incubado por 1h com agitacdo constante a 80° C (quatro
vezes). Terminada a extracdo foi levado a centrifuga, o sobrenadante foi descartado e o residuo

lavado trés vezes com agua destilada, seco e pesado.

Fracionamento da parede celular com NaOH:
Foram adicionados aos tubos 20 mL de solu¢cdo NaOH 0,1M com NaBH, (3 mg/ml). As

amostras permaneceram em agitacdo por 1h a temperatura ambiente. Esse procedimento foi
repetido mais duas vezes. O precitado foi lavado de trés a quatro vezes em agua destilada, seco
no liofilizador e pesado. Posteriormente essa extracdo foi feita da mesma maneira com NaOH
1M, 4M e 8M. Para andlise de hemiceluloses os sobrenadantes das fracbes 4M e 8M foram,
neutralizados, e dialisados contra agua corrente durante 24 horas e depois foram efetuadas de
trés a cinco trocas com agua destilada. Esse sobrenadante das fracGes 4 e 8M foram secos em
liofilizador para posterior analise em HPLC.

Ao final desse procedimento apenas as fracbes NaOH 4M e NaOH 8M foram reservadas

para posterior anélise.

Hidrolise 4cida:
O polissacarideo obtido com esse fracionamento descrito acima foi submetido a uma

dialise e liofilizacao.

Cinco miligramas do material liofilizado das extragdes NaOH 4M e NaOH 8M foram
retiradas para hidrdlise. Esse material foi colocado em tubos de ensaio de vidro com 100 uL de
H.SO, 72% pl/p e levado ao banho-maria por 45 minutos a 30° C para pré-hidrélise.
Posteriormente foi acrescentado 1 mL de &gua destilada e levado para autoclave por 1 hora.
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Ao final desse processo as amostras foram neutralizadas e passadas em coluna de troca

idbnica Dowex.

Analise de monossacarideos em HPLC:
Os monossacarideos resultantes da hidrdlise acida foram analisados por cromatografia de

troca ibnica com detector de pulso amperométrico (DIONEX, USA) em coluna Carbo Pac PA-1.
A separacdo foi feita em 60 minutos, com agua, tendo um pulso, nos primeiros 2 minutos, de
NaOH 20 mM e um fluxo de ImL/min. Foi utilizada p6s-coluna com NaOH 500 mM e fluxo de
0,5 mL/min.

Uma aliquota da fragdo NAOH 4M de 5mg do pé liofilizado da fracdo extraida com
NaOH 4M de Adiantum raddianum foi solubilizada em 1mL de Na,SO, 100 mM pH 4,6 com
agitacdo por 1 hora. Apos este periodo, 0,3 g de 1-Ciclohexil-3-(2-morfolinoetil) carbodiimida
meta-p-toluenosulfonato 95% (Aldrich C106402) foram adicionados e a solucdo foi incubada por
mais 1 hora a temperatura ambiente. A amostra foi entdo resfriada e o pH conferido (4,75). Com
este procedimento, as carboxilas das pectinas foram reduzidas a alcool, transformando assim as
unidades de é&cido galacturdonico e glucurénico das pectinas em galactose e glucose
respectivamente. O material foi dialisado por 24 horas com agua destilada e, em seguida,
liofilizado. O polissacarideo duplamente reduzido e seco foi armazenado a vacuo com pentoxido
de fésforo em um dessecador em tubos Corex de borosilicato por 3 horas. Em seguida, o material
seco foi incubado com 1 mL de DMSO (dimetil sulféxido) por 1 hora. Um mL de butilitio foi
adicionado cuidadosamente mantendo-se uma atmosfera de argénio em sistema aberto em cada
um dos tubos. Este € um ion forte que promove a ionizacgdo das hidroxilas livres dos carboidratos.
Estas hidroxilas foram metiladas com a adi¢do de 1 mL de iodeto de metila (CH3l) (Gibeaut &
Carpita 1991).

Apos esse procedimento o material foi hidrolisado com acido trifluoracético (TFA) 1M
por 2h e em seguida reduzido com boroidreto de sédio (NaBH;). O excesso de boroidreto de
sodio foi retirado com adicdo de acido acético glacial que forma acetato de sodio e gas
hidrogénio. Finalmente, o material foi acetilado por incubacdo com anidrido acético (1 mL) e
Piridina (0,1 mL), tornando os compostos em alditois acetatos metilados, os quais sdéo compostos
volateis que foram analisados por Cromatografia Gas-Liquido com deteccdo por espectrometria
de massas GC-MS da Agilent (Carpita & Shea 1989). As fragmentacOes obtidas na
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espectrometria de massas e 0s tempos de retencdo foram interpretados com auxilio do Prof. Nick
Carpita do Department of Botany and Plant Pathology da Universidade de Purdue.

Além disso, 1 mg do mesmo material foi submetido a hidrélise &cida com TFA 1M por 3
horas e os monossacarideos livres foram acetilados como descrito acima. Este procedimento

permitiu avaliar a composi¢do de monossacarideos.

Analises por espectrometria de massas Maldi-Tof:

Amostras de pé de folhas (10 mg) foram submetidas a extragdo com 1 mL etanol 70% a
temperatura ambiente (3 vezes) seguido de lavagens com uma mistura de cloroférmio metanol
(1:1) até que toda a pigmentacdo fosse retirada (em média de seis a oito lavagens). O precipitado
foi seco por liofilizacdo em Speedvac.

Aliquotas de 1mg de cada amostra foram submetidas a lavagem com 50 uL de tampé&o
acetato de aménio 1M, pH 4,5 + 950 ul de 4gua milli-Q. A mistura foi fervida por 15 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com o mesmo tampao, sem fervura. Ao
precipitado foi adicionada a enzima xiloglucano endo-glucanase, em um primeiro teste e
posteriormente, num segundo teste, foi adicionada celulase Megazyme (4 uL contendo 0,2U), 5
uL de acetato de amonio 1M pH 4,5, 5 uL de azida sodica e 86 uL de 4gua deionizada (milli-Q).
A incubacdo foi feita a 37° C por 15 horas com agitacdo constante. Apds centrifugacdo a 14000g,
20 pL do sobrenadante da reacao foram retirados e submetidos a um tratamento com resina de
troca anidnica para que somente os cations ficassem presentes, ionizando os oligossacarideos.
Apdbs contato com a resina durante 15 minutos, a placa de Maldi-Tof foi preparada através da
aplicacdo de 2 uL de acido 2,5-dihidroxi benzoico. Apds secagem a vacuo, 2 ulL dos
oligossacarideos obtidos pela acdo enzimatica e tratamento com a resina anidnica, foram
aplicados em placa sobre os mesmos pontos na matriz. Todo o processo de aplicacdo dos
oligossacarideos nunca excedeu 3 minutos e apos este periodo foi seco a vacuo por 2 minutos. A
matriz foi analisada em um espectrometro da Shimadzu Biotech Axima CFRPIus.

Apos a fragmentacdo, os dados foram analisados em software da Shimadzu Biotech
MALDI-MS. Os dados quantitativos relativos as massas relevantes para a estrutura do
xiloglucano foram transferidos para o programa MS Excel e expressos em gréaficos de barra.

Os oligossacarideos sdo detectados por intensidade medida em Milivolt. Apesar de o
equipamento ter detectado varios outros picos, que nao foi possivel identificar, consideramos a
soma das intensidades correspondentes aos picos dos oligossacarideos citados, como 100%. E
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importante lembrar que a composicdo da parede celular dessas plantas possui outros picos
correspondentes a outras substancias, dando margem a continuidade desse estudo sobre

polissacarideos de samambaias e licofitas.

Andlise de agrupamento:

Para o tratamento dos dados foi desenvolvida uma matriz de correlagdes entre as 67
espécies e 0 padrdo comparativo, jatoba (Hymenaea courbaril), que foram investigadas quanto a
composicdo dos polissacarideos de parede celular priméria, utilizando os dados de
oligossacarideos obtidos com a anéalise de Maldi-tof.

As analises de agrupamento foram conduzidas por meio da constru¢do de uma matriz
binéria, onde o “0” atesta auséncia dos oligossacarideos e o “1” atesta a presenga, tendo sido
construido um dendograma a partir do calculo dos coeficientes de Jaccard, fazendo uso do
algoritmo do vizinho mais distante, a partir disso, procedeu-se com uma analise de agrupamento,
fazendo uso do pacote estatistico R project.

As matrizes geradas e as linhas de comando estdo disponiveis a consulta na secdo de

anexos desta tese.

Resultados & Discussao:

Parte I- Andlises da parede celular de 17 espécies selecionadas:

Foram estudadas 67 espécies de samambaias e licofitas. Das espécies coletadas, 17 (ca.
25%) foram selecionadas para extracdo completa de parede celular.

Para interpretar os resultados obtidos, partiu-se do principio que na parede celular de
samambaias e licofitas temos os mesmos padrdes de ligagBes glicosidicas encontrados em
polissacarideos que ocorrem em Spermatophyta. De fato, nossos dados do trabalho anterior a este
(Silva et al. submetido Anexo) ddo suporte a esta hipdtese. Além disso, tal observacdo tem sido
confirmada pela literatura (ver introducdo) e agora também confirmada para as hemiceluloses de
Adiantum raddianum (Silva et al, submetido — anexo 3 — tabela 10).

Na Tabela 8, observam-se os rendimentos expressos em miligramas e em porcentagem, da

parede celular obtida com o fracionamento completo. Como o objetivo do projeto € também
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investigar mais profundamente as hemiceluloses, somente as fragdes 4 e 8M foram dialisadas e

liofilizadas para posterior analise em HPAEC.
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Tabela 8 - Rendimento expresso em miligramas e em porcentagem. Os numeros destacados em
vermelho mostram as espécies que possuem praticamente o dobro do rendimento na fracdo 4M,
em azul as espécies que possuem o rendimento da fracdo 8M com praticamente o dobro do

rendimento em relacdo a 4M, e as em preto espécies com rendimentos semelhantes.

Espéces NaOH 4M NaOH 8M IM/EM
mg % Mg %

Cyathea delgadii 26,8 8,85 7,8 2,58 3,43
Cyclodium meniscioides 149 464 8,4 2,62 1,77
Hemionitis tomentosa 9,2 6,28 7,6 5,19 1,21
Hymenophyllum polyanthos 9,2 5,70 7,6 4,45 1,28
Lastreopsis amplissima 245 7,65 22,8 7,12 1,07
Lomagramma guianensis 36,2 12,44 4,1 1,41 8,82
Lophosoria quadripinnata 17,1 4,97 8,4 2,44 2.04
Lygodium venustum 21,0 6,43 10,3 3,15 2.04
Pecluma pldmula 223 926 12,0 4,98 1,86
Polybotyia goyazensis 14,3 4,60 16,9 5,43 0,85
Serpocaulon catharinae 24,4 7,47 15,7 4,80 1,56
Pteris splendens 27,1 8,05 7,6 2,26 3,56
Sticherus bifidus 136 4,71 11,2 3,87 1,22
Tectaria incisa 21,0 817 10,3 8,17 1,00
Thelypteris longifolia 29,0 10,16 54 1,89 5,38
Thelypteris opposita 23,4 9,17 4,3 1,68 5,46
Trichomanes rigidum 22,3 4,24 12,0 9,04 0,47
MEDIA 21 7.2 10,1 4,2 1,73
Maximo 36,2 124 228 9,1 8,82
Minimo 9,2 4,2 4,1 1,4 0,47

DESVIO PADRAO 7.2 2.3 48 2.3 29
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O rendimento das hemiceluloses mostrado na Tabela 8 foi obtido a partir do peso apos as
extracOes de acUcares soluveis e amido, ou seja, foram considerados 100% de parede celular,
apenas os rendimentos de pectinas, hemiceluloses e celulose.

Até o momento, 17 espécies foram analisadas e os rendimentos apds fracionamento com
NaOH deram resultados cujas médias se aproximam de 7 e 4% de rendimento para NaOH 4 e 8M
respectivamente. Estes dados conttm um alto nivel de variagdo quando analisados
comparativamente, mas através dos valores maximos observados pode-se concluir que as
hemiceluloses podem chegar a cerca de 20% da parede celular no maximo e cerca de 5%, em
média, no minimo. Das 17 espécies analisadas 6 (ca. 35% - em preto na coluna 4M/8M da Tabela
8) apresentaram o rendimento em NaOH 8M similar ao de 4M. Pode-se observar ainda que a
fracdo NaOH 4M apresentou um rendimento relativamente maior do que em NaOH 8M, sendo a
primeira, em média, o dobro da segunda. Isto provavelmente significa que a maior parte das
hemiceluloses é extraida nessa etapa do fracionamento, com excecéo de Lastreopsis amplissima,

que teve os rendimentos das fracdes 4 e 8M muito semelhantes.

Analises de monossacarideos:
A Tabela 9 mostra as analises de monossacarideos das espécies selecionadas e cujas

paredes celulares foram fracionadas com NaOH. Os dados analisados foram os das fragcdes 4M e
8M que constituem as hemiceluloses. Tentamos encontrar correlagdes entre os rendimentos e a
composicdo de monossacarideos. Isto foi feito porque inicialmente levantamos a hipdtese de que
0s 35% (em negrito na Tabela 8) das espécies em que se encontraram proporc¢des relativamente
maiores de hemiceluloses na fragcdo 8M poderia se correlacionar com a presenca de vasos
condutores, que segundo se aceita amplamente, deveria apresentar maior teor de xilose, uma vez
que os xilanos sao os polimeros que sdo detectados em celulas do xilema e fibras juntamente com
altos teores de celulose.

No entanto, ndo foi encontrada correlacdo clara entre os teores de xilose na fracdo 4M e as
razGes 4M/8M de rendimento para as espécies. Testes para correlagdes com os demais aglcares
foram efetuados. Porem somente um deles se mostrou com uma tendéncia digna de nota.

A Figura 4 mostra uma proposta hipotética de correlacdes entre os teores de manose na
fracdo 4M e as razbes 4M/8M dos rendimentos. O significado destas razdes é que quanto
menores elas sdo, maior seria a forca com que o polissacarideo que contém o monossacarideo

analisado (neste caso a manose) se liga a celulose. Em outras palavras, maior é a dificuldade de
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extrai-lo. Uma outra forma de ver é que as razbes 4M/8M mais altas significam que uma
concentracdo menor (4M) de NaOH ja foi suficiente para solubiliza-lo. Na figura 4, os pontos
foram artificialmente divididos, pois é possivel observar que em algumas amostras com baixo
teor de manose, as razfes sdo baixas enquanto para um outro grupo de 11 espécies, é possivel
observar que quanto maior o teor de manose na fracdo 4M, menor a razdo 4M/8M (ou seja, maior
a forca de ligacdo a celulose, ou menor a solubilidade). Uma hipotese que poderia explicar esta
diferenca na solubilidade em alcali e interacdo dos mananos com a celulose é que o grau de
ramificacdo com galactose poderia ser distinto conforme a interagdo. Em outras palavras, o maior
nivel de ramificacdo com galactose tornaria 0 manano menos interativo. Esta hipdtese foi testada
através da analise da correlacdo entre as proporcfes de manose e galactose nas mesmas fracdes
(4M) (Figura 4B). Observamos que ndo ha uma correlacdo geral quando se observam todas as
espécies, mas que a parte do grafico que agrupou as espécies cuja correlacdo é negativa na Figura
4A, é formada por varias das espécies que apresentaram correlacdo negativa entre galactose e
manose. Esta observacdo sugere que nas espécies com maior teor de manose provavelmente
apresentam mananos menos ramificados que se ligam mais fortemente a celulose.

De todas as correlagdes analisadas entre os monossacarideos encontrados nas 17 espécies
analisadas e seus respectivos rendimentos de hemiceluloses nas fragbes 4 e 8M, aquelas

mostradas na Figura 4 foram as Unicas que mostraram algum sentido e permitiram especulaces.
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Tabela 9. Composicdo em monossacarideos das fragbes NaOH 4M e 8M das espécies listadas na Tabela 8. Para efeito de

comparagdo, sdo mostrados novamente os dados das razdes 4M/8M dos rendimentos que ddo uma estimativa do quédo fortemente as

hemiceluloses estdo aderidas a celulose.

NaOH 4M NaOH 8M

Espécies Ara Gal (€] Man Fuc Ara el Glc (I Man Raz&o 4M/8M

Cyathea delgadii 0,0 0,0 73 19,7, 379 151 20,1 00 0,0 151 196 37,2 9,9 18,2 3,4
Cyclodium meniscioides 0,0 0,0 0,0 11,8 389 243 250 00 00 66 96 412 372 55 1,8
Hemionitis tomentosa 09 44 73 166 276 11,0 323 0,9 6,0 83 19,6 251 6,7 334 1,2
Hymenophyllum polyanthos 0,6 125 7,7 146/ 16,6 7,3 40,7 66 93 139 118 226 55| 303 1,3
Lastreopsis amplissima 0,0 0,0 156 19,7 439 145 6,4 00 00 114 12,8 553 16,7 39 11
Lomagramma guianensis 0,0 0,0 12,2 18,7 48,6 13,7 6,9 0,0 00 17,0 21,0 490 8,4 4,6 8,8
Lophosoria quadripinata 0,2 57 0,7 16,7 23,3 24,1 295 0,0 59 0,8 13,0/ 21,1 17,6 41,7 2,0
Lygodium venustum 0,3 1,9 58,0 8,7 10,6 9,0 11,5 12 44 8,2 16,7/ 195 11,4 385 2,0
Pecluma plumula 14 36 225 11,7 429 9,0 8,9 16 76 31,7 145 255 88| 104 1,9
Polybotrya goyazensis 0,0 0,0 87 17,1 414 28,0 4,8 00 00 87 171 414 280 48 0,9
Pteris splendens 0,0 0,0 86 13,0/ 60,1 74 10,9 00 00 111 119 550 57 16,3 1,6
Serpocaulon catharinae 00 00 10,8 17,2 343 79 299 00 00 36 98 538 55 273 3,6
Sticherus bifudus 1,7 0,0 85 189/ 380 12,1 20,8 13 00 116 195 414 7,8 185 1,2
Tectaria incisa 35 00 268 166 294 17,7 6,1 41 10,3 20,2 12,7 296 214 1,6 1,0
Thelypteris longifolia

Thelypteris opposita

Trichomanes rigidum

Média
Desvio Padréo

Maximo
Minimo
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10,0
9,0 -
8,0
7,0
6,0
5,0
4,0
3,0

Razao 4M/8M

0,0
0,0

45,0
40,0 -
35,0
30,0
25,0
20,0
15,0

% de manose

10,0 -
5,0

10,0 20,0 30,0 40,0 50,0
% de manose na fragcao 4M

A

LV
A PP

0,0
7,0

12,0 17,0 22,0

% de galactose

Figura 4. Possiveis correlacdes entre os teores de manose na fragdo NaOH 4M e as

razdes 4M/8M para os rendimentos das fracdes. (A) Relacdo entre as razdes 4M/8M e a % de

manose na fracdo 4M e (B) relagdo entre as % de manose e de galactose nas mesmas fracoes

(4M)
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Anélise estrutural dos polissacarideos de parede celular de Adiantum raddianum:
Na Tabela 10 a primeira coluna mostra os residuos de agucares encontrados na

metilacdo, os numeros indicam qual o carbono esta ligado na cadeia. A segunda coluna
mostra a porcentagem encontrada desses acUcares. Nas colunas das pectinas, xiloglucanos,
mananos e Xxilanos sdo colocadas as porcentagens de modo que seja possivel somar a
porcentagem encontrada de cada aglcar, em cada polissacarideo, de acordo com os carbonos
ligados. Esta é uma sugestdo hipotética, ja que a ocorréncia dos aclcares metilados pode
variar.

Os numeros indicados antes do residuo de aclcar significam qual o ndmero do
carbono ligado, no caso dos agucares precedidos por uma letra “t”, indica que é um agucar
terminal, ou seja, ligado pelo carbono 1. Analisando-se 0 numero do carbono ligado é possivel
determinar a qual cadeia ele pertence e assim, pode-se concluir qual a hemicelulose presente

na amostra.
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raddianum C. Presl.

Acucar ligado

%

Pectinas Xiloglucano Manano | Xilano
Rhamnose
t-Rham 0,43 0,43 - - -
2-Rham 0,5 0,5 - - -
2,4-Rham 0,63 0,63 - - -
Arabinose
t-Arap Tr Tr - - -
t-Ara 0,38 0,38 - - -
2-Ara 0,5 0,5 - - -
3-Araf 0,6 0,6 - - -
5-Ara 0,55 0,55 - - -
2,5-Ara 0,32 0,32 - - -
Acido Galacturdnico
t-GalA Tr Tr - - -
4-GalA 1,73 1,73 - - -
3,4-GalA 0,52 0,52 - - -
Acido Glucur6nico
t-GIcA 0,59 - - - 0,59
Fucose
t-Fuc 1,38 - 1,38 - -
Galactose
t-Gal 5,47 - 5,47 - -
2-Gal 4,59 4,59 - - -
3-Gal 1,06 1,06 - - -
4-Gal 0,72 0,72 - - -
6-Gal 0,82 - 0,82 - -
2,4-Gal 0,72 0,72 - - -
3,6-Gal 0,97 0,97 - - -
Manose
t-Man 0,51 - - 0,51 -
4-Man 18,31 - - 18,31 -
4,6-Man 1,16 - - 1,16 -
Xilose
t-Xyl 3,38 - 3,38 - -
2-Xyl 6,10 - 6,10 - -
4-Xyl 3,99 - - - 3,99
2,4-Xyl 0,94 - - - 0,94
3,4-Xyl 0,16 - - - 0,16
2,3-Xyl 0,32 - - - 0,32
Glucose
t-Glc 1,33 - 1,33 - -
2-Glc 0,51 - - 0,51 -
4-Glc 12,64 - 12,64 - -
2,4-Glc 0,49 - 0,49 - -
3,4-Glc 0,49 - 0,49 - -
4,6-Glc 26,25 - 26,25 - -
TOTAL 14,22 58,35 20,49 6

Tabela 10- Porcentagem dos aguUcares ligados (metilacdo) da fragdo NaOH 4M de Adiantum
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Observou-se um rendimento aproximado de 14,22% de pectinas, com muitos residuos
de galactose em suas ramificacdes (2-Gal; 3-Gal; 3,6-Gal), que corroboram a hipdtese de que
as pectinas, nessa espécie, sdo muito ramificadas e, portanto, muito soliveis, o que explica
seu alto rendimento (ver tabela 2 do manuscrito anexo 3).

A maior proporcdo (58,35%) dos residuos de agucares ligados sdo caracteristicos de
xiloglucano, hemicelulose mais abundante na parede celular tipo | (ver introducdo). A
porcentagem elevada do fragmento 4-Glc indica glucose 4 ligada, que é encontrada no
xiloglucano, o qual possui sua cadeia principal formada por residuos de glucose ligados entre
si através de ligacbes do tipo B 1-4. A ocorréncia de 6-Gal, pode ser explicada pelas
ramificagbes do xiloglucano, que possui uma galactose ligada a um residuo de glucose da
cadeia principal. Esta galactose pode ainda estar ligada a uma unidade de fucose, através de
seu carbono 6 que no caso de parede primaria pode ser explicada pela ocorréncia de t-Fuc
(fucose terminal). Ja o residuo t-Gal (galactose terminal) explica as ramificacdes de galactoses
ligadas a xilose.

Em contrapartida, 20,49 % de acUcares tipicos de mananos, como 4-Man, indicam a
presenca de uma cadeia de manano 1,4 ligado (provavelmente beta). Essa porcentagem de
20,49 pode ser considerada muito elevada em comparacdo aos aproximadamente 2%
encontrados em paredes tipo | (Shiga et al. 2006; Reard et al. 1993). Esse dado corrobora
nossa proposta de que as paredes celulares de algumas espécies de samambaias (Grupo H1 do
anexo 3, Figura 3) podem ter um terceiro tipo de parede celular.

Também foi possivel detectar 6% de residuos de agucares com ligacGes tipicas de
xilano. A ocorréncia de 4-Xyl indica a presenca de um xilano 1,4 ligado (provavelmente beta)
que € tipico das paredes celulares de tecidos vasculares (xilema e fibras). A contaminacao
com este tipo de polimero é relativamente pequena, mas sempre ocorre. Mesmo apds uma
selecdo do material, que foi peneirado para exclusdo de fibras, ndo foi possivel elimina-las
completamente.

A composicdo de monossacarideos da fracdo submetida a analise estrutural foi
analisada também por hidrélise acida e acetilacdo. Os dados sdo mostrados na tabela 11 e
estdo expressos em porcentagem de monossacarideos obtidos com a hidrolise de TFA (acido
trifluoracético) ao valores de alguns monossacarideos sdo semelhantes aos obtidos ap6s a
hidrélise feita com acido sulfurico (ver tabela do anexo 2).

Estes resultados mostram claramente que o procedimento de metilacdo foi bastante
eficiente e com poucas perdas durante o processo, pois as composicdes pelas duas

metodologias sdo bastante proximas.
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Tabela 11- Porcentagem dos monossacarideos obtidos atraves da hidrélise com TFA (acido
trifluoracético) para realizacdo da metilagdo. E porcentagem total dos monossacarideos
encontrados ap6s a metilacdo. Legenda: Rha- ramnose, Fuc-fucose, Ara-arabinose, Xyl-

xilose, Man-manose, Gal-galactose, Glc-glucose, GalA-acido galacturénico.

Adiantum raddianum
Monossacarideos Rha Fuc Ara Xyl Man Gal Glc GalA
TFA 253 342 388 1885 21,92 1134 34,78 3,28
Metilacao 157 138 235 1489 19,99 1495 42,03 225

Parte Il - Analises de xiloglucanos de 67 espécies de samambaias e licéfitas por

espectrometria de massas Maldi-Tof:

A seguir sdo mostrados os resultados correspondentes as composicdes de
oligossacarideos de xiloglucanos nas espécies estudadas. Das 67 espécies utilizadas neste
estudo, apenas 6 delas (8,9%) nao apresentaram fragmentos (oligossacarideos) que atestassem
suscetibilidade ao ataque da celulase de Trichoderma sp. Porém, é importante salientar que a
auséncia de producdo de oligossacarideos ndo significa que ndo exista xiloglucano nas
paredes celulares, mas que estes ndo estdo acessiveis ao ataque da enzima e podem ou ter
estrutura fina diferente ou entdo estarem em interacdo com outro polimero de forma a impedir
0 acesso da celulase.

Para realizar as analises por espectrometria de massas Maldi-tof os primeiros testes
foram realizados com uma xiloglucanase especifica (xiloglucano endo glucosidase — XEG),
que ataca as paredes de folhas de arabidopsis e produz os oligossacarideos de xiloglucano
nela existentes (Pauly et al. 1999). No entanto, a despeito de inUmeros testes, as espéecies de
samambaias e licofitas, ndo foram suscetiveis ao ataque desta enzima, mas somente ao da
celulase de Trichoderma. Esta diferenca ndo pode ser atribuida a acetilacdo presente na
galactose, uma vez que observamos, pela primeira vez, que o xiloglucano de folhas de jatoba
(Hymenaea courbaril) é acetilado e mesmo assim suscetivel ao ataque daquela enzima. Na
literatura encontram-se informacdes de que a acetilagdo da glucose pode modificar a agdo das
celulases, mas além de ndo termos encontrado fragmentos compativeis com a presenca desses
oligosacarideos, o fato de a celulase de Trichoderma atacar o xiloglucano de samambaias e
licofitas indica que este ndo seria o fator que difere a sucetibilidade dos xiloglucanos das

espécies desse grupo as duas enzimas utilizadas. Por isto, uma investigacdo mais acurada
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comparando o ataque de diversas celulases foi efetuada para compreender melhor este
fendmeno.

Os resultados a seguir mostram as porcentagens de oligossacarideos de xiloglucano
que foram liberados a partir das paredes celulares das espécies estudadas.

Foram considerados com oligossacarideos de xiloglucano os compostos com massas
correspondentes a: XXG, GXXG, XXXG, XXLG, XXLG+Ac, XXFG, XLLG, XXFG+Ac,
XLFG e XLFG+Ac.

Jatoba
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Figura 5: Porcentagem dos oligossacarideos provenientes da digestdo com celulase de folhas
de Jatoba.
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A seguir sdo apresentadas as distribuicdes de oligossacarideos nas paredes celulares
Plantas coletadas no PEFI, reserva de Mata Atlantica:

Gleichenella pectinata Sticherus bifudus
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Figura 6: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 7: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Gleichenella pectinata. estéreis de Sticherus bifidus.
Serpocaulon catharinae Cyathea delgadii
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Figura 8: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 9: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Serpocaulon catharinae estéreis de Cyathea delgadii.
Blechnum brasiliense Cyathea corcovadensis
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Figura 10: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 11: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Blechnum brasiliense. estéreis de Cyathea corcovadensis.
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Lophosoria quadripinnata Pteris decurrens
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Figura 12: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 13: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Lophosoria quadripinnata.  estéreis de Pteris decurrens.

Polybotrya cylindrica Deparia petersenii
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Figura 14: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 15: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Polybotrya cylindrica. estéreis de Deparia petersenii.
Pteris splendens Megalastrum connexum
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Figura 16: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 17: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis Pteris splendens. estéreis Megalastrum connexum.
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Ctenitis aspidioides Campyloneurum major
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Figura 18: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 19: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis Ctenitis aspidioides. estéreis Campyloneurum major.

Asplenium gastonis Lastreopsis amplissima
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Figura 20: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 21: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

L. . . L. . ..
folhas estéreis Asplenium gastonis. estéreis Lastreopsis amplissima.
Blechnum binervatum subsp acutum Blechnum occidentale
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Figura 22: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 23: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis Blechnum binervatum subsp estéreis Blechnum occidentale.
acutum.
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Pteridium arachnoideum Microgramma vacciniifolia
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Figura 24: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 25: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis Pteridium arachnoideum. estéreis Microgramma vacciniifolia.

Pleopeltis hirsutissima Salpichlaena volubilis
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Figura 26: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 27: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis Pleopeltis hirsutissima. estéreis Salpichlaena volubilis.

Em Lomagramma guianensis, planta também coletada no Pefi, ndo foram encontrados
oligossacarideos de xiloglucano.

Plantas coletadas na regido do Jardim Botanico de Bauru:
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Thelypteris interrupta
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Figura 28: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 29: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Pleopeltis polypodioides.

estéreis de Thelypteris interrupta.
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Thelypteris conspersa Polybotrya goyazensis
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Figura 30: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 31: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Thelypteris conspersa. estéreis de Polybotrya goyasensis.
Microgramma lindbergii Adiantum serratodentatum
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Figura 32: Porcentagem dos Figura 33: Porcentagem dos oligossacarideos

oligossacarideos provenientes da digestdo provenientes da digestdo com celulase de folhas

com celulase de folhas estéreis de estéreis de Adiantum serratodentatum.
Microgramma lindbergii.

Pecluma paradisiae Cyclodium meniscioides
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Figura 34: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 35: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Pecluma paradiseae. estéreis de Cyclodium meniscioides.
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Thelypteris biformata Thelypteris longifolia

60,00 35,00
& 50,00 8 30,00
& 40,00 5 2500
® 30,00 % 20,00

=] o 15,00
2 20,00 2
§ § 10,00
< 10,00 £ 5,00 ’_‘
0,00 + T T T T T T T T T l 0,00 + T T T T T T d
©
N &

< O O V(? Xm O VO 9 O 9 < < VCa xo ‘ O Vo <O X\?g,
SHENCLEE ++Vov & & N 1LVQJ & & ++V<7V & ﬁev & g
oligos oligos
Figura 36: Porcentagem dos Figura 37: Porcentagem dos oligossacarideos

oligossacarideos provenientes da digestdo provenientes da digestdo com celulase de folhas
com celulase de folhas estéreis de Thelypteris estéreis de Thelypteris longifolia.

biformata.
Doryopteris lomariacea Blechnum regnellianum
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Figura 38: Porcentagem dos Figura 39: Porcentagem dos oligossacarideos

oligossacarideos provenientes da digestdo provenientes da digestdo com celulase de folhas
com celulase de folhas estéreis de estéreis de Blechnum regnellianum.
Doryopteris lomariacea.

Blechnum imperiale, Doryopteris concolor, Serpocaulon latipes e Thelypteris
opposita, coletadas no Jardim Botanico de Bauru, ndo apresentaram oligossacarideos de
xiloglucano.
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Plantas coletadas na Fazenda Castelo da Jaguara e Fazenda Cauaia, Lapa do Santo,
Matozinhos, MG:

Lygodium venustum Adiantum deflectens
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Figura 40: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 41: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Lygodium venustum. estéreis de Adiantum deflectens.

Adiantopsis chlorophylla Pteris vittata
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Figura 42: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 43: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Adiantopsis chlorophylla.  estéreis de Pteris vittata.

Pteris denticulata Hemionitis tomentosa
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Figura 44: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 45: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Pteris denticulata. estéreis de Hemionitis tomentosa.
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Pecluma plumula

15,00
10,00
0,00 T T T T T T T
<
4 &

©
ud E N

oligos

intensidade em %

-+
o
+
+
“
3
*
+
%
‘70
)
’70

Figura 46: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de

folhas estéreis de Pecluma plumula.

Macrothelypteris torresiana, coletada em

oligossacarideos de xiloglucano.

Plantas coletadas na RPPN (Reserva Particular do

Magé, RJ:

Matozinhos, MG,

ndo apresentou

Patriménio Natural “El Nagnal”), em

Acrostichum danaefolium

oligos

30,00

em %

intensidade

25,00

o
& 3
o o
8 8

10,00
5,00
0,00 +

I

Serpocaulon meniscifolium

£

<

] < O <
o 3
& & & ¢

il

&

oligos

ﬂ

<
g

&
&
+

N

L
& o

4

Figura 47: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 48: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Acrostichum danaefolium.

estéreis de Serpocaulon meniscifolium.

Elaphoglossum iguapense
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Figura 49: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 50: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Elaphoglossum iguapense.  estéreis de Bolbitis serratifolia.
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Olfersia cervina Anemia mandioccana
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Figura 51: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 52: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Olfersia cervina. estéreis de Anemia mandioccana.

Tectariaincisa Hymenophyllum polyanthos
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Figura 53: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 54: Porcentagem dos oligossacarideos

provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Tectaria incisa. estéreis de Hymenophyllum polyanthos.

Selaginella valida Selaginella decomposita
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Figura 55: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 56: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Selaginella valida. estéreis de Selaginella decomposita.
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Asplenium triquetum
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Figura 57: Porcentagem dos oligossacarideos
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provenientes da digestdo com celulase de

folhas estéreis de Asplenium triquetum.

Trichomanes rigidum, coletada em Magé, RJ, ndo apresentou oligossacarideos de
xiloglucano.

Plantas coletadas no Parque Natural dos Aparados da Serra em Cambara do Sul, RS. Floresta

de Araucaria, campos e floresta pluvial atlantica:

Dicranopteris linearis Lycopodium clavatum

60,00
50,00
40,00

30,00
20,00
10,00
0,00 + T T H T

+0 +O < VO © (((7 < x\rﬁ QO x?SJ
LI U T A S

NN W
S a o

i
5]

intensidade em %

intensidade em %
-
« (5]

o

oligos oligos

Figura 58: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 59: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Dicranopteris linearis. estéreis de Lycopodium clavatum.

Rumohra adiantiformis
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Figura 60: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de

folhas Rumohra adiantiformis.
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Plantas coletadas em Sdo José do Rio Preto, SP e em Sorocaba, SP. Mata seca semi-decidua:

Alsophila setosa Dennstaedtia obtusifolia
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Figura 61: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 62: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas

folhas estéreis de Alsophila setosa. (Planta estéreis de Dennstaedtia obtusifolia.
coletada na regido de Sorocaba).

Adiantum abscissum Adiantopsis radiata
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Figura 63: Porcentagem dos oligossacarideos Figura 64: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de provenientes da digestdo com celulase de folhas
folhas estéreis de Adiantum abscissum. estéreis de Adiantopsis radiata.
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Figura 65: Porcentagem dos oligossacarideos
provenientes da digestdo com celulase de

folhas estéreis de Asplenium otites.
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Interacdo entre as hemiceluloses na parede celular e 0 acesso das enzimas aos polimeros:
Os residuos de aglcar encontrados na analise de ligacdo de Adiantum raddianum, uma

especie coletada durante a dissertacdo de mestrado e que continuou sendo investigada durante
0 doutorado, confirmam a presenca de um Xxiloglucano. Continuando a investigacdo dos
oligossacarideos presentes nessa espécie, 0 po das frondes de Adiantum raddianum, também

foi levado para analise em Maldi-Tof.

Adiantum raddianum

intensidade em %
w
o
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Figura 66: Porcentagem dos oligossacarideos provenientes da digestdo com celulase de
folhas estéreis de Adiantum raddianum.

Foi efetuado um teste com o objetivo de comparar os dados obtidos com a técnica de
Maldi-tof e metilacéo, utilizando a espécie Adiantum raddianum. Para isto, folhas estéreis de
A. raddianum foram submetidas ao mesmo tratamento utilizado as 67 espécies utilizadas neste
estudo, ou seja extracdo inicial dos acucares soliveis seguido de hidrolise com celulase e
subsequente analise por Maldi-Tof. De acordo com os resultados encontrados nestas analises,
observamos que foi possivel detectar a presenca de apenas um oligossacarideo de xiloglucano,
XXXG. Esse resultado corrobora, de certa maneira, os resultados encontrados com a analise
de ligacdo, onde foram encontrados residuos dos acucares xilose e glucose, 0s mesmos
acucares encontrados na composicdo desse oligossacarideo, encontrado na analise por Maldi-
Tof. Como a enzima utilizada nessa metodologia foi a celulase de Trichoderma, nédo foi
possivel detectar a presenca de oligossacarideos de mananos, pois os padrfes ainda ndo sao
conhecidos.

No entanto, a analise estrutural do xiloglucano da mesma espécie revelou

caracteristicas compativeis com a existéncia de outros oligossacarideos além do XXXG. Nas
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analises por metilacdo, carboidratos que diagnosticam a presenca de Xiloglucano fucosilado
(4-glc, 4,6-glc, t-xil, 2-xil, t-gal e t-fuc), ao utilizar a celulase de Trichoderma para hidrolisar
a parede celular intacta, apenas XXXG foi obtido.

Estes dados mostram que o uso da celulase diretamente sobre a parede celular, que
ainda preserva, pelo menos em parte, a sua arquitetura original, ndo revela a estrutura fina do
xiloglucano na parede, mas somente as partes da molécula que sdo acessiveis a enzima. E
possivel que a interacdo entre os diferentes polissacarideos que formam o compésito original
da parede tenha interferido na acdo da celulase, o que ndo acontece quando se faz o
fracionamento com alcali e se separam as fracfes da parede. A comparacao entre os padrdes
de oligossacarideos obtidos por procedimentos diferentes, como metilacdo e HPAEC-PAD,
gera compostos completamente diferentes.

Esses dados sugerem que a interagdo com outros polissacarideos, o que é maior na
parede intacta, parece ser importante na manutencdo do acesso ao xiloglucano na parede
celular das samambaias e licofitas. Porém, a presenca de maiores ou menores teores de
manose (de mananos) e glucose e xilose (xiloglucanos) ndo parece se correlacionar com o
padrdo de hidrdlise de materiais obtidos por métodos.

Algumas espécies ndo apresentaram oligossacarideos de xiloglucano, pelo menos
aqueles mais comumente encontrados em dicotiledéneas, ou seja, pertencentes a familia
XXXG. Um dos resultados que chamou atencdo durante as analises de Maldi-tof foi a
auséncia de atividade da XEG (Xiloglucano-endo-glucanase), uma enzima especifica para a
digestdo de xiloglucano (Pauly et al. 1999). Mesmo ap0s Vérias tentativas e adaptacdes na
metodologia, a XEG continuava sem atividade e ndo foi possivel observar oligossacarideos de
xiloglucano utilizando essa enzima. Apos a digestdo com celulase de Trichoderma, uma
enzima menos especifica para xiloglucano, e que é capaz de atacar outros polissacarideos
como 0s mananos (McCleary, 1986, Macarrén et al. 1996), foi possivel observar
oligossacarideos de xiloglucano que parecem pertencer a familia XXXG.

Uma possivel explicacdo para a auséncia de atividade de XEG e presenca de atividade
de celulase é que como a ultima é menos especifica ela pode ter hidrolisado alguma outra
hemicelulose presente na parede celular dessas plantas (mananos? beta-glucanos?) e que
qguando em interagdo com o xiloglucano impedem o ataque pela XEG. Para avancar nesses
estudos e produzir evidéncias em favor ou contra esta hipoOtese, sera necessario realizar
estudos que enfoquem as outras hemiceluloses através do uso de mananases e liquenase (que

ataca o beta-glucano).
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Observando-se os espectros gerados pelo Maldi-Tof, notamos que todas as espécies
analisadas apresentam picos que ndo puderam ser identificados e que apresentaram massa

molecular menor do que os oligossacarideos da familia XXXG.

. 773.8{i9379}
100

904

804

704
60 @ 821.8(i5616}

504

731.8{i4188}
1 569 6{i3715} ) ]
40 774.8{i3434} 978.0{i3445)
30 851.9(i2693} ok 1o
519.1{i2062} 653 6(i1730) 822 8{i2106} 97!{; 717}34 1098.2{i12151}
] 1 Re ] -
20 547141460 i 816 8{i1435] st 1117 2013413 1260 4fi
511,4{i006 se0.eup 1ot : 937.9{11076} :
10 iR 823 8(i821} 103816761y | | 144220768} 1048 44y.
O,
500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Mass/Charge

Figura 67: Espectro de Maldi-Tof de Lygodium venustum. Picos destacados com circulo nao
puderam ser identificados, quadro destaca a regido em que foram encontrados os
oligossacarideos de xiloglucano.

O espectro mostrado na Figura 67 € de Lygodium venustum, uma das espécies
coletadas em Matozinhos, MG. Alguns dos picos destacados com um circulo s&o
oligossacarideos que ndo puderam ser identificados, pois o Maldi-tof utilizado ndo possuia
biblioteca para outros oligossacarideos como 0s mananos, por exemplo. Porém, alguns picos
correspondentes a xiloglucanos podem ser identificados m/z 773=XL, m/z 660=LG e estdo
presentes quando xiloglucanos de reserva sdo hidrolisados com celulase, como por exemplo
m/z = 821 e 936, que sdo provavelmente LG acetilado e XLX respectivamente (Tiné et al.
2006).

Na analise dos dados obtidos com os diversos experimentos realizados, em quatro
espécies particularmente, foi possivel confrontar os resultados e observar as correlacGes. Sdo
elas: Lygodium venustum (Matozinhos, MG), Lophosoria quadripinnata (Sdo Paulo, SP),
Thelypteris opposita (Bauru, SP) e Trichomanes rigidum (Magé, RJ), sendo que cada uma de
um local de coleta diferente.

Lygodium venustum apresentou uma quantidade significativa de manose na anélise de
monossacarideos feita em HPAEC-PAD, na fracdo NaOH 8M, (38,51%) e quando essa
especie foi analisada em Maldi-tof, foi possivel identificar apenas um oligossacarideo de
xiloglucano (XLFG + Ac). Lophosoria quadripinnata apresentou 29,46% de manose na
fracdo 4M e 41,70% de manose na fracdo 8M, na anélise de Maldi-tof apresentou apenas um
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oligossacarideo de xiloglucano (XXFG). Nessas duas espécies as evidéncias sugerem a
presenca de um tipo de manano como principal hemicelulose da parede celular e apesar da
presenca de um oligossacarideo de xiloglucano, o fato de ter sido possivel observar apenas um
membro da familia XXXG é um forte indicio de uma presenga menos relevante de um
xiloglucano na parede celular dessas plantas.

Ja em Thelypteris opposita a porcentagem de manose na fragdo 4M foi de 18,60%,
apesar de ndo ser tdo elevada como as anteriores, ainda assim é mais elevada que o padrdo
comparativo (jatobd). Na fracdo 8M essa porcentagem aumentou para 27,14, e na analise de
Maldi-tof ndo foram detectados oligossacarideos de xiloglucano, assim como em
Trichomanes rigidum, porém nessa espécie a porcentagem de manose na fracdo 4M foi
bastante elevada (39,83%), e na fracdo 8M foi menor porém ainda significativa (18,56%).
Essas duas ultimas espécies possuem fortes indicios de que a principal hemicelulose da parede
celular € um manano.

N&o se pode descartar a hipotese de que os xiloglucanos em espécies em que
coexistem com mananos, 0 acesso da celulase ao xiloglucano seja restrito. Uma evidéncia de
que isto pode ocorrer é a comparagdo entre os resultados obtidos com Adiantum raddianum
pelos métodos de fracionamento e Maldi-tof, mencionados e discutidos acima.

Uma conclusdo que se pode tirar até aqui € que a metodologia de espectrometria de
Maldi-tof combinada com o ataque enzimatico direto (sem fracionamento) a parede celular,
permite apenas uma visdo parcial da estrutura dos polimeros da parede, notadamente o
xiloglucano.

Com isto, 0 que se avalia quando se examinam dados como os que serdo discutidos a
seguir sobre um grande numero de espécies submetidas a hidrolise enzimatica seguida de
analise espectrométrica por Maldi-tof, sdo caracteristicas mais relacionadas a arquitetura da
parede e da relacdo entre os polimeros hemiceluldsicos. N&o se deve deduzir, neste caso, a
estrutura de polimeros com estes dados.

Anélises por regides de origem da coleta:
Como as coletas de plantas foram efetuadas em diferentes regides, pode-se efetuar

uma comparacdo do que foi encontrado em termos de estrutura fina dos xiloglucanos,
conforme a coleta realizada. A figura abaixo mostra os pontos aproximados onde tais coletas

foram realizadas.
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Mata ciliar e cerrado
(Reserva Cauaia, Lapa
S4o José do Rio Preto- do Santo e Fazenda

Mata seca semi-decidua Castelo da Jaguara)-
Matozinhos

Reserva Particular
do Patrimb6nio
Natural “El
Nagnal”, Magé -
Mata Atlantica

Jardim Botanico
de Bauru-

cerrado e mata
pluvial decidua

Sorocaba-Mata seca
semi-decidua

Mata Atlantica
(PEFI)- Sao Paulo

Parque Natural dos Aparados da Serra, Cambara do
Sul-Floresta de Araucaria, campos e floresta pluvial
atlantica.

Figura 68: Locais das coletas realizadas.

Analisando as coletas separadamente (ver figuras 6 a 65), nota-se que na coleta feita
no PEFI (Parque Estadual das Fontes do Ipiranga), uma espécie, Lomagramma guianensis da
familia Dryopteridaceae, ndo apresentou oligossacarideos de xiloglucano. Nenhuma espécie
dessa coleta apresentou todos os oligossacarideos de xiloglucano e a maioria delas possui 0s
oligossacarideos que possuem pesos moleculares menores, como XXG, GXXG, XXXG e
XXLG. Os oligossacarideos fucosilados e acetilados como XXFG+Ac e XLFG+Ac foram os
menos encontrados nessas espécies.

Na coleta feita em Bauru, trés espécies tiveram em comum a auséncia de
oligossacarideos de xiloglucano, Serpocaulon latipes, Thelypteris opposita e Doryopteris
concolor, porém essas espécies pertencem a familias diferentes, ndo atestando qualquer
tendéncia devida a um agrupamento taxonémico. A maioria dos oligossacarideos encontrados
na analise por Maldi-Tof nessas plantas, também foi de menor peso molecular, mas entre elas,
o0 oligossacarideo XLFG+Ac foi mais encontrado, quando comparado com a coleta realizada
no PEFI.

As plantas coletadas em Matozinhos, MG, estavam distribuidas em quatro familias. Da

familia Lygodiaceae, Lygodium venustum apresentou apenas um oligo (XLFG+ACc).
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Macrothelypteris torresiana ndo apresentou oligossacarideos de xiloglucano. Pecluma
plumula apresentou seis oligossacarideos de xiloglucano, sendo que nenhum deles eram
acetilados. Adiantum deflectens, Adiantopsis chlorophylla, Pteris vittata, Pteris denticulata e
Hemionitis tomentosa, todas da familia Pteridaceae, ndo apresentaram nenhuma similaridade
na distribuicdo dos oligossacarideos de xiloglucano, Adiantum deflectens e Adiantopsis
chlorophylla apresentaram trés oligos de xiloglucano, porém ndo eram os mesmo, Pteris
denticulata foi a espécie que apresentou o maior numero de oligossacarideos de xiloglucano,
seguida de Hemionitis tomentosa, enquanto Pteris denticulata apresentou apenas um
fragmento compativel com a presenca de oligossacarideo de xiloglucano (XXXG).

Na coleta realizada em Magé RJ, uma reserva de Mata Atlantica, como a reserva do
PEFI, foram coletadas plantas de oito familias diferentes, Anemiaceae, Aspleniaceae,
Dryopteridaceae, Hymenophyllaceae, Pteridaceae, Polypodiaceae, Selaginellaceae e
Tectariaceae. Acrostichum danaeifolium da familia Pteridaceae, apresentou quatro
oligossacarideos de xiloglucano, Serpocaulon meniscifolium, da familia Polypodiaceae,
apresentou seis oligossacarideos de xiloglucano, Elaphoglossum iguapense, Bolbitis
serratifolia e Olfersia cervina, todas da familia Dryopteridaceae, ndo tiveram similaridade
entre os oligossacarideos encontrados, dos dez analisados, apenas trés eram comuns as trés
especies, XXG, GXXG e XLFG. Hymenophyllum polyanthos e Trichomanes rigidum, ambas
da familia Hymenophyllaceae, apresentaram resultados completamente diferentes,
Trichomanes rigidum, ndo apresentou oligossacarideos de xiloglucano enquanto
Hymenophyllum polyanthos, tem seis oligossacarideos de xiloglucano. Selaginella valida e
Selaginella decomposita, da familia Selaginellaceae, tiveram seis oligossacarideos em
comum, XXG, GXXG, XXXG, XXLG, XXLG+Ac e XXFG.

As plantas coletadas no Rio Grande do Sul pertencem a familias diferentes. Mesmo
assim é possivel observar uma similaridade entre elas, ou seja, as trés apresentaram
oligossacarideos de menor peso molecular.

As ultimas plantas analisadas foram coletadas na regido de Sado José do Rio Preto e
uma delas (Alsophila setosa) foi coletada na regido de Sorocaba. Adiantum abscissum e
Adiantopsis radiata, ambas da familia Pteridaceae ndo apresentaram similaridade entre os
oligossacarideos observados, elas possuiam apenas XXG em comum, sendo que esse
oligossacarideo foi 0 mais encontrado em todas as espécies analisadas.

Esta andlise por origem mostrou que ndo houve tendéncias claras de agrupamentos
relacionados a regido geografica onde estas espécies ocorrem ou em agrupamentos

taxondmicos como familias.

54



Estes dados confirmaram aqueles obtidos por Silva et al. (submetido — Anexo 3) de
que ndo parece haver uma correlacdo entre a composicao da parede celular e a taxonomia de
samambaias e licofitas.

Além de tais tendéncias ndo serem observadas em relagdo a composi¢do geral da
parede celular, observou-se, mais especificamente, que a estrutura fina do xiloglucano
também ndo reflete os agrupamentos taxondmicos atualmente aceitos para samambaias e
licofitas (Pryer et al. 2001).

Para compreender melhor como as 67 espécies estudadas se agrupam de acordo com a
estrutura fina de seus xiloglucanos, foi efetuado um estudo usando o pacote estatistico R para
obter os coeficientes de Jaccard. Um dendrograma foi produzido em que houve agrupamentos

de acordo com a similaridade estrutural dos xiloglucanos (Figura 69).
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Figura 69: Dendograma obtido a partir dos resultados das analises de Maldi-tof, utilizando o
pacote estatistico R project, os numeros indicados referem-se aos grupos formados.
Os resultados desta anélise revelaram a presenca de seis grupos:
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Grupo 1: formado por Lycopodium clavatum, Lygodium venustum, Megalastrum
connexum;

Grupo 2: formado por Asplenium otites, Polybotrya goyazensis, Acrostichum
danaeifolium, Adiantopsis chlorophylla, Pleopeltis polypodioides, Hemionitis tomentosa,
Thelypteris longifolia, Salpichlaena volubilis, Serpocaulon meniscifolium, Polybotrya
cylindrica;

Grupo 3:formado por Pecluma paradiseae, Adiantum deflectens, Olfersia cervina,
Thelypteris conspersa, Pteris decurrens;

Grupo 4: formado por Lophosoria quadripinnata, Adiantum raddianum, Blechnum
occidentale, Lastreopsis amplissima, Thelypteris interrupta, Cyathea corcovadensis;

Grupo 5: formado por Pteris denticulata, Cyclodium meniscioides, Doryopteris
lomariacea, Serpocaulon catharinae;

Grupo 6: o maior grupo formado por: Asplenium triquetum, Elaphoglossum
iguapense, Thelypteris biformata, Blechnum binervatum subsp. acutum, Tectaria incisa,
Adiantum serratodentatum, Ctenitis aspidioides, Dennstaedtia obtusifolia, Adiantopsis
radiata, Campyloneurum major, Blechnum brasiliense, Sticherus bifidus, Gleichenella
pectinata, Anemia mandioccana, Microgramma vacciniifolia, Dicranopteris linearis,
Rumohra adiantiformis, Pteridium arachnoideum, Microgramma lindbergii, Blechnum
regnellianum, Alsophila setosa, Cyathea delgadii, Hymenophyllum polyanthos, Pecluma
plumula, Deparia petersenii, Selaginella decomposita, Pteris vittata, Pleopeltis hirsutissima,
Asplenium gastonis, Pteris splendens, Selaginella valida além do Jatoba (Hymenaea
courbaril), utilizado como padrdo. As espécies que ndo apresentaram oligossacarideos nao
entraram nessa analise de agrupamento, nessa analise foi levada em consideracdo a
semelhanca entre as espécies utilizando os oligossacarideos de xiloglucano obtidos com a
analise de Maldi-tof.

Para facilitar a visualizacdo dos diferentes tipos de oligossacarideos que geraram 0s
agrupamentos, foi construida uma tabela com todos os dados e a direita foram adicionados 0s
detalhes relacionados aos grupos taxonémicos, bioma e porte das espécies.

A seguir (tabela 12) os resultados sdo mostrados em uma tabela que redne todos os
dados obtidos com a analise feita em Maldi-Tof. As diferentes coletas foram destacadas em

cores diferentes.
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Tabela 12- Dados obtidos com a andlise dos oligossacarideos de xiloglucano em MALDI-TOF das 68 espécies . As diferentes cores representam as diferentes coletas.

Espécies Oligos de xiloglucano
XXG GXXG | XXXG XXLG XXLG+Ac XXFG XLLG XXFG+Ac XLFG XLFG+Ac
1- Gleichenella pectinata 91,2% - - - 8,7% - - - - -
2- Sticherus bifudus 79,4% - - - - - - - - 20,5%
3-Serpocaulon catharinae 14,5% - 19,7% 50,0% - - - - 15,7% -
4-Cyathea delgadii 59,4% | 12,7% 10,9% 16,8% - - - - - -
5-Blechnum brasiliense 100% - - - - - - - - -
6-Cyathea corcovadensis 23,7% - - - - 26,2% - - - -
7-Lomagramma guianensis - - - - - - - - - -
8-Lophosoria quadripinnata - - - - - 50,0% - - - -
9-Pteris decurrens - 44,3% - 17,3% 14,2% 24,1% - - - -
10-Polybotrya cylindrical 10,7% | 14,0% 14,8% 26,1% - - 23,8% - 10,3% -
11-Deparia petersenii 22,3% | 31,7% 17,4% 11,0% - 5,9% 7,6% 3,8% - -
12-Pteris splendens 332% | 37,0% 10,0% 7,9% 6,8% - 3,0% - - 1,8%
13-Megalastrum connexum - - - - - - - - - 50,0%
14-Ctenitis aspidioides 72,1% - - - - - - - 17,6% 10,1%
15-Campyloneurum major 100% - - - - - - - - -
16-Asplenium gastonis 28,0% | 32,2% 9,2% 7,9% 7,2% - 7,9% 7,2% - -
17-Lastreopsis amplissima 14,7% | 22,6% - - - 62,5% - - - -
18-Blechnum binervatum subsp acutum 67,2% | 19,4% - - 5,8% - - - - 7,4%
19-Blechnum occidentale 41,1% - - - - 50,0% - - - 8,9%
20-Pteridium arachnoideum 27,9% - 22,0% - - - - - - -
21-Microgramma vacciniifolia 43,4% | 33,3% 11,5% - 11,6% - - - - -
22-Pleopeltis hirsitissima 417% | 32,0% 14,7% 3,6% 2,8% - 2,8% - - 2,1%
23-Salpichlaena volubilis - 7,3% - - - - - 45,4% 35,7% 11,3%
24-Serpocaulon latipes - - - - - - - - - -
25-Pleopeltis polypodioides 51,1% - 17,0% - - 10,10% - 12,18% 9,54 -
26-Thelypteris interrupta 73,7% - - - - 26,24 - - - -
27-Thelypteris conspersa - 15,8% 34,1% 10,3% 2,2% 10,19% - 8,05% 10,70% 8,56%
28-Thelypteris opposite - - - - - - - - - -
29-Polybotrya goyazensis - - - - - - - - 50,0% -
30-Microgramma lindibergii 28,8% | 29,8% 23,4% - - - - 9,3% - 8,5%
31-Adiantum serratodentatum 24,8% - - - - - - - - 75,1%
32-Pecluma paradiseae - 50,0% - - 50,0% - - - - -
33-Cyclodium meniscioides - - 24,1% 50,0% - - - - - 25,8%
34-Thelypteris biformata 21,7% | 56,7% - - - - - - - 21,4%
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Espécies XXG GXXG | XXXG XXLG XXLG+Ac XXFG XLLG XXFG+Ac XLFG XLFG+Ac

35-Thelypteris longifolia 8,9% 15,2% - - - - - 30,9% 31,5% 13,2%
36-Doryopteris lomariacea - - 21,2% - 15,8% - - - 12,9% -
37-Blechnum imperiale - - - - - - - - - -
38-Blechnum regnellianum 32,5% | 26,5% 8,9% 12,9% - - - 18,9% - -
39-Doryopteris concolor - - - - - - - - - -
40-Lygodium venustum - - - - - - - - - 50,0%
41-Macrothelypteris torresiana - - - - - - - - - -
42-Adiantum deflectens - - - 25,3% 24,6% - - 50,0% - -
43-Adiantopsis chlorophylla 29,3% - - - - - - 9,8% 10,7% -
44-Pteris vittata 232% | 19,6% 23,3% 15,3% 4,8% - 7,9% - 3,0% 2,6%
45-Pteris denticulate - - 50,0% - - - - - - -
46-Hemionitis tomentosa - - - - 22,6% 30,8% - - 24,2% 22,2%
47-Pecluma plumula 21,2% | 22,3% 13,7% 10,3% - 22,7% 9,5% - - -
48-Acrostichum danaeifolium - - 15,0% - - - 16,3% 33,7% 34,8% -
49-Serpocaulon meniscifolium 13,5% | 25,9% - - 18,9% 17,4% - 12,2% 11,7% -
50-Elaphoglossum iguapense 32,0% | 57,6% - - - - - - 10,3% -
51-Bolbitis serratifolia 123% | 17,8% 12,4% - - 12,9% - - 32,1% 12,1%
52-Olfersia cervina 6,6% 7,4% - 6,7% 26,6% 30,9% - 7,4% 7,1% 6,9%
53-Anemia mandioccana 81,0% - 10,7% - 8,2% - - - - -
54-Tectaria incise 93,3% - - - - - - - - 6,6%
55-Hymenophyllum polyanthus 4,6% - 33,0% 23,5% 15,7% 12,6% 10,3% - - -
56-Trichomanes rigidum - - - - - - - - - -
57-Selaginella valida 6,5% 19,2% 34,2% 16,7% 5,5% 8,2% 2,3% 4,6% - 2,4%
58-Selaginella decomposita 5,5% 7,1% 63,9% 8,0% 3,5% 7,3% - - 4,4% -
59-Asplenium triquetum 29,5% | 20,4% - - - - - - - -
60-Dicranopteris linearis 55,8% | 33,0% 11,1% - - - - - - -
61-Lycopodium clavatum - 24,8% - - - - - - - 25,2%
62-Rumohra adiantiformis 74,8% - 25,1% - - - - - - -
63-Alsophila setosa 15,4% | 48,6% 11,0% 24,8% - - - - - -
64-Dennstaedtia obtusifolia 100% - - - - - - - - -
65-Adiantum abscissum 30,5% | 34,7% 24,1% - 5,3% - 5,2% - - -
66-Adiantopsis radiate 21,5% - - - - 15,5% - 50,0% - 12,8%
67-Asplenium otites - 24,5% 50,0% - - - - - 25,5% -

Legenda: As diferentes cores representam as diferentes coletas.
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Para poder visualizar possiveis correlagBes entre as caracteristicas das paredes
celulares das 67 espécies estudadas neste trabalho, foi construida a Tabela 13 em que se pode
visualizar ao mesmo tempo os oligossacarideos detectados a partir da acdo da celulase seguida
de espectrometria de massas e outros dados relacionados as caracteristicas das espécies. Além
disso, a sequiéncia das espécies foi arranjada na mesma ordem de formacdo dos grupos que
tém similaridade (Figura 69). Foram adicionados dados sobre a taxonomia, habitat, habito e
ainda as proporcdes dos monossacarideos manose e glucose nas fragdes 4M e 8M de NaOH
obtidas por fracionamento completo.

Em uma primeira andlise, ndo se pode ver relagdes claras entre os diferentes
parametros adicionados a tabela e os padrdes de oligossacarideos de xiloglucanos obtidos. O
gue mais chama a atencdo € o fato de que ndo ha qualquer correlacdo entre estes padrdes e a
taxonomia de samambaias e licéfitas. No caso do habito, pouco pode ser dito, pois a grande
maioria das espécies coletadas tém habido herbaceo. J& no caso do bioma de origem, parece
haver uma certa tendéncia para que grupos contendo maiores teores de XXFG+Ac, XLFG,
XLFG+AC, ou seja, xiloglucanos mais fucosilados, ocorram no cerrado. Por outro lado, os
xiloglucanos menos fucosilados, que apresentaram XXG, GXXG XXLG, mostraram uma

tendéncia a ocorrer em espécies provenientes de ambiente de mata.
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Inserir tabelona do excel que vai ser tabela 13
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Discussao Geral e Conclusoes:

Mananos e xiloglucanos nas paredes celulares de samambaias e licofitas:

Em um trabalho anterior (Silva, 2005), foi levantada a hipGtese de que na parede
celular de folhas de samambaias e licofitas, um grupo se apresenta com uma grande
guantidade de manano. Tal observacdo realca o fato de que paredes com mananos, que sdo
normalmente encontrados em tecidos de reserva (Buckeridge et al. 2000b), ocorrem também
em paredes celulares de samambaias, denotando um padrdo Unico para paredes celulares
primarias de folhas de plantas.

No presente trabalho, apos a coleta de 67 espécies de samambaias e licofitas nativas
brasileiras, 17 delas foram analisadas por fracionamento da parede celular com concentracdes
crescentes de NaOH. As proporcdes de monossacarideos foram obtidas por analise por
HPAEC-PAD e os resultados confirmaram observacOes anteriores de que a composicdo das
paredes em samambaias e licéfitas ndo corrobora a filogenia ou tem um relacionamento com a
taxonomia dos grupos estudados (Silva et al. — Anexo 3).

Para compreender melhor a estrutura dos polissacarideos de samambaias, tecidos de
folhas estéreis da espécie Adiantum raddianum foram submetidas a fracionamento da parede e
as fracdes foram analisadas por metilacdo. Os resultados confirmaram a presenca de estruturas
quimicas similares as espermatofitas, com pectinas compostas de acido galacturénico com
ramificagbes neutras com galactanos altamente ramificados. Estes galactanos, porém,
apresentam ligacfes predominantemente no carbono 2, o que é distinto do que tem sido
encontrado para pectinas de eudicotileddneas, os quais sdo geralmente do tipo 4- e 3,6-
ligados.

No caso das hemiceluloses houve predominio de alditois acetatos metilados
compativeis com a existéncia de beta-1,4-mananos e xiloglucanos com estrutura bastante
ortodoxa no que se refere as ligacbes glicosidicas. Apesar de beta-glucanos ja terem sido
encontrados em espécies de Equisetum (Fry et al. 2008), no caso de A. raddiannum ndo ha
beta-glucanos, uma vez que néo foi detectada a presenca de 3-glc.

De fato, muitas das samambaias analisadas tém apresentado quantidades significativas
de mananos (acima de 30%), como foi encontrado em Adiantum raddianum, uma espécie
estudada anteriormente (Silva et al. Submetido — Anexo 3), e que continuou sendo investigada
neste trabalho. Foram efetuados alguns experimentos com esta espécie que parecem confirmar
a presenca atipica de mananos em paredes celulares de algumas samambaias. Também foi

levado em consideracdo o padrdo comparativo utilizado até o momento, a leguminosa
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Hymenaea courbaril, (jatobd), uma espécie que tem uma parede celular tipo | e que foi
amplamente estudada. Nela a quantidade de manano encontrada, em média, no fracionamento
feito com NaOH 4M ¢ de aproximadamente 9%.

O foco principal deste trabalho foi nas hemiceluloses, moléculas que tém sido
utilizadas para caracterizar as paredes celulares como tipo I ou Il (Carpita & Gibeaut, 1993).
No caso de Adiantum raddianum, bem como de diversas outras espécies (ver tabela 9)
observou-se proporcOes relativamente altas de manose, um padrdo que diferenciou dois
grupos distintos (H1 e H2, Silva et al. Submetido — Anexo 3). Mananos e xiloglucanos
parecem se alternar conforme a espécie, ja que nas fracbes 4M das 17 espécies estudadas no
presente trabalho o teor de manose é inversamente proporcional ao teor de glucose.

Por outro lado, ndo foi possivel observar qualquer tendéncia que correlacione a
presenca ou auséncia de monossacarideos na parede celular com a filogenia ou com a
classificacdo das espécies em diferentes grupos taxonémicos. Com isto, este trabalho estende
as analises e corrobora a hipotese, levantada anteriormente por Silva et al. (submetido —
Anexo 3), de que a composicao da parede celular ndo se mostra adequada para a utilizacdo em
filogenia. Por outro lado, nossos dados sugerem que as paredes celulares de varias espécies de
samambaias e licéfitas sdo Unicas, uma vez que apresentam proporcdes relativamente altas de
mananos. As que chamaram maior atencdo, com propor¢Ges em torno de 30%, vém
confirmando a hipdtese de que as paredes celulares de algumas espécies de samambaias
possuam uma parede diferenciada do que se conhece até o momento. Considerando a
classificacdo proposta por Carpita & Gibeaut em 1993, que dividiram as paredes em Tipo | e
Il com base na presenca de xiloglucanos e arabinoxilanos/beta-glucanos respectivamente, as
samambaias e licofitas parecem possuir muitas espécies com parede do Tipo I, com
xiloglucano como principal componente e um outro grupo, denominado H2 por Silva et al.
(Anexo 3), que contém um terceiro tipo de parede (Tipo Ill), cuja principal hemicelulose nao
seria nem um xiloglucano, nem um pB-glucano, mas sim um manano. Existem poucos
trabalhos que tratam da parede celular de samambaias e licéfitas, porém existem alguns
trabalhos que apontam para mudancas na composicdo das paredes celulares dessas plantas,
relacionadas com a evolucédo e diversificacdo das plantas (Popper et al. 2008; Fry et al. 2008).

Como as samambaias atuais derivam de um grupo bastante antigo, a existéncia de
multiplos grupos com paredes celulares ora contendo xiloglucano, ora xiloglucano e mananos
e ora beta-glucanos (Fry et al. 2008) sugere que a formacdo e manutencdo da parede celular
nos vegetais possa funcionar de uma forma modular, sendo que as espécies teriam o potencial
para sintetizar todas as hemiceluloses conhecidas (mananos, xiloglucanos, arabinoxilanos,

beta-glucanos e etc), mas que o controle de qual polimero serd colocado em que posi¢cdo na
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parede e no tecido depende mais de controles relacionados ao metabolismo vegetal e
finalmente aos padrées de expressdo dos genes ligados ao metabolismo da parede celular.

A ocorréncia de mananos na parede primaria é intrigante. Estes polimeros, quando
menos ramificados, normalmente conferem dureza a parede e tém sido vistos como
componentes importantes em tecidos onde a rigidez ¢ importante, como no caule em
desenvolvimento de araucéria (Bocchichio, 2003) e em sementes de varias espécies de mono
e eudicotileddneas (Buckeridge et al. 2000a).

No caso das folhas de samambaias e licofitas, observamos que ao tentar hidrolisar as
paredes diretamente com XEG (xiloglucano-endo-glucosidase), uma enzima altamente
especifica para xiloglucanos (Pauly et al. 1999), ndo houve ataque da enzima, ainda que
outros substratos, como paredes de folhas de arabidopsis e jatoba (ambas eudicotileddneas)
tenham sido hidrolisados por esta enzima. Por outro lado, a hidrélise com celulase de
Trichoderma sp. produziu oligossacarideos cujas massas puderam ser identificadas como de
compostos provenientes do xiloglucano, mostrando que esta hemicelulose esta presente em
paredes de samambaias e licofitas, mas que o acesso da enzima aos polimeros é restrito. No
caso de A. raddianum e varias outras espécies, ficou nitido que o0s monossacarideos
produzidos a partir de hemicelulose obtida por fracionamento alcalino ou por hidrdlise direta
da parede rendem monossacarideos que podem constituir oligossacarideos bem diferentes, o
que sugere que 0 acesso ao xiloglucano poderia ser limitado pela presenca de manano na
parede celular.

Pode-se especular que a combinacdo dos dois polimeros, gerando restricdo a hidrolise,
constitui uma ferramenta extremamente Gtil como mecanismo de defesa ao ataque de
patogenos que utilizam a hidrolise da parede para obter acesso ao tecido vegetal. Uma
predicdo desta hipltese € que as espécies que possuem mananos na parede celular
apresentariam maior resisténcia ao ataque de patdégenos. Porém, para comprovar ou nao esta
hipotese ainda serdo necessarios muitos estudos sobre a fisiologia da parede celular de

samambaias e licofitas.

Analises por agrupamentos utilizando xiloglucanos:

Com a analise desses resultados obtidos com o Maldi-tof, além dos dados obtidos com
o fracionamento de parede celular e analise dos monossacarideos resultantes, para 67 espécies
de samambaias e licofitas, j& € possivel afirmar com maior embasamento que esse grupo

possui uma parede celular diferente.
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Confrontando os resultados da anélise de monossacarideos por HPAEC-PAD com 0s
resultados obtidos com Maldi-tof, por mais que ndo tenha sido possivel fazer ambas analises
para todas as espécies, pode-se afirmar que todas elas possuem uma mistura de hemiceluloses
na parede celular. Com a analise de monossacarideos observou-se que algumas espécies
apresentavam uma quantidade bastante significativa de manose, e outras apresentavam
quantidades menores, porém, todas elas apresentaram alguma manose. Outras espécies
apresentaram quantidades mais significativas de xilose e galactose, monossacarideos que
constituem o xiloglucano, mas nem todas as espécies que apresentaram propor¢des elevadas
de xilose e galactose tém fucose em suas composicOes. Esta Gltima é um monossacarideo
constituinte do xiloglucano de parede priméaria, mas sabe-se que alguns xiloglucanos néo
apresentam fucose, mesmo em paredes primarias (Braccini et al. 1995).

Nas samambaias e licofitas, embora essas proporcdes variassem de acordo com a
espécie, todas apresentaram manose, galactose e xilose, um forte indicio de que hd uma
mistura de hemiceluloses na parede celular dessas plantas. Outros dados que corroboram essa
hipdtese sdo os obtidos com Maldi-tof que, como foi explicado nos resultados, apresentaram
uma baixa proporgéo de oligossacarideos de xiloglucano.

Esses dados indicam fortemente que existe um tipo de manano nas paredes celulares
das samambaias e licofitas estudadas. Um trabalho realizado em 2000 com
galactoglucomananos, afirma que essas hemiceluloses sdo componentes estruturais
abundantes em paredes secundarias de gimnospermas e angiospermas, porém também tém
sido encontradas em musgos e samambaias (Capek et al. 2000).

Finalmente, observando-se a andlise de agrupamento, que utilizou os resultados
obtidos com a anélise de Maldi-Tof, que analisou apenas os oligossacarideos de xiloglucano,
constatou-se que esses dados nao referendam a filogenia proposta por Pryer et al. (2001) e
Smith et al. (2006), uma vez que os agrupamentos gerados pela analise de monossacarideos
formam grupos de taxons distintos daqueles resultantes nessas analises filogenéticas.

Uma das justificativas para esse fato é que os oligossacarideos de xiloglucano talvez
ndo sejam bons marcadores taxonémicos, nos niveis hierarquicos de classe, ordem e familia.
Mas talvez possam ser utilizados em niveis hierarquicos superiores, para separar samambaias
e licéfitas dos demais grupos de plantas vasculares, uma vez que a presenca dos mananos em
grandes quantidades na parede de samambaias seja algo realmente distintivo para o grupo.

Abaixo se pode observar a classificacdo recente para as samambaias atuais, um
trabalho realizado por Smith et al. (2006). Neste trabalho foi dada maior énfase as familias de

samambaias e a classificacdo foi feita utilizando-se dados morfoldgicos além de dados
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moleculares de sequienciamentos génicos dos cloroplastos e do nucleo. Com essa nova
classificacdo foram reconhecidas quatro classes, onze ordens e trinta e sete familias.

Comparando-se o dendrograma obtido com os dados de oligossacarideos (Figura 69)
com a classificacdo proposta para as samambaias atuais (figura 70), foi possivel constatar que
os dados utilizados ndo corroboram a filogenia.
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Figura 70: Filogenia das samambaias atuais, com énfase para familias, ordens e classes
(copiado de Smith et al. 2006).

Na tabela 13, os dados foram agrupados de acordo com a ordem dada pelo
dendograma obtido com as analises de Maldi-Tof (figura 69), para melhor visualizacdo dos
oligossacarideos presentes em cada espécie. A coluna “Familia” mostra que a presenca dos
oligossacarideos é aleatéria e ndo referenda a filogenia neste nivel hierarquico. Um dos
motivos pelos quais os oligossacarideos de xiloglucano ndo terem corroborado a filogenia

atual do grupo pode estar relacionado a possibilidade desse carater ter evoluido
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independentemente diversas vezes nos diferentes grupos, aparecendo em grupos basais e
tornando a aparecer em grupos derivados (Crayn et al. 2004). Essa hipotese ainda esta sob
investigacdo e o estudo da evolucdo dos polissacarideos de parede celular ainda precisa ser
mais aprofundado.

O significado funcional e evolutivo de tais descobertas ainda ndo € claro e levanta uma
série de questdes importantes a serem investigadas que, ao serem respondidas, auxiliardo
substancialmente a compreensdo dos padrbes evolutivos das paredes celulares nas plantas
vasculares. Como 0s mananos e suas variagdes moleculares estdo normalmente envolvidos
com fatores relacionados a resisténcia mecanica dos tecidos ou com o controle das relacdes
hidricas, estas serdo pistas importantes para investigacfes futuras com espécies de

samambaias.
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ANexos:

Anexo 1: Tabela binaria para obtengdo do dendograma através do software estatistico
livre R project.

Anexo 2. Tabela da proporcdo de monossacarideos na fracdo 4M de NaOH de
Adiantum raddianum. Os dados foram obtidos por cromatografia liquida de alto desempenho
com detecgdo por pulso amperométrico. Os dados sdo expressos em porcentagem do total de

monossacarideos detectados.

monossacarideos Adiantum raddianum

Fucose 1,7
Ramnose 1,6
Arabinose 3,9
Galactose 10,4
Glucose 26,2
Xilose 17,4
Manose 38,8

Anexo 3: Artigo submetido, Silva et al.
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