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RESUMO

TRIGUEIRO, E. L. Polimorfismo e expressao de genes de celulose sintase em
Eucalyptus. 2007. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia: Genética e Melhoramento de
Plantas)-Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goiés,
Goiania, 2007.'

A celulose € um dos biopolimeros mais importantes do planeta, sendo também
0 mais abundante, e sem divida uma caracteristica chave na histéria evolutiva das plantas.
Contudo, sua biossintese e regulacdo ainda ndo sdo bem compreendidas, embora avangos
importantes tenham ocorrido nos ultimos anos, sobretudo na identificacdo de genes e
grupos de genes co-expressos para a formagdo de celulose na parede celular primadria e
secunddria de vegetais. Além de sua relevancia bioldgica, a celulose possui uma grande
importancia econdmica no Brasil e no mundo, com destaque para a producao de celulose e
papel a partir de Eucalyptus. Para garantir os elevados niveis de produtividade e
competitividade no mercado internacional, grandes investimentos t€m sido realizados pelo
setor florestal, destacando-se o Projeto Genolyptus — Rede Brasileira de Pesquisa do
Genoma de Eucalyptus, fruto de um esforco de empresas do setor de producdo de celulose
e papel, e de diversas instituicdes publicas de pesquisa, que tém, dentre outros objetivos, o
intuito de identificar e caracterizar genes envolvidos na formagdo da madeira, para, no
futuro, usar essa informacdo no melhoramento genético do Eucalyptus. Nesse contexto,
este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de realizar uma caracterizagdo preliminar de
um gene de celulose sintase em Eucalyptus, que estd relacionado a sintese da parede
celular secunddria, sendo ortélogo ao gene EgCesA2, de E. grandis, bem como estudar o
desequilibrio de ligacdo em outro gene de celulose sintase, ortélogo ao gene EgCesA3, em
uma amostra de uma populagdo natural de E. urophylla. Em relagdo ao gene CesA2, foi
seqiienciada uma regido exdnica do gene, formada por 427pb, a partir de amostras de DNA
de 12 individuos de diferentes espécies e regides geograficas. Procedeu-se a uma andlise de
deteccao de polimorfismo, e estimou-se a ocorréncia de trés SNPs sindnimos ao longo do
contig. Foi estimado um indice de diversidade n= 0,00212. Foi feita também uma triagem
em uma biblioteca de BAC, gerada no ambito do Projeto Genolyptus, e foi identificado o
clone que contém o gene CesA2, o que permitirdi o desenvolvimento futuro de
caracterizacdo minuciosa da estrutura deste gene em FEucalyptus. Em relacdio ao gene
CesA3, a partir do seqiienciamento de 32 individuos, formou-se um contig de 770pb, e foi
encontrado um indice de diversidade n= 0,00185. Foi possivel a detec¢do de nove locos
polimorficos distribuidos em regides intronicas, exonicas, € de 3’-UTR do gene. A andlise
de extensao do desequilibrio de ligacao dentro do gene CesA3 sugere que os SNPs tendem
a se encontrar em forte desequilibrio a uma distancia de aproximadamente 600pb. O
conhecimento da posi¢do dos SNPs nos genes CesA2 e CesA3 viabiliza a utilizacao destas
marcas em futuros estudos de mapeamento genético. A existéncia de SNPs sindbnimos nas
regides exodnicas seqiienciadas corrobora com a idéia de que a celulose é um polimero
muito importante a sobrevivéncia da planta, e, portanto, sua maquinaria de sintese
apresenta caracteristicas bastante conservadas, de modo que mutacdes em regides
efetivamente transcritas tenderiam a ser deletérias e nio seriam fixadas. Além disso, foi
feita uma andlise da expressdo gé€nica dos genes CesA em diferentes espécies de
Eucalyptus, a partir de duas abordagens: a “Digital Differential Display”, a partir de
diferente bibliotecas de ESTs e os microarrays, otimizados no ambito do projeto
Genolyptus. A andlise com dados de microarrays revelou-se menos sensivel na detecgdo
da expressao diferencial, provavelmente devido as chamadas “relagdes cruzadas”.



Palavras-chave: celulose, SNP, contig, BAC, desequilibrio de ligagao.

'Orientador: Prof. Dr. Alexandre Siqueira Guedes Coelho. EA-UFG.
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ABSTRACT

TRIGUEIRO, E. L. Polymorphism and expression of cellulose synthase genes in
Eucalyptus. 2007. Dissertation (Master in Agronomy: Genetics and Plant Breeding)-
Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos, Universidade Federal de Goids, Goiania,
2007."

Cellulose is one of the most important and the most abundant biopolymer on
the planet, playing a key role on the evolutionary history of plants. Important advances
have been made in recent years, in particular on the identification of genes and co-
expressed genes for the formation of cellulose in the primary and secondary cellular walls
of plants. In addition to its biological relevance, cellulose has a great economic importance,
not only in Brazil but in the world, especially due to the production of cellulose and paper
from Eucalyptus. The high levels of production and competition in the international market
are guaranteed by great investments, which are carried through by the forestal sector, in
particular by the Genolyptus Project — Brazilian Network for Research on Eucalyptus
Genome. This project is the result of a collective effort of companies involved on the
production of cellulose and paper and various public research institutions. Their main goal
is to identify and characterize genes involved in wood formation with the intent to
genetically improve Eucalyptus. Based on this goal, this work was developed with two
objectives. The first is doing a preliminary characterization of the cellulose synthase gene
in Eucalyptus, which is associated with the synthesis of the secondary cellular wall and is
orthologous to the gene EgCeA2, of E. grandis. The second objective is to study the
linkage disequilibrium in another gene of cellulose synthase, orthologous to the EgCesA3
gene, sampled from a wild population of E. urophylla. Regarding the CesA2 gene, an
exonic region with 427bp was sequenced from DNA samples of 12 individuals from
different species and geographic regions. The next step was to proceed with an analysis to
detect polymorphism which gave an estimate of three SNPs synonymous along the contig,
with an estimated w = 0.00212 diversity index. A clone containing the CesA2 gene was
identified through a selection from a BAC library generated in the scope of the Genolyptus
Project. This clone gives the prospect for the development of a minute characterization of
this gene structure in Eucalyptus. Additionally, concerning the CesA3 gene, the sequencing
of 32 individuals allowed for the formation of a 770bp contig with a = = 0.00185 diversity
index and detection of nine polymorphic loci distributed in intron and exon regions and at
the 3’-UTR of the gene. The analysis of the extension of linkage disequilibrium in the
CesA3 gene suggests that SNPs tend to be in strong linkage disequilibrium at a distance of
approximately 600bp. The knowledge of the position of the SNPs in the genes CesA2 and
CesA3 makes possible the use of these markers in future studies of genetic mapping. The
lack of non-synonymous SNPs in exon regions ensures that cellulose is in fact a very
important polymer for plant survival. Hence its synthesis machinery presents highly
conserved characteristics and so mutations in regions with effective transcription tend
mostly to be deleterious and therefore would not be fixed. Moreover, the analysis of CesA
gene expression in different species of Eucalyptus, was made from two boardings: “Digital
Differential Display”, from different libraries of ESTs and microarrays, optimized in the
scope of the Genolyptus project. The analysis with data of microarrays showed less
sensible in the detention of the distinguishing expression, probably had to the calls
“crossed relations”.

Key words: cellulose, SNP, contig, BAC, linkage disequilibrium.
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1 INTRODUCAO

A celulose € um dos biopolimeros mais importantes do planeta, sendo também
o mais abundante. O desenvolvimento de mecanismos que levaram a sua producgdo é
considerado um marco de grande importancia na histéria evolutiva das plantas. Apesar
disso, a biossintese e os processos que regulam a sua produg¢do ainda nao sdao bem
compreendidos, embora avangos importantes tenham ocorrido nos ultimos anos, sobretudo
na identificacdo de genes e grupos de genes que sdo co-expressos para a formagdo de
celulose da parede celular primdria e secunddria em vegetais superiores.

Além de sua relevancia bioldgica, a celulose possui uma grande importancia
econdmica no Brasil e no mundo. Em 2006, a producao brasileira de celulose e papel
alcancou, respectivamente, cerca de 11,1 e 8,8 milhdes de toneladas, gerando um superavit
de US$ 2.9 bilhdes, em volume de exportagdes. Cabe ressaltar que 75% da area de plantio
florestal destinado a produgdo de fibras de celulose e papel € composta por Eucalyptus
(Bracelpa, 2006).

Para garantir esse patamar de produtividade, grandes investimentos t€ém sido
feitos pelo setor florestal, destacando-se o Projeto Genolyptus — Rede Brasileira de
Pesquisa do Genoma de Eucalyptus, que € fruto de um esforgo coletivo de empresas do
setor de produgdo de celulose e papel, e de diversas institui¢des de pesquisa, que tém,
dentre outros objetivos, o intuito de identificar e caracterizar genes envolvidos na formagao
da madeira, para, no futuro, usar essa informagao no efetivo melhoramento do Eucalyptus.

Nesse contexto, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de realizar uma
caracterizacdo preliminar do grau de polimorfismo presente em dois genes de celulose
sintase ja descritos em Eucalyptus, que estdo relacionados a sintese da parede celular
secundéria, denominados EgCesA2 e EgCesA3. Em relacdo ao gene EgCesA2, foi feita
uma andlise de deteccdo de polimorfismo mais abrangente, usando-se para isso 12
individuos de diferentes espécies do género Eucalyptus provenientes de diferentes regides
geograficas. Para o gene EgCesA3, essa caracterizacdo consistiu ainda, além da deteccao
de polimorfismo e da avaliagdo da magnitude dessa diversidade, de andlises de

desequilibrio de ligacdo em uma amostra de uma populacdo natural de Eucalyptus
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urophylla, dando continuidade a pesquisa desenvolvida por Salazar (2006). Buscou-se
ainda, através das estratégias de Digital Differential Display e pela anédlise especifica dos
resultados obtidos para os genes EgCesA em um microarray desenvolvido no ambito do
projeto Genolyptus, investigar o padrdo de expressao dos seis genes de celulose sintase em

diferentes espécies e tecidos de Eucalyptus.



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 O GENERO Eucalyptus

O género Eucalyptus € originario da Oceania, com maior riqueza de espécies
na Austrdlia, embora existam representantes em algumas ilhas ao norte, como Eucalyptus
urophylla, que € endémico do Timor e de outras pequenas ilhas da Indonésia, e E.
deglupta, que é encontrado nas ilhas de Sulawesi, Ceram e ao norte de Papua Nova Guiné.

O género Eucalyptus evoluiu em diferentes condigdes ambientais, desde
pantanos até solos arenosos, em ambientes com caracteristicas varidveis em relacdo a
precipitacdo e temperatura. Fosseis dos primeiros Eucalyptus foram descobertos no sudeste
de Queensland e datam do Paleoceno ou Eoceno. Durante o Paleoceno, 65 milhdes de anos
atrds, a costa sul da Austrlia estava a 60° de latitude Sul, ainda conectada a Antartida. O
continente lentamente moveu-se para o norte para uma posi¢do de 35° S. Na Austrélia, uma
barreira se formou, a planicie Nullarbor, isolando a espécie do sudoeste e do sudeste pouco
antes do Mioceno. O género se adaptou a cada regido, sendo que as espécies da porcao
oriental se adaptaram aos verdes imidos, com solos pobres em nutrientes comparados aos
do ocidente, e as espécies ocidentais se adaptaram aos invernos chuvosos (Williams &
Woinarski, 1997).

O Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e possui mais de 600
denominagdes diferentes, incluindo espécies, variedades e hibridos (Pryor, 1976). A copa
de um Eucalyptus geralmente € rala e alongada, e conforme a espécie, o tronco apresenta-
se retilineo e cilindrico, com casca muito lisa ou muito dspera. As folhas sdo geralmente
coridceas, cutinizadas e possuem a caracteristica, comum entre a maioria das espécies, de
serem aromadticas e dispostas nos ramos de maneira oposta na parte inferior e alternada na
parte superior. Os tipos de Eucalyptus mais plantados no pais sdo os hibridos, como o E.
grandis x E. urophylla (com aproximadamente 47% da édrea destinada a industria de
celulose), E. grandis (26%), E. saligna (4%), E. dunni (3%), (Bracelpa, 2004).

Dentro da familia Myrtaceae, o género FEucalyptus tem uma produgao
freqiiente de grande numero de flores e frutos, com 6vulos e sementes numerosas. A

inflorescéncia € uma panicula ou umbela, com botdes florais sem cdlice ou corola
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reconheciveis, havendo somente uma estrutura semelhante a uma tampa (opérculo) que
recobre totalmente as pecas reprodutivas (estames e pistilo). As flores de Eucalyptus,
sempre pequenas e geralmente brancas, podem também ser amarelas, cor-de-rosa ou, como
em E. ficifolia, de um vermelho intenso. Os frutos sdo do tipo cdpsula deiscente por trés a
seis valvas apicais, denominados diplotégia. Todas as espécies tém flores hermafroditas,
com multiplos estames vistosos, que atraem os insetos, sobretudo Hymendpteros, Dipteros,
Lepiddpteros, Coledpteros e Hemipteros. Na Austrdlia, pequenos marsupiais e alguns
passaros também figuram como polinizadores (House, 1997).

O Eucalyptus possui um conjunto hapléide de 11 cromossomos e um tamanho
de genoma estimado em aproximadamente 600 milhdes de pares de bases (Mb)
(Grattapaglia & Bradshaw Jr., 1994), que permitiu uma grande flexibilidade evolutiva
(House, 1997). Segundo Pryor (1976), o Eucalyptus desenvolveu mecanismos para evitar a
autopolinizacdo, como a protandria, que varia em intensidade, dependendo da espécie e
grupos de espécie. Além disso, uma importante barreira de isolamento pré-zigético entre
espécies diferentes de Eucalyptus é a incompatibilidade estrutural e fisioldgica do grio de
pélen para o crescimento do tubo polinico. Assim, Pryor define o género, além de
preferencialmente alégamo (podendo ocorrer até 30% de autogamia), como tendo suas
populacdes compostas por individuos heterozigotos e que apresentam uma depressao geral
no vigor com a autofecundacao.

Virias pesquisas indicam também a existéncia de mecanismos de isolamento
pos-zigdticos em cruzamentos interespecificos do género Eucalyptus. Myburg et al. (2004)
investigaram barreiras a introgressdo interespecifica em cruzamentos induzidos entre E.
grandis e E. globulus, a partir de hibridos F;. Neste estudo, duas familias de
retrocruzamento foram usadas e um total de 1.354 locos de marcadores AFLP foram
avaliados. Os resultados indicaram que a habilidade de fertilizagao dos gametas da F; e a
viabilidade dos zigotos da F, foram muito afetadas pela incompatibilidade genética entre
os dois genomas.

Ja a poliploidia em Eucalyptus foi conseguida artificialmente pela primeira vez
por Kappor & Sharma (1985). Através de inducao por colchicina, produziram tetrapléides
de E. tereticornis x E. grandis (4n=44) que apresentaram um crescimento mais acelerado
em relacdo aos hibridos dipléides. O Eucalyptus possui cromossomos extremamente
pequenos (2 a 6um) o que dificulta sua observagao, ndo existindo registros de poliploidia

natural no género (Poots & Wiltshire, 1997).



20

2.2 CARACTERIZACAO DE ALGUMAS ESPECIES DE Eucalyptus

Ao se analisar o desenvolvimento e as caracteristicas tecnoldgicas da madeira
de um grupo de espécies de Eucalyptus € fécil perceber diferencas entre elas. Devida a
grande variabilidade do género, a escolha da melhor espécie a ser plantada deve levar em
consideragdo o objetivo da producao (uso da madeira) e as condi¢des edafoclimaticas da
regido.

Uma espécie muito utilizada no Brasil é Eucalyptus urophylla S. T. Blake,
algumas vezes referida erroneamente como Eucalyptus alba, uma espécie muito
semelhante. E endémico do sudoeste da Indonésia, disperso nas ilhas Timor, Flores,
Adonara, Lomblem, Plantar, Alor e Wetar, situadas ao norte da Australia, entre 7° ¢ 10° de
latitude Sul. E encontrado naturalmente em regides de até 3000m de altitude e em dreas
com precipitacdo média anual de 2500 a 7000mm e temperatura média variando de 24 a
28°C. E tolerante a solos pobres desde que permanecam relativamente dmidos durante a
estacdo seca (Eldridge, 1994).

No Brasil, E. urophylla apresenta grande estabilidade genética em relacdo a
todas as areas em que foi testada (Kise, 1977; Moura et al., 1980; Pires & Parente, 1986;
Drumond et al., 1998; citados por Moura, 2004), o que contribuiu para que a espécie fosse
plantada em mais de 500 mil hectares.

Outra espécie utilizada em programas de melhoramento é E. pellita F. Muell,
com tamanho médio superando os 40m de altura e 1m de DAP (densidade medida a altura
do peito). Em solos pobres alcanca de 15 a 20m e em terrenos arenosos, ao nivel do mar, a
altura é de 5 a 10m. A temperatura méaxima do més mais quente estd entre 24 e 30°C e a
minima do més mais frio estd entre 4 e 19°C (IPEF — chave de identificagdo, 2006). A
partir de testes realizados € possivel considerar a espécie como altamente potencial para as
regides onde nao ocorram geadas severas.

Uma das maiores dreas de plantio no pais € composta pela espécie Eucalyptus
grandis Hill ex Maiden, que apresenta drvores muito altas (40 a 45m), com um tronco de
até 2m de didmetro e casca de textura lisa (IPEF- chave de identificacio, 2006). E uma
espécie nativa do norte de Nova Gales do Sul e da costa sul de Queensland, na Australia.
Esta distribuida entre as latitudes 26 a 32° Sul e altitudes de até 300m, em regides com

precipitacdes entre 1000 e 1750mm, com temperaturas médias entre 29 e 32°C (Eldridge,
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1994). Possui uma madeira medianamente leve, sendo considerada de baixa estabilidade
dimensional e elevada permeabilidade (Alzate, 2004).

Ja Eucalyptus globulus Labill é encontrada naturalmente em regides de clima
temperado na Tasmania e no extremo sul do continente australiano, apresentando um porte
médio de 15 a 25m (Eldridge, 1994). E. globulus e E. grandis tém caracteristicas
contrastantes em relacdo a taxa de crescimento e qualidade da madeira. E. globulus
apresenta alta densidade da madeira e lento crescimento volumétrico, enquanto E. grandis
€ superior no crescimento e apresenta desempenho inferior na medida da densidade
volumétrica (Kirst, 2005).

A densidade bésica é uma das propriedades fisicas mais importantes na
caracterizacdo tecnologica da madeira para diversos fins, pois sua variagdo afeta a
resisténcia mecanica e a variagdo dimensional da madeira. Em termos quimicos, reflete a
porcentagem de celulose, hemicelulose e lignina. Como regra geral, quanto maior a
densidade bdsica, maiores serdo os valores das propriedades mecanicas de resisténcia da
madeira.

Segundo Foelkel (1992), a densidade bdsica para madeiras de Eucalyptus, pode
variar de 0,300 a 0,800g/cm3 . Especificamente para a producdo de polpa celuldsica é
recomendado o uso de madeiras com densidade basica de 0,450 a 0,550g/cm3 . Matérias-
primas com densidade bdsicas acima de 0,650g/cm3 dificultam o processo de picagem,
provocando aumento do consumode reagentes quimicos e consequente elevacdo no teor de
rejeitos.

Em relacdo a qualidade da madeira, E. urophylla apresenta uma densidade
basica considerada alta na avaliagdo feita por Scanava Junior (2001). J4 o hibrido E.
urophylla x E. grandis apresentou valores médios de densidade bdsica da madeira
superiores em relacdo a E. grandis e E. saligna (Alzate, 2004). Numa avaliacdo feita por
Duarte (2007), em termos de qualidade da madeira e desempenho frente ao processo kraft
de polpacgdo, E. globulus apresentou caracteristicas superiores, com uma densidade basica
de 0,590g/cm’ e um teor de holocelulose de 75,56%. J4 o hibrido E. grandis x E. urophylla
apresentou valores de 0,442g/cm3 e 65,96%, respectivamente.

Em um estudo feito por Ribeiro & Zani Filho (1993), em arvores com 80 meses
de idade, provenientes da mesma regido, a densidade bésica da madeira de populacoes de
E. pellita apresentou maior valor (0,611g/cm’), seguido por E. urophylla (0,559g/cm’) e E.

grandis (0,479g/cm?). Nesse estudo, as procedéncias de E. pellita e E. urophylla que foram
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avaliadas estdo fora da faixa 6tima de utilizag@o para a produgdo de celulose sugerida pelo
autor. Cabe ressaltar que ndo € simples determinar qual a melhor espécie para a industria
de papel e celulose. A avaliacio deve relacionar a drea a ser plantada, com as
caracteristicas da madeira, juntamente com o processo industrial a ser utilizado, bem como

a qualidade do papel a ser obtido.
2.3 A EUCALIPTOCULTURA

O Eucalyptus ¢ um género de grande importancia econdmica, sendo muito
utilizado na industria de produgdo de papel e celulose, devido a qualidade, crescimento e
rendimento de suas fibras, como combustivel (carvdo vegetal), além de a madeira ser
empregada na fabricacdo de mdveis. Também € utilizado na produgdo de alimentos,
farmacos, materiais de limpeza, 6leos e na composi¢ao de tecidos sintéticos. Possui um
crescimento rapido e boa adaptabilidade a diversas areas geograficas. No Brasil, 75% da
area de plantio florestal é composta por Eucalyptus (Bracelpa, 2006).

As plantagdes florestais de Eucalyptus podem aliviar a pressdo sobre as areas
de vegetacdo natural nos mais diversos ecossistemas, suprindo a demanda por madeira,
devido ao seu ciclo médio de corte de cerca de sete anos. Além disso, podem contribuir
significativamente aos programas de recuperacdo de dreas degradadas, fornecendo
protecdo adequada na estabilizacdo de dunas e no controle de erosdes, devido ao formato
de suas raizes (Lima, 1998). O género possui um sistema radicular formado por uma raiz
central e uma extensa rede de raizes secunddrias, que produzem efeitos benéficos sobre o
solo, deixando-o mais estruturado, aumentando a capacidade de armazenamento de dgua,
de drenagem e de aerac¢do. Outro beneficio ambiental proporcionado pelo género se refere
a sua excelente capacidade de fixacdo de carbono. Arvores de Eucalyptus fixam carbono a
uma taxa média de até 10,17 milhdes de toneladas/ano em plantacdes localizadas no Brasil
(Marcolin et al., 2002).

Os primeiros exemplares de Eucalyptus foram introduzidos no pais no ano de
1825 no Jardim Botanico do Rio de Janeiro, como planta ornamental. As primeiras
florestas foram plantadas por volta do ano de 1868 no Rio Grande do Sul, para prover
lenha. Contudo, a expansdo em larga escala dessa cultura € devida ao trabalho de Navarro
de Andrade, em 1903, na Companhia Paulista de Estrada de Ferro, com o uso da madeira

de Eucalyptus para a fabricacdo de dormentes e como combustivel de locomotivas. Em
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1930, o Eucalyptus ja era cultivado para fornecer combustivel as indudstrias e como lenha
para os fogdes domésticos, ja que o fogdo a gés sO se popularizaria apds o fim da II Guerra
Mundial. Em 1966, o governo federal estabeleceu um programa de incentivos fiscais, a fim
de atender a crescente demanda por madeira de industrias das regides sul e sudeste, que
nesta época ja estavam praticamente destituidas de cobertura vegetal nativa. Em 1967, a
area plantada com Eucalyptus era de 14.000 hectares, em 1973, segundo a FAQO, ja era de
aproximadamente um milhdo de hectares. E em 2000 a drea plantada atingiu 2.965.880
hectares (SBS-Sociedade Brasileira de Silvicultura, 2001).

As industrias que produzem papel e celulose a partir de fibra de Eucalyptus
compdem um dos setores de melhor desempenho brasileiro em volume de exportacao
(chegou a cifra de US$ 7,5 bilhdes, em 2005), sendo que essas investem valores
considerdveis em pesquisa para manter um alto patamar de produtividade. O setor também
contribui socialmente ao crescimento do pais ao gerar 45 mil empregos diretos, € s6 no ano
de 2005 foram criados mais de 110 mil novos postos de trabalho, entre mao-de-obra direta
e indireta (Bracelpa, 2005).

Além disso, € crescente a pressdo, inclusive internacional, para que os
interesses econOmicos sejam alinhados a sustentabilidade ambiental, e dessa forma,
estudos que visem o aumento da produtividade em qualidade, ao invés do aumento da
quantidade de drea plantada sdo cada vez mais necessdrios. Nos ultimos 30 anos, as
empresas e os centros de pesquisa acumularam um amplo conhecimento cientifico sobre as
variadas espécies de Eucalyptus, promoveram sua melhoria, aperfeicoaram técnicas de
producdo de mudas, de preparacido e conservacdo dos solos, de plantio € monitoramento
das florestas plantadas, além de técnicas e praticas conservacionistas para preservar e
recuperar areas degradadas de mananciais e de vegetacdo nativa. Alguns dos objetivos das
pesquisas patrocinadas pelas industrias produtoras de papel, em conjunto com recursos
governamentais, sao aumentar a producdo de celulose, e diminuir o teor de lignina no
Eucalyptus para que o processo de extracao da fibra utilize menos solvente, diminuindo
custos e danos ambientais.

Sendo assim, para se otimizar lucratividade e competitividade, a partir da
década de 70, diversos projetos de melhoramento da espécie foram desenvolvidos no pais,
obtendo-se clones elites com atributos importantes, sobretudo as industrias de celulose e
papel. Desde entdo, estudos de variabilidade e distancia genética, andlises de identidade,

certificacdo e protecao de clones, transgenia (Gonzélez, 2002), e em escala experimental
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selecdo assistida por marcadores moleculares, tém sido feitos para aumentar a
produtividade das florestas. Além disso, estudos envolvendo a caracterizacdo de
seqiiéncias de genes envolvidos na formag¢ao da madeira também foram realizados, como
genes envolvidos na sintese de lignina (Santos, 2005; Pévoa, 2005) e celulose (Salazar,

2006).

24 A CELULOSE

2.4.1 Composicao e estrutura

A celulose € um carboidrato sempre referido como o polimero mais abundante
da Terra, sendo produzido principalmente pelas plantas vasculares. Entretanto sua sintese
também € encontrada em muitos grupos de algas, bactérias, alguns protozodrios, fungos e
no reino animal, em tunicados. A celulose é um polissacarideo extracelular essencial as
plantas vasculares, sendo um componente importante da parede celular, promovendo a
resisténcia necessdria a pressao de turgor. A orientacdo da deposi¢do das microfibrilas de
celulose também determina a direcdo da expansao celular. Se uma parede € reforcada por
microfibrilas distribuidas de modo aleatdrio, o crescimento ocorre em todas as direcdes, € a
célula adquire um formato esférico. Quando as microfibrilas sdo depositadas de modo a ter
uma mesma orientacdo, a célula se expande em angulo reto em relagdo a essas, de modo
que, se a orientacdo das microfibrilas for transversal, o crescimento celular serd
longitudinal, e assim, a célula possuird uma forma mais retangular e alongada (Taiz &
Zaiger, 1998).

Além disso, a celulose parece ser fundamental para as plantas como uma
resposta a condi¢des ambientais adversas. Chen et al. (2005), por exemplo, caracterizando
dois alelos mutantes em Arabidopsis, lew-2-1 e lew-2-2, sugerem que o controle do
mecanismo de biossintese de celulose representa uma das principais adaptagdes das plantas
a condicdes de estresse hidrico.

Paradoxalmente, se conhece pouco a respeito do mecanismo de sintese desse
carboidrato de tdo grande importancia biolégica e econdmica. Sem ddvida houve avangos,
sobretudo nos dltimos anos, mas ainda existem muitas dividas sobre como o processo de
sintese € controlado.

A celulose é formada por cadeias lineares de residuos de glicose na

conformacdo B-1,4, que se dispdem em microfibrilas. Essas microfibrilas se ligam umas as
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outras através de pontes de hidrogénio. Devido a configuragdo espacial alternativa das
ligagdes glicosidicas, que une os residuos de glicose adjacentes, as unidades repetidas de
celulose formam um dissacarideo denominado celobiose. A estrutura molecular precisa das
microfibrilas de celulose é ainda incerta. Segundo Kimura et al. (1999), alguns modelos de
organizagdo sugerem que a celulose possa existir em estado cristalino e ndo cristalino. O
cristal de celulose pode se apresentar na natureza em duas aloformas, celulose I e celulose
II, ressaltando-se que a celulose I € predominante, pois nenhuma célula eucaridtica
sintetiza de forma abundante a celulose 1l in vivo.

A extensdo das ligacdes covalentes entre os residuos de glicose adjacentes
proporciona as microfibrilas de celulose propriedades notdveis, como uma grande forca
tensora, equivalente ao aco. A celulose é também quimicamente estdvel, e relativamente
imune ao ataque quimico e enzimético. Essas propriedades fazem da celulose um material
excelente para a constru¢do de uma estrutura rigida como a parede celular (Taiz & Zeiger,
2002).

Algumas pesquisas propdem que a glicose usada na sintese de celulose possa
ser obtida através da sacarose (um dissacarideo composto por frutose e glicose). De acordo
com Amor et al. (1995), a enzima Sacarose Sintase atua como um canal metabdlico para
transferir glicose da sacarose, via UDP-glicose, para o crescimento da cadeia de celulose.
Segundo Ohmiya et al. (2000), a sacarose, além de servir como substrato para a sintese de
celulose, também induz a expressdo de duas celulases (B-1,4-endoglucanases) em Populus;
ou seja, a sacarose promoveria a sintese de celulose bem como a sua degradacao.

Mueller & Brown (1980), através de observacdes do meristema de raizes de
Zea mays por microscopia eletrOnica, sugeriram que microfibrilas de celulose sdo
sintetizadas por um complexo ordenado, conhecido como roseta ou complexo terminal
(TC), localizado na membrana plasmatica. Acredita-se que essa estrutura contenha muitas
unidades de celulose sintase, enzimas que sintetizam D-glicose. Em plantas, o complexo
terminal possui morfologia bastante conservada, com as subunidades arranjadas em seis
dobras simétricas de onde emergem cristais de celulose I. Contudo, em muitos grupos de
algas, essa estrutura apresenta-se variando desde uma forma linear até uma forma
composta de um octamero de subunidades. Um dos aspectos mais interessantes da
biossintese de celulose € justamente essa grande diversidade de estruturas em que o

complexo terminal se apresenta (Brown & Saxena, 2000).
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Desde a descoberta do complexo terminal em plantas vasculares, dados de
estudos bioquimicos e ultraestruturais promoveram informacdes para que o modelo em
roseta pudesse ser revisado. Saxena & Brown (2005) propdem dois niveis de agregacao das
celuloses sintases. Primeiramente, a jun¢do e o processamento de trés diferentes dominios
protéicos (cada um composto de uma unica celulose sintase), ocorreria para formar um
arranjo linear de seis particulas. Posteriormente, a conformacdo linear daria lugar a
disposicdo em roseta com seis dobras simétricas. Os mecanismos de juncdo e
processamento para formagdo do complexo terminal provavelmente ocorrem no reticulo
endoplasmadtico e no aparelho de Golgi. A roseta é entdo transportada para a membrana
plasmatica para ativar a sintese de microfibrilas de celulose. Embora ainda nio
completamente entendido este modelo € muito atraente a hipdtese de que o complexo
terminal seja formado por vérias subunidades protéicas codificadas por muitos genes de
celulose sintase, denominados de genes CesA. Na auséncia de um produto especifico de
um gene CesA, a formacdo da roseta pode ser afetada, como se confirma em muitas
andlises feitas com mutantes.

Além disso, outros estudos metabdlicos, revisados por Read & Bacic (2002),
propdem que a sintese de celulose possa ser iniciada a partir da transferéncia de um residuo
de glicose de um substrato solivel de UDP-glicose, para uma molécula de sitosterol,
formando sistosterol-B-glicosideo (SG), na face interna da membrana plasmatica (Figura
1). A molécula de SG pode atuar iniciando a polimerizacdo de cadeias de glicose,
catalisadas por proteinas CESA do complexo de celulose sintase. O resultado é a formacao
de lipideos ligados a polissacariodeos denominados sitosterol celodextrinas (SCDs). A
formacdo de SG e SCDs pode ser bloqueada pela acdo de herbicidas, como o 2,6-
diclorobenzonitrilo (DCB). As celodextrinas podem ser clivadas do sitosterol pela acdo de
da B-1,4-endo-glucanase (celulase de Korrigan), em que o sitio ativo € possivelmente

localizado na face externa da membrana plasmaética (Nicol, et al., 1998).
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Figura 1. Uma compilacdo de hipdteses de como a celulose seria sintetizada. A: vista
longitudinal da roseta composta de seis particulas, durante a elongacdo das
microfibrilas de celulose. B: provaveis estruturas de uma particula elementar da roseta.
(I) a particula contém seis polipeptideos de elongacao (CesAe), um polipeptideo de
iniciagdo (CesAi) e uma copia de Korrigan celulase. (I) a particula contém trés copias
de dois tipos de polipeptidios que promovem o crescimento da cadeia e uma cépia de
Korrigan celulase. (II) a particula contém trés cépias de dois tipos de polipeptidios que
iniciam a sintese e promovem o crescimento da cadeia e uma coépia de Korrigan
celulase. C: inicio da sintese de celulose. UDP-glicosil-transferase (UGT) transfere um
residuo de glicose para uma molécula de sitosterol, na face citoplasmatica da
membrana, formando sitosterol-p-gicosideos (SG). A pequena cadeia de celulose é
estendida com UDP-glicose pela subunidade CesAi, para formar SCD, com uma
porcdo voltada para a face externa da membrana. A cadeia de celodextrina € entdo
clivada pela Korrigan celulase, possibilitando a ligacdo com CesAe. A extensdo da
cadeia é providenciada pela sucrose sintase (Fonte: Read & Bacic, 2002).

Pouco se sabe a respeito de como o processo de cristalizacdo da celulose é
controlado, exceto que a direcdo da deposicdo das microfibrilas pode ser guiada pelos
microtibulos adjacentes a membrana celular. Paredez et al. (2006) documentaram o
processo de deposicdo da celulose em células vivas de espécimes de Arabidopsis
transgénicas, através da observacdo de fusos de fibras de celulose sintase fluorescentes.

Utilizando microscopia confocal, os autores observaram que os complexos de CesA na
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membrana plasmdatica moveram-se a taxas constantes em trilhas lineares, coincidentes com
a orientacdo dos microtubulos corticais. Dentro de cada trilha linear observada, o
movimento do complexo era bidirecional. A inibicdo da polimerizacdo dos microtibulos
mudou a distribui¢do e o padrao de movimentacao dos complexos terminais na membrana,
indicando um mecanismo relativamente direto para a orientacdo da deposicdo da celulose
pelo citoesqueleto celular.

Todas as proteinas de celulose sintase que foram descritas possuem
caracteristicas estruturais conservadas (Figura 2). Em Eucalyptus, segundo Ranik &
Myburg (2006), na extremidade amino terminal da estrutura priméria destas proteinas, ha
um motivo similar a um dominio presente em fatores de transcricdo, conhecido como
“dedo de zinco”. Trata-se de uma seqii€ncia contendo oito residuos “CxxC” que fornecem
os sitios de ligacdo para dois fons Zn**. Acredita-se que esse dominio tenha um papel
importante nas interacOes proteina-proteina do complexo terminal. Na seqiiéncia da
proteina CESA, apds este dominio, hd duas regides que mostram conservacao limitada
entre diferentes membros da familia CESA de uma mesma espécie, embora sejam muito
similares entre CESA ortélogas encontradas em espécies diferentes. Estas regides sdo
denominadas de regides classe especifica I (CSRI) e II (CSRII). Essas regides sao
intercaladas por cerca de 300 a 400 residuos de aminoécidos conservados, que apresentam
dois dominios transmembranicos (TM1-TM2), e um motivo formado por dois residuos
espacados de dcido aspartico (D). Abaixo da CSRII, existe ainda um outro fragmento
protéico conservado composto por um terceiro residuo de dcido aspartico e o motivo
QxxRW, que fariam parte do sitio catalitico, além de seis dominios transmembranicos

adicionais (TM3-TMS), j4 na extremidade carboxi-terminal da proteina.

Daominio deda
de zirco Regiio congervadal Regiio conservada 1

1 | I [ I
eI R | —— i = m
ORI D D CSRII D QoW

0 Resziduos cnnserva_du:us B Fegites hipervariadas
0 Domindo dedo de zinco W Dominio transmembrinico

Figura 2.  Caracteristicas estruturais de uma proteina de celulose sintase (adaptado de
Ranik & Myburg, 2006).



29

2.4.2 Parede Celular

Quando uma microfibrila de celulose € sintetizada, também € sintetizada uma
parede que contém uma alta concentragdo de outros polissacarideos que sao capazes de
interagir entre si e, provavelmente, modificar o crescimento dessa microfibrila. A
composi¢do dessa parede varia conforme o tipo celular que € por ela envolvido. Essas
variagdes sao importantissimas para a organizacao dos diferentes tecidos vegetais. Paredes
celulares como as do parénquima cortical, que sd@o geralmente delgadas e t€m poucas
caracteristicas distinguiveis, sdo conhecidas como paredes primdrias e se depositam em
células ainda em crescimento. Em contraste, paredes celulares de algumas células
especializadas, como as células da epiderme, do colénquima, de fibras do floema, de
elementos traqueais do xilema e de outras formas de esclerénquima, sdo densas e com
multiplas camadas, sendo denominadas de paredes secunddrias, depositadas depois que o
crescimento celular cessa (Raven et al., 2002).

As diferencas em relacdo as propriedades fisicas das paredes celulares
primdrias e secunddrias sdo devidas a variacdes no nimero de cadeias individuais de
celulose na composicao das microfibrilas. As microfibrilas de paredes primdrias possuem
aproximadamente 36 cadeias individuais de celulose (Delmer & Amor, 1995). Entretanto,
as paredes secunddrias de algumas algas contém mais de 12.000 residuos de celulose por
microfibrila (Brown et al., 1996).

Nas paredes celulares primdrias, as microfibrilas de celulose sdo embebidas em
uma matriz amorfa, altamente hidratada. Essa matriz consiste de dois grupos de
polissacarideos, chamados de hemicelulose e pectinas, além de algumas proteinas
estruturais. As hemiceluloses sao polissacarideos flexiveis que se ligam a superficie das
microfibrilas de celulose. Vdrios tipos de hemiceluloses sdo encontrados em paredes de
células vegetais, variando em composi¢do conforme diferentes espécies e tecidos. O tipo
mais abundante de hemicelulose em dicotiledoneas € o xiloglucano, porém, dependendo do
estagio de desenvolvimento e da espécie, a fracdo de hemicelulose da parede também
contém outros polissacarideos, como xilanos e glucomanos. Ja as pectinas formam uma
fase gelatinosa em que a rede celulose-hemicelulose € envolvida e atuam como um suporte
hidrofilico, determinando a porosidade da parede as macromoléculas. O papel das
proteinas estruturais ainda € incerto, porém sabe-se que elas promovem uma forca

mecanica a parede (Taiz & Zeiger, 2002).
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Depois do término do alongamento celular, algumas células continuam a
sintetizar uma parede, a chamada parede secunddria. As paredes secunddrias sdo sempre
densas, como em traqueides, fibras e em outras células que formam um suporte mecanico
as plantas. Esse tipo de parede possui miltiplas camadas que diferem em estrutura e
composi¢do das paredes primdrias. Além disso, as paredes secunddrias sdo sempre
impregnadas de lignina, um composto fendlico, ligado a subunidades de alcoois aromaticos
(coumaril, coniferil e sinapil), o que aumenta significativamente a sua densidade e

resisténcia e reduz sua susceptibilidade ao ataque de patdégenos (Taiz & Zeiger, 2002).

2.4.3 Genes de Celulose Sintase

Em 1983, num estudo desenvolvido por Aloni e colaboradores, ocorreu um
avanco importante para o entendimento do processo celular de sintese de celulose. Eles
obtiveram a sintese de celulose in vitro com a solubilizagcdo de proteinas de membrana da
bactéria Gram-positiva Acetobacter xylinum. Ja na década de 90, dois esforcos
independentes conduziram a identificacdo dos genes envolvidos diretamente na sintese da
celulose. Wong et al. (1990) isolaram um operon, codificado por quatro proteinas,
requerido para a biossintese de celulose em A. xylinum. Saxena et al. (1990) isolaram um
gene que codifica uma subunidade catalitica de celulose sintase, também em A. xylinum,
através de microseqiienciamento de polipeptideos purificados, que foram identificados por
foto-afinidade com anédlogos de UDP-glicose. Desde entdo, genes de celulose sintase foram
caracterizados em outras bactérias, como em Agrobacterium tumefaciens (Matthysse et al.,
1995) e em plantas, como em Gossypium hirsutum (Pear et al., 1996), Arabidopsis thaliana
(Arioli et al., 1998), Populus tremuloides (Wu et al., 2000; Samuga & Joshi, 2002), arroz
(Tanaka et al., 2003), cevada (Burton et al., 2004), Pinus taeda (Nairn & Haselkorn, 2005)
e Eucalyptus grandis (Ranik & Myburg, 2006).

A anélise de seqiiéncias do genoma de Arabidopsis, inteiramente seqiienciado,
revelou que existem 10 genes CesA nesta espécie (nomeados AtCesAl-AtCesAl0),
considerados genes de celulose sintase verdadeiros, que formam uma subfamilia de genes

(http://www.cellwall.stanford.edu/cesa). Ensaios com alelos mutantes em Arabidopsis

permitiram a inferéncia da funcdo de vdarias subunidades de genes CesA e permitiram
avangos importantes na investigacao destes genes em outras espécies.
O mutante rswil, em Arabidopsis, € causado por uma substituicdo de uma

citosina para uma timina no gene ArCesAl, que conseqiientemente leva a alteracdo de uma
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valina para uma alanina na posi¢do 549 da subunidade de celulose sintase. Plantas
portadoras do alelo mutante quando crescem em temperaturas pouco permissivas,
apresentam uma reducdo na sintese de celulose, e ha acimulo de glicose nao cristalina,
causando anomalias morfoldgicas. Além disso, mutantes rswl exibem um ndmero
reduzido de rosetas na membrana plasmatica (Arioli et al., 1998). Scheible et al. (2001)
identificaram dois alelos ixrl-1 e ixrl-2, que surgem de mutacdes pontuais no gene
AtCesA3, que conferem resisténcia ao inibidor de sintese de celulose isoxaben. Outra
mutacdo que também confere resisténcia a isoxaben ocorre no gene ArCesA6, dando
origem ao alelo ixr2 (Desprez et al., 2002). Esses estudos permitiram a formag¢do de um
grupo de genes composto por AtCesAl, AtCesA3 e AtCesA6 que sdo importantes para a
deposicdo da parede celular primaria.

Ja os mutantes que apresentam Xilema irregular (irx) em Arabidopsis possuem
uma severa redu¢do na sintese de celulose da parede secunddria. Trés mutantes irx com
paredes secunddrias deficientes em celulose sdo formados devido a mutacdes em trés
diferentes membros da familia de genes CesA. Uma mutacdo pontual no gene AtCesA7, da
origem ao alelo irx3 (xilema irregular 3), que se expressa em Arabidopsis como um defeito
na formacdo da parede secundaria do xilema. Como resultado, os elementos traqueais no
mutante irx3 possuem paredes frageis e colapsam facilmente (Taylor et al., 1999). Outra
mutagdo no gene AtrCesA8 promove a formagdo do alelo irxl, provocando efeitos
semelhantes aos do alelo irx3 (Turner & Somerville, 1997). Taylor et al. (2003)
identificaram o alelo mutante irx5, causado por uma alteracdo na seqiiéncia do gene
AtCesA4, produzindo um fendtipo também alterado em relacdo a deposi¢do da parede
secunddria.

Os alelos irx5, irx3 e irxl podem ser coexpressos nas mesmas células. Andlises
feitas por Taylor et al. (2003) sugerem que os trés genes sao requeridos para a formagao da
parede celular secunddria, pois o conteido de celulose € muito menor nas hastes dos
mutantes do que em outras partes da planta. Além disso, ensaios de imunoprecipitacdo
usando anticorpos especificos para cada proteina foram realizados para investigar a
interacdo das trés subunidades em diferentes mutantes. No tipo selvagem cada um dos
anticorpos € capaz de precipitar todas as trés proteinas, corroborando com a idéia de que
todas interagem em um mesmo complexo. Em plantas irx5-1, entretanto, ndo ha producdo
da proteina IRXS, o anticorpo IRX1 nao precipita IRX3 e o anticorpo IRX3 nido precipita

IRX1. Isto sugere que a presenga das trés proteinas € um pré-requisito para a correta jungao
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do complexo de celulose sintase. Entretanto, ndo € necessario que as trés proteinas estejam
ativas para que haja a formagdao do complexo. O alelo irx/-1 é causado por uma mutacao
de ponto que resulta em um produto sem atividade catalitica, embora exista quantidade de
proteina mutante compardvel ao tipo selvagem.

Andlises filogéneticas realizadas por Ranik & Myburg (2006) permitiram
estabelecer a relacdo de ortologia, que € o compartilhamento de uma mesma origem
evolutiva anterior a eventos de especiacao(Russo, 2001), entre os genes de celulose sintase
de Eucalyptus e Arabidopsis. Os genes EgCesAl, EgCesA2 e EgCesA3, expressos durante
a formacdo da parede celular secunddria, sdo ortdlogos aos genes ArCesAS8, AtCesA4 e
AtCesA7, respectivamente. J4 as subunidades de celulose sintase codificadas pelos genes
EgCesAS5, EgCesA6, e EgCesA4, relacionados a deposicdo da parede primdria, sdo
ortélogos aos genes AtCesAl, AtCesA2, e AtCesA3, nessa ordem.

2.4.4 O gene EgCesA3 e seus ortélogos

O gene EgCesA3 de E. grandis possui uma seqiiéncia de cDNA de um tamanho
total de 3452 pb, incluindo além da OREF, as regides 5’ e 3’-UTR, correspondendo a uma
proteina com 1040 residuos de aminodcidos. Investigacdes sobre a expressdo deste gene
feitas por Ranik & Myburg (2006) revelaram que EgCesA3 tém uma expressao 50 vezes
maior em tecidos xilematicos do que no floema e 20 vezes maior no xilema do que na
casca. Os genes EgCesAl, EgCesA2 e EgCesA3 sdo co-expressos para a formacgdo de
celulose da parede secundaria, como ja foi observado em vérios outros estudos com genes
ortélogos a estes genes.

Em Arabidopsis, uma substitui¢do nucleotidica de uma guanina para uma
adenina no gene ortélogo ao EgCesA3, resulta em um cédon de terminagdo, ao invés de
codificar o aminodcido triptofano na posicdo 859, gerando um produto protéico de apenas
168 aminoécidos (Taylor, 1999). Como j4 foi dito, os portadores dessa alteracdo genética
sao denominados mutantes irx3 e s@o caracterizados por uma severa deficiéncia na
deposicdo de celulose da parede celular secunddria, pois apresentam somente de 20 a 30%
da quantidade de celulose encontrada em individuos normais (Turner & Somerville, 1997).
Conseqilientemente, os vasos xilemdticos apresentam-se colapsados devido a falta de
resisténcia a pressdao negativa que é exercida pelo transporte de dgua, deixando o caule
flexivel (Figura 3). Nao foi observada nenhuma compensacdo na regulacdo de lignina para

manter a integridade estrutural das hastes nestes mutantes.
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Figura 3. Seccdo transversal de hastes de Arabidopsis coradas com azul de toluidina.
(A) tipo selvagem; (B) mutante irx3; xe: xilema, ph: floema (Fonte: Taylor et
al., 1999).

Samuga & Joshi (2002) isolaram um cDNA que codifica uma subunidade de
celulose sintase em Populus tremuloides, denominado PtrCesA2. O produto protéico
mostrou um alto grau de similaridade e identidade, 93% e 87%, respectivamente, com o
produto do gene EgCesA3, e um grau de identidade e similaridade muito menor, 64% e
74%, respectivamente, em relacdo ao gene PrCesAl, anteriormente caracterizado por Wu
et al. (2000), sugerindo que PtrCesA2 representa uma subunidade distinta de celulose
sintase em Populus.

Burton et al. (2004) estudaram a familia de genes CesA em Hordeum vulgare a
partir do seqiienciamento de clones de cDNAs e andlises de seqiiéncias de fragmentos de
DNA efetivamente expressos (Expressed Sequence Tags - ESTs). Os autores identificaram
oito membros dessa familia ao longo do genoma. De modo andlogo ao que foi observado
em Arabidopsis thaliana, Eucalyptus e outras espécies de plantas, foram estabelecidos dois
grupos de genes que sdo transcritos de maneira coordenada, o primeiro formado pelos
genes HvCesAl, HvCesA2 e HvCesA6, e o outro formado por HvCesA4, HvCesA7 e
HvCesAS8. Anilises filogenéticas permitiram inferir que os dois grupos de genes sdo
ortélogos aos genes de celulose sintase em Arabidopsis, e implicam, respectivamente, na
formacdo da parede celular primdria e secundaria. Os outros dois membros de genes CesA,
HvCesA3 e HvCesA5, ndo apresentaram um padrdo de expressdo que permitisse inseri-los
em nenhum dos grupos, e parecem ser regulados de maneira independente.

Tanaka et al. (2003) isolaram e caracterizaram mutantes de trés genes de
celulose sintase em arroz induzidos pela inser¢do do retrotransposon Tos17. O caule do
arroz € composto por um colmo principal € um nimero varidvel de colmos primarios e
secundérios (perfilhos). Nos mutantes os colmos sao frageis e quebradigos. Os trés genes
foram expressos em sementes, colmos, paniculas e raizes, mas ndo foram encontrados

indicios de expressdo significativos em folhas maduras e, por isso, foi sugerido que
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estariam relacionados a deposi¢@o da parede celular secundaria. O conteudo de celulose foi
bastante reduzido nos mutantes (de 8,9% a 25,5% do que € encontrado no tipo selvagem).
Uma andlise filogenética feita por Ranik & Myburg (2006), indicou que os genes
EgCesAl, EgCesA2 e EgCesA3 sao ortdlogos aos genes OsCesA4, OsCesA7 e OsCesA9,

respectivamente.
2.5 DIVERSIDADE NUCLEOTIDICA

As espécies de Eucalyptus apresentam elevados niveis de variagdo fenotipica,
dentre varios outros aspectos, quanto ao contetido e comprimento das fibras de celulose.
De modo geral, o componente herdavel desta variacdo tem sido amplamente aproveitado
por programas de melhoramento genético da espécie, em andamento em vdrias instituigdes
no pais, sobretudo, ligados as industrias produtoras de papel e celulose.

E bem conhecido o fato de que as fontes primdrias da variabilidade genética
sd0 as mutagdes génicas, que aumentam o nimero de alelos disponiveis em um loco,
incrementando o nimero de combinacdes alélicas possiveis em uma populacdo. As
mutacdes génicas originam-se de alteragdes na seqii€éncia de bases nitrogenadas de um
fragmento de DNA, mantidas durante a replicacdo da molécula. Essa alteracdo pode ser
devida a substituicao de nucleotideos, ou mesmo a indels (insercdes ou dele¢des de bases),
originando um novo alelo capaz de codificar, por exemplo, uma nova proteina nao
funcional. Embora ocorram espontaneamente, as mutagdes também podem ser induzidas
por agentes mutagénicos, como radiagdes e certas substancias quimicas.

As mutagdes ocorrem ao acaso, de modo que ndo € possivel prever qual gene
sofrerd mutacdo, nem relacionar a existéncia dessa mutacdo com a adaptabilidade as
condi¢cdes ambientais. As substituicdes de base que ocorrem em regides codantes ou
regulatérias dos genes e alteram o produto génico, ou mesmo seu nivel de transcri¢ao, sdo
denominadas mutagdes nao-silenciosas. Por outro lado, as inser¢des e delecdes alteram o
quadro de leitura durante a tradugdo, e via de regra, fazem com que os aminodcidos
codificados apds a ocorréncia de indels sejam muito diferentes do que seria observado na
proteina do tipo selvagem, levando a formagao de produtos nao funcionais.

Ja as mutacdes que ocorrem em regides ndo-codantes dos genes sdao ditas
silenciosas, pois, em geral, ndo resultam em alteracdes perceptiveis no produto génico. Os

eventos de substituicdo nucleotidica decorrentes dessas mutagdes sdo muito mais
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freqlientes, por ndo estarem, em geral, sob sele¢do direta. J4 as mutagdes que ocorrem em
sitios codantes sdo controladas pela selecdo natural e s6 irdo se disseminar em uma
populacdo se aumentarem o valor adaptativo de seus portadores ou se estiverem ligadas a
algum outro alelo que esteja sob sele¢do favoravel e nao causarem nenhuma desvantagem
a adaptacgdo (nesse caso, serdo neutras).

Na década de 1960, com a descoberta do polimorfismo de isoenzimas, foi
possivel se observar que a diversidade genética ao nivel molecular era muito maior do que
a esperada pela teoria da sele¢do natural. Motoo Kimura entdo prop0s que a maioria das
mutagdes detectdveis ao nivel molecular seria de natureza neutra. As mutagdes neutras
seriam entdo as responsdveis pelo aumento da diversidade de alelos em uma populacio,
diversidade esta que seria limitada pelos efeitos da deriva genética, determinados em
magnitude pelo tamanho efetivo da populagao.

Para estimar a diversidade genética a partir de dados de seqiiéncias de DNA,
uma medida apropriada € I, que representa o nimero médio de diferencas de nucleotideos

entre duas seqiiéncias amostradas aleatoriamente de uma populacao:

2t
M= T-02]

em que II;; € o nimero de diferencas entre as seqiiéncias i e j, e n(n-1)/2 € o nimero de
pares de seqii€éncias. Watterson (1975) demonstrou que a esperanca matemdtica de IT é
dada por:

E[ll]=6
em que 0=4Nep, sedo Ne o tamanho efetivo de uma populacdo dipléide e p a taxa de
mutacao por sitio, por geracao.

Segundo Li (1997), o valor de II € influenciado pelo comprimento das
seqiiéncias, assumindo valores crescentes com o aumento do tamanho dessas, pois v=Lg,
em que L é o numero de nucleotideos numa seqiiéncia e v é a taxa de mutagdo por
seqiiéncia. Por isso, este autor sugere que ndo convém usar Il para comparar variacoes de
seqiiéncias de DNA entre locos diferentes. Nei & Li (1979) estandardizaram I1 por L:

n=II/L
sendo m o nimero médio de diferencas nucleotidicas por sitio entre duas seqiiéncias

aleatoriamente amostradas em uma populacao.
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Uma outra estimativa comumente utilizada de diversidade nucleotidica é o

valor 8y de Watterson, que pode ser obtida por:
K
6, =—
a

1

n—1

( . o 1 ( .
em que K é o nimero de sitios segregantes, ¢ a =1+5+...+ , € n é o nimero de

seqiiéncias amostradas.
2.6 POLIMORFISMOS DE UM UNICO NUCLEOTIDEO (SNPs)

Cada vez mais, genomas sao completamente seqiienciados (como o genoma
humano e o de Arabidopsis), e o interesse dessas pesquisas estd voltado para a descoberta e
andlise de diferentes seqii€éncias intraespecificas. Por outro lado, ainda sdo limitadas as
informacdes sobre freqii€éncia, natureza e distribuicdes de SNPs, polimorfismos de um
unico nucleotideo, em plantas. Embora existam varios estudos em espécies cultivadas,
como soja (Zhu et al., 2003), milho (Remington et al., 2001; Ching et al., 2002), arroz
(Nasu et al., 2002) e em vegetais-modelos como Arabidopsis (Cho et al., 1999; Nordborg
et al., 2002) e até mesmo em espécies arboreas como Pinus (Pot, et al., 2005), a
catalogacdo e a avaliagdo de niveis de associacdo envolvendo SNPs em humanos estdo
consideravelmente mais avancados. Estas informacdes, ja hd alguns anos, t€ém sido
utilizadas na caracterizagdo de fendtipos como susceptibilidade e resisténcia a doencgas
(Collins et al., 1997) e respostas a drogas (Kleyn & Vessel, 1998). Para Jorde (2000), esses
polimorfismos podem ser usados como simples marcadores genéticos, mas podem ser
identificados entre as extremidades de qualquer gene, e t€m um uso potencial na deteccao
de associagdes entre formas alélicas de genes e fenotipos de interesse.

Em uma defini¢do mais conservadora, os SNP sdo tidos como por¢des do DNA
genOmico com diferentes seqiiéncias alternativas (alelos) em posi¢des de uma unica base
nucleotidica, com uma frequéncia alélica populacional de pelo menos 1% (Brookes, 1999).
Na pratica, o termo SNP € usado mais livremente em relacdo ao que foi definido acima.
Variagdes de uma tnica base em cDNAs (cSNPs) sdo usualmente classificadas como
SNPs, desde que possam ser verificados no DNA gendmico. Isso, entretanto, ignora a
possibilidade de que eles possam ser resultantes da edicio do RNA mensageiro. Além
disso, indels, por vezes sdo catalogados como SNPs e vérios trabalhos tem relatado SNPs

com freqiiéncias menores do que 1%.
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Os SNPs ocorrem tanto em regides codificadoras como em regides nao
codificadoras dos genomas de diferentes espécies. Em regides codificadoras, podem alterar
a seqiiéncia de aminoacidos na cadeia protéica, sendo denominados, neste caso, de SNPs
ndo sindnimos, podendo a substitui¢do ser conservativa ou nao conservativa, em funcao
das caracteristicas dos aminodcidos envolvidos na troca. Nesses casos, pode haver
modificacOes estruturais e funcionais na proteina.

Os SNPs podem ser sindnimos devido a propriedade de o cédigo genético ser
redundante, ou seja, a mudanca em um nucleotideo da molécula, pode nao alterar a
seqiiéncia protéica. Porém, mesmo assim, vérios estudos tém relatado que SNPs sindnimos
podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e, conseqiientemente
afetar a quantidade de proteina produzida, através de algum mecanismo ainda
desconhecido. Genes contendo um ou mais SNPs sindnimos podem originar duas ou mais
formas de mRNAs Essas variantes de mRNA podem promover diferentes funcgdes
bioldgicas como resultado de diferencgas estruturais que afetam a sua interagdo com outros
componentes celulares. Conforme relatado por Duan et al. (2003), existem evidéncias de
que um polimorfismo na posicdo 957 do gene que codifica o receptor para dopamina afete
a expressao in vitro. O efeito do polimorfismo foi associado a mudangas na estrutura
secunddria do mRNA, diminuindo sua estabilidade, apresentando um papel importante na
regulacdo da expressdo génica. Shen et al. (1999) também observaram diferencas na
estrutura secundaria de mRNA associadas a SNPs em regides codificantes de dois mRNAs
em humanos: alanila-tRNa-sintase e mRNA de 70-kDa da proteina A.

Um SNP sindnimo pode ainda promover splicing alternativo, mudangas nos
cddons de iniciacdo de traducdo, além de geracdo ou supressdo de cédons de terminacio ou
poliadenila¢do na molécula de RNA mensageiro (Guimaraes & Costa, 2002).

Para os geneticistas de plantas o investimento em novas tecnologias como o0s
SNPs t€ém merecido atengdo especial. O alto nivel de polimorfismo de muitas espécies
vegetais, como o milho, por exemplo, facilitam a identificacdo de SNPs e demonstram a
aplicabilidade destas técnicas em programas de selecdo assistida. Rafalski (2002) salienta
que as linhas puras, comumente obtidas em vdrias espécies vegetais cultivadas, quando
avaliadas, permitem leitura direta dos haplétipos, que s@o combinacdes de alelos
encontrados em locos préximos, ao longo de um cromossomo, herdados em conjunto
(Rafalski, 2002). Este fato permite a determinacdo precisa da fase de ligacdo entre os

SNPs, sem que dados de mais de uma geragao tenham que ser obtidos.
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A identificacio de SNPs responsdveis por variagdes em caracteres
quantitativos, como o contetido de celulose em espécies de Eucalyptus, ou em outras
caracteristicas intrinsecas a forma¢ao da madeira, pode ser uma ferramenta importante para
o melhoramento genético no futuro. Tal estratégia permitiria, pelo estabelecimento da
associacdo entre o polimorfismo genético e as diferencas no conteddo e qualidade de
fibras, a identificacdo de combinagdes genotipicas mais satisfatdrias para a producio de
papel, por exemplo, pela utilizacdo de procedimentos de genotipagem automatizada.

Virias rotas para o descobrimento de SNPs podem ser tragadas. Isto inclui o re-
seqiienciamento de produtos de PCR (reacdo da polimerase em cadeia) com ou sem pré-
screening; a descoberta de SNP eletronicos (eSNP) em bibliotecas gendmicas de shotgun,
e de eSNP em bibliotecas de EST (etiquetas de seqiiéncias expressas). Segundo Rafalski
(2002), o seqiienciamento de segmentos de DNA (amplificados por PCR) é o caminho
mais direto para a identificacdo de SNP. Iniciadores para PCR sdo desenhados para
amplificar segmentos de DNA de 400 a 700 pb, geralmente a partir de EST do gene de
interesse (Figura 4). A selecao de fragmentos amplificados de regides nao-codantes, como
introns, ou regides 3’ ndo traduzidas (3’- UTR), geralmente aumentam a freqiiéncia do
encontro de polimorfismos . A PCR € otimizada com a localizacdo de regides de alta
divergéncia em individuos que representem a diversidade da populacdo de interesse. As
seqiiencias resultantes sdo alinhadas, e o polimorfismo identificado, sendo possivel a
distingdo entre o polimorfismo verdadeiro e o erro de seqilienciamento, através da
utilizacdo de programas como o PHRED (Ewing et al., 1998), que interpreta a informagao
obtida a partir dos eletroferogramas associando uma medida de qualidade para cada base

nucleotidica.
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400-T00bp T7 ie)

l Amplificagio de DNA Gendmica

i Ditegdo do seqienciamento

(d) 1...GATATTCGTACGSATET-TOCA. . .
Z...GATGTTCOTACTSATOTATCCA, . .
Individuos 1. . . GATATTCOTACSEATET-TOCA. . .
4...GATATTCOTAOGGATOTATCCA. | .
5. .. GATETTCOTACTGATSTATOCA. .
6...GATETTCOTACTGATOTATCCA. | .
(e} Haplétipos AG—, AGA, GTA

Figura4. Descoberta de SNP em EST. (a) Uma seqiiéncia na extremidade 3’ de um
EST ou um gene conhecido € usado para desenhar um par de iniciadores;
(b,c) sdo usados iniciadores T3/T7 para facilitar o seqiienciamento direto.
Depois da amplificacdo, os produtos da PCR sdo purificados; (d) as
seqiiéncias resultantes sdo alinhadas e sdo identificados os SNPs e
polimorfismos de insercio e delecdo (e) trés haplétipos podem ser
distinguidos (Fonte: Rafalski, 2002).

A freqiiéncia de ocorréncia de SNPs varia entre regides do genoma, entre
seqiiéncias codificantes e nao codificantes, e entre espécies. A magnitude da diversidade
nucleotidica varia de 0,0003 até 0,0050 em humanos, ou seja, existem de 3 até 50 SNPs
por 10 kb quando dois cromossomos sdo comparados (Chakravarti, 1999).

Em um estudo realizado por Bhattramakki et al. (2002), com base em oito
linhagens elite de milho, foram analisados 502 locos derivados de ESTs, sendo re-
seqiienciados 400-500pb por loco. Desse total, em 86% dos locos foram encontrados
polimorfismos. Mais da metade dos locus (52%) foram polimoérficos em duas linhagens
comuns, B73 e Mol7. Os autores identificaram 215 locos (43% do total analisado) que
continham polimorfismos de insercao e delecao do tamanho de 1pb.

Zhu et al. (2003), em um estudo sobre a diversidade de seqiiéncias de
genétipos de soja, encontraram uma freqiiéncia de 1,64 SNPs por kb em regides
codificantes e 4,85 SNPs por kb em regides ndo codificantes. Um ter¢co dos terminais 3’
dos genes testados (com um comprimento médio de 430 pb) contém um SNP.

Uma dificuldade surge em andlises utilizando SNP se ndo sdo avaliadas linhas
puras, ou individuos homozigotos (Rafalski, 2002). Neste caso, softwares como o Poly-

Phred, facilitam a identificacio de posi¢des heterozigdticas (Nicherson et al., 1997).
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Devido ao desconhecimento da fase de ligacdo de SNPs adjacentes a alelos em individuos
heterozigotos, um haplétipo pode ndo ser derivado imediatamente do seqiienciamento de
produtos de PCR. Ou seja, se um loco tem um polimorfismo A/G e um loco adjacente tem
o polimorfismo C/T, isto ndo indica se os dois haplétipos sdo A (no loco 1)-C(no loco 2) e
G(loco 1)-T(loco2), ou A (loco 1)-T(loco2) e G(oco 1)-C(loco 2). Por isso, métodos
computacionais de derivacao de haplétipos corretos tém sido desenvolvidos.

Virios métodos para genotipagem de SNP podem ser usados e esse assunto
tem sido amplamente discutido (Gut, 2001; Kwok, 2001). A escolha do método particular
depende de muitos fatores, incluindo custos, equipamentos necessdrios, dificuldade no
desenvolvimento do ensaio e potencial de multiplexagem.

Numerosos tipos de marcadores de DNA baseados na deteccao indireta do
polimorfismo a partir de seqiiéncias de DNA foram desenvolvidos. Freqiientemente,
marcadores muito informativos, como os microsatélites (SSR), s@o preferidos. Entretanto,
marcadores microsatélites sdo pouco adequados para estudos de associacdo devido a
ocorréncia de homoplasia, isto é, a ocorréncia de alelos SSR de tamanho idéntico, mas
diferentes origens evolutivas (Rafalski, 2002). SNPs possuem a vantagem de serem muito
mais abundantes no genoma do que os SSR. Por outro lado, SNPs sdo, em geral, bialélicos
e a heterozigosidade esperada é baixa. Taramino & Tingey (1996) encontraram, por
exemplo, uma heterozigosidade esperada de 0,263 em um conjunto de linhagens elite de
germoplasma de milho, comparado com 0,77 para os microssatélites. A informacao
provida pelos SNPs € muito util quando vdrios intervalos préximos ao polimorfismo
definem um haplétipo na regido examinada. Na presenca de um pequeno desequilibrio de
ligacdo, alguns dos SNPs redundantes podem ser suficientes para definir um haplétipo. No
exemplo mostrado na Figura 5, os trés SNPs indicados por asteriscos definem
completamente quatro haplétipos. Todo haplétipo definido por um subconjuto dos SNPs

existentes ¢ denominado de “tag” (Jonhson et al., 2001).
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Figura 5. Polimorfismos de um unico nucleotideo foram identificados em 263
segmentos de um gene de ACP-esterol desaturase, em milho. As seqiiéncias
horizontais correspondem a 32 individuos seqiienciados. As colunas verticais
identificam nove sitios polimérficos, incluindo um indel (I/D), que € um
polimorfismo de inser¢dao/delecdo. Sao mostrados quatro haplétipos distintos.
Estes quatro haplétipos podem ser identificados, sem ambigiiidade, usando-se
somente trés SNPs (marcados com *) (Fonte: Rafalski, 2002).

2.7 DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

2.7.1 Conceito

O desequilibrio de ligagdo (DL) é também conhecido como desequilibrio de
fase gamética, desequilibrio gamético ou associacdo alélica. Num sentido mais restrito, o
DL seria uma associac¢io nao aleatéria de alelos de locos diferentes. Isto €, o desequilibrio
de ligacao ¢ uma medida do grau de correlacdo entre polimorfismos (SNP, por exemplo),
que € causada por eventos compartilhados de muta¢do e recombinacdo. Numa populacao
em que os cruzamentos ocorrem aleatoriamente, com a segregacdo de locos acontecendo
independentemente, e na auséncia de selecdo, mutacao, ou migragao, os locos polimérficos
podem estar em equilibrio de ligacdo. Em contraste, ligacdo, selecdo e cruzamentos

preferenciais tendem a aumentar o DL.
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Os termos ligacdo e desequilibrio de ligacdo sdo muitas vezes confundidos.
Embora o DL e a ligacdo génica sejam relacionados, sdo conceitualmente distintos. A
ligacdo se refere a heranca correlacionada de locos através de uma conexdo fisica no
cromossomo, enquanto o DL refere-se a uma correlacdo entre alelos de uma populagdo. A
confusdo ocorre porque uma forte ligacdo pode resultar em altos niveis de desequilibrio
gamético. Por exemplo, se duas mutagdes ocorrem a poucos pares de bases uma da outra,
elas estardo sob as mesmas pressoes de selecdo e deriva genética ao longo do tempo.
Devido a recombinagdo entre as bases vizinhas ser rara, a presenca desses SNPs &
altamente correlacionada a uma forte ligacdo, resultando em um alto desequilibrio de
ligacdo. Em contraste, SNPs em cromossomos separados experimentam diferentes pressoes
seletivas, e segregam independentemente, entdo, estes SNPs t€ém uma baixa correlagdo ou

nivel de DL (Flint-Garcia et al., 2003).

2.7.2 Forcas evolutivas que afetam o DL

Muitos dos processos observados em genética de populagdes sao refletidos no
padrao do desequilibrio de ligacdo entre locos, como a freqiiéncia alélica e a
recombinacdo. Mutagdes promovem a matéria-prima para a producdo de polimorfismos
que estdo em desequilibrio de ligacdo. A recombinagdo € um fendmeno que enfraquece o
DL intracromossomal, enquanto o desequilibrio de ligacdo intercromossomal é quebrado
pela segregacdo independente durante a meiose.

O tipo de sistema reprodutivo também influencia fortemente a magnitude de
desequilibrio alélico. Em geral, o DL decai mais rapidamente em espécies alégamas em
comparacao a espécies autégamas. Por outro lado, as espécies autogamas podem sofrer um
aumento na taxa de recombina¢@o por meiose. Estima-se que a taxa de recombinagdo em
Arabidopsis seja de duas a seis vezes maior do que € verificado em Drosophila e milho,
respectivamente. Entretanto, a autofecunda¢do aumenta a homozigose e, por isso, limita o
nimero de duplos heterozigotos que podem ser embaralhados pela recombinagdo. Isso
resulta em uma taxa de recombinacdo efetiva menor em espécies que apresentam
autofecundacgdo, fazendo com que os polimorfismos genéticos tendam a permanecer
correlacionados. Sendo assim, espera-se que o DL seja mantido em distancias fisicas
maiores (Gaut & Long, 2003).

O DL pode surgir em populagdes que tenham passado por uma recente redugao

do tamanho populacional acompanhado de intensa deriva genética. Durante o afunilamento
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genético, somente poucas combinagdes de alelos serdo passadas as futuras geragdes, e isto
pode resultar em um forte desequilibrio gamético. Em estudos de genética humana,
populacdes que foram submetidas a severos gargalos genéticos tém sido utilizadas para
mapeamento do DL em vdrios genes que sdo responsaveis por doencas.

A selecdo natural, quando produz afunilamento loco-especifico, também causa
um desequilibrio de ligacdo entre o alelo selecionado e os locos ligados a esse. Entretanto,
a selecao quando favoravel a um fendtipo que € controlado por dois locos nao ligados
(epistasia) pode resultar em DL, apesar do fato de que os locos ndo estejam conectados

fisicamente.
2.7.3 Como medir o DL

Sendo o desequilibrio de ligacdo relacionado a ndo independéncia de alelos, a
mensuragdo desse desequilibrio é uma medida quantitativa de associagdo alélica. Na Figura
6A € possivel observar dois sitios polimorficos que estdo em completo desequilibrio de
ligacdo, porque o alelo A aparece sempre associado a G, e o alelo T estd sempre associado
ao alelo C. Contudo, no exemplo B, os alelos encontrados no primeiro sitio, A e T, se

associam de modo aleatério aos alelos do segundo, pois estdo em equilibrio de ligagdo.

A B C D

a i o i A G 8 i

A G A _C A 5 A 5

A G A B A = A 3

A & A a8 & G A B
G = G a
c & & -
c G c =
£ & & [

IDI= 0.25 IDI= 0.0 IDI=0.125 IDI=0.0
ID'l= 1.0 ID'l= 0.0 ID'l=1.0 ID'l= 0.0

r=1.0 r=0.0 r=0333 =00

Figura 6. Dois locos mostrando SNPs em oito individuos. A) DL completo entre os
locos; B e D) Recombinacgdo entre os sitios; C) freqiiéncias de associacdes
desiguais entre os locos, nao implicando necessariamente em recombinagao.
C pode ser uma nova mutacgdo associada a T (Fonte: Gaut & Long, 2003, com
adaptagoes).

Para calcular o desequilibrio de ligacdo entre os sitios 1 e 2, em relagdo a

Figura 6, considera-se Di,= piaxc — (P1a)(P2c), de modo que piaxc € a freqii€éncia de
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seqiiencias que contém A no sitio 1 e G no sitio 2, p;a € a freqiiéncia absoluta do alelo A
no sitio 1, e pyg € a freqii€ncia do alelo G no sitio 2. Em relacdo a Figura 6A, D= 0.5-
(0.5)(0.5)=0.25, e de modo andlogo, para a Figura 6B, D= 0.0. Ressalta-se que o valor
absoluto de D é simétrico, ndo importando quais alelos sdo medidos e associados, ou seja,
para se calcular D pode-se medir a freqiiéncia de A ou T.

Segundo Weir (1996), levando em conta uma populagdo de gametas de
tamanho 2n, pode-se obter o seguinte estimador para o desequilibrio de ligacao:

E(D,,)= 2nl D,
2n

cuja variancia € dada por:

A 1
Var(Dyp) =—{p (= p)p,(=po) +A=2p)(1=2p)) Dy, = D]

Para testar a hipétese da ndo existéncia do desequilibrio, Hy: Dj>= 0, pode-se
construir um teste de chi-quadrado a partir do esquadrinhamento de um varidvel normal

assintotica z:

= (D) =EDy)
Var(D,,)

20(0?,)
p,(1-p,)p,(1—-p,)

2 _ 2 2
X,=2" X, =

A medida D incorpora informacdo sobre associacdo e freqiiéncias alélicas. Por
exemplo, imagine que somente uma entre as oito seqiiéncias contenha um A no loco 1 e
um G no loco 2, de modo que as seqii€éncias remanescentes contém um T e um C. Embora
os dois locos ainda estejam em completo desequilibrio, a mudanca na freqiiéncia dos alelos
A e G gera uma medida de D= 0,125- (0,125)(0,125)= 0,109. Devido a essa dependéncia
de freqiiéncia, valores de D podem variar muito, mesmo quando os SNPs estdo em
completo desequilibrio (Gaut & Long, 2003).

Existem duas possibilidades para se contornar a dependéncia do valor de D em
relacdo a freqii€ncia absoluta dos alelos. A primeira € ignorar as variantes com freqiiéncias

baixas. Muitos estudos de DL ignoram alelos com freqiiéncia menores que 5 ou 10%. A



45

outra, ¢ usar medidas de associacdo que sejam normalizadas com a respectiva freqiiéncia
dos alelos.

A medida normalizada de D mais comum é D’(Lewontin, 1964). D’ tem a
propriedade de que o valor absoluto seja 1 se SNPs estdo em completo desequilibrio
gamético, ou se existem somente 3 tipos gaméticos na amostra (Figura 6C). Um
inconveniente de D’ € que seu significado fica mais dificil de ser compreendido quando
D < 1.0.

Outra estimativa de DL pode ser obtida pelo calculo de r, que € igual a D’

divido pelo produto das freqii€éncias alélicas nos dois locos:

: (0’)

b (Pm )(ch )(P1T )(ch )

Hill & Robertson (1968) deduziram que em pequenas populagdes, quando a
deriva genética e a recombinac¢do estdo em equilibrio, o desequilibrio de ligacdo pode ser
estimado por:

2 1
(1+4Nc)
sendo N o tamanho efetivo populacional e ¢ a fracdo de recombinacao entre os locos.

De modo geral, a significincia estatistica (p-valor) para o valor estimado do
desequilibrio de ligacdo de uma populacdo, em relacdo a hipétese de nulidade, dada pela
inexisténcia de desequilibrio, pode ser calculada utilizando-se o Teste Exato de Fisher,
quando sdo comparados dois sitios com dois alelos cada, ou podem ser feitas andlises de

permutacdes multifatoriais para comparar sitios com mais de dois alelos.
2.7.4 Estudos de DL em plantas

Geralmente, o desequilibrio de ligacdao esperado ao longo do genoma varia
muito devido ao acaso. Entretanto, é possivel tragar alguns padrdes gerais de desequilibrio.
O DL entre dois locos tende a decair com o aumento da distancia em centiMorgans e a taxa
de decaimento depende muito da histéria demogréfica da populagdo, bem como de véarios
outros parametros. Espécies que se reproduzem através da autofecundacdo apresentam
altos niveis de homozigose e a extensdo do desequilibrio de ligacdo tende a ser muito

maior do que em espécies de fecundacgio cruzada.
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Arabidopsis thaliana t€ém um indice de autogamia estimado em 99% e um
padrao de distribuicdo de suas populacdes altamente condensado, resultando em uma
diversidade nucleotidica estimada de 0,0014 (Bergelson et al., 1998). Nordborg et al.
(2002) seqiienciaram 13 pequenos fragmentos que cercam o alelo FRI, que regula o tempo
de florescimento em Arabidopsis, a partir de 20 acessos de uma amostra global e
encontraram que o DL decai rapidamente com a distancia de 1cM, correspondente a
250Kb.

Ja em espécies alégamas, os padroes de DL variam substancialmente com o
tipo de populacdo escolhida. Tenaillon et al. (2001) investigaram diversas seqii€éncias em
21 locos do cromossomo 1 de milho e o desequilibrio de ligacdao r* diminuiu para menos de
0,25, numa extensao de 200 pb em média. Remington et al. (2001) examiraram o DL entre
SNPs intragénicos, em um grupo composto de 102 linhagens melhoradas, uma amostra
representativa da variabilidade genética global do milho. Observando seis genes
candidatos, o DL intragénico decaiu rapidamente (1°<0,1 com 1500bp). Entretanto, alguns
locos apresentaram desvios para esta pequena extensao do DL. Um gene com um DL baixo
em relacdo ao loco sul teve seu valor diminuido ainda mais apds 12Kb. Rafalski (2002)
sugere que a extensao do LD € maior que 100Kb entre os locos adhl e yl, em populagdes
elite de milho, indicando que este germoplasma teria uma base genética mais estreita em
relacdo ao que foi estudado por Tenaillon et al. (2001). Existem vérias hipdteses que
poderiam explicar a variacdo dos padroes de DL em milho observada em diferentes
amostras. Vdrios haplétipos que foram identificados foram gerados, provavelmente, antes
da domesticacdo de seu ancestral, e as diferentes taxas de decaimento do DL refletiriam

niveis diferentes de gargalos demograficos populacionais sofridos pela espécie.
2.8 ESTUDOS DE EXPRESSAO GENICA IN SILICO

Os estudos de expressdo gé€nica em varios organismos, desde procariotos a
humanos, tiveram considerdveis avangos nas dltimas décadas. Sendo que, neste contexto, o
seqiienciamento de fragmentos de ESTs a partir de bibliotecas de cDNA contribuiu muito
para o entendimento de como vérios processos bioldgicos sdo coordenados ao nivel
molecular.

Bancos de ESTs tém sido uma fonte importante de informacdo sobre a funcio

de genes candidatos. Através de comparagdes entre uma seqiiéncia de interesse € um banco
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de dados € possivel fazer inferéncias sobre sua funcdo quimica e biolégica (Carneiro et al.,
2000).

Além disso, as ferramentas de andlise de expressdo génica t€ém permitido a
realizacdo de inferéncias sobre quais genes sdo expressos em determinadas fases de
desenvolvimento, além da comparacao destes niveis de expressdo com aqueles obtidos em
diferentes tecidos. Essa informacdo é de grande utilidade em estudos destinados a
identificacdo dos genes envolvidos na determinacdo de caracteres de grande interesse
econdmico, bem como dos determinantes da variagdo observada nestes caracteres em
diferentes ambientes.

Existem diferentes abordagens para se mensurar a expressao génica. Figueiredo
et al. (2001), visando identificar genes relacionados especificamente ao processo de
florescimento de cana-de-actcar, usaram a abordagem denominada “Digital Differential
Display”, a partir da contagem direta dos ESTs de 32 bibliotecas de cDNA nao-
normalizadas. Geralmente, a freqiiéncia de um determinado EST estd correlacionada ao
acumulo de transcritos nos tecidos dos quais as bibliotecas de cDNA foram construidas e
neste caso € possivel se comparar os transcritos de diferentes tecidos, pela andlise
computacional de bancos de dados de ESTs, além de testes estatisticos robustos, como 0s
preconizados por Audic & Claverie (1997) e Romualdi et al. (2001).

Uma outra tecnologia de utilizag@o crescente em estudos de expressio génica é
a andlise de microarrays, que permite a comparagdo do nivel de expressao de milhares de
genes ao mesmo tempo. Os arrays sao arranjos de um grande numero de genes sobre um
suporte, como por exemplo uma lamina de vidro. Por esta técnica, milhares de fragmentos
de cDNA sao marcados com fluorescéncia e hibridizados com oligonucleotideos (sondas)
imobilizados na lamina de vidro. As sondas sdo formadas por oligonucleotideos de
seqiiéncia pré-determinada de modo a representar os milhares de genes de interesse. Um
array de 1,6cm’ pode abrigar mais de um milhdo de sondas diferentes com um
espacamento de 1um (Primrose, 2003).

O desenho das sondas € uma etapa essencial no processo de constru¢do de um
array. Em organismos eucariotos, a partir de uma seqiiéncia de mRNA de referéncia, sdo
sintetizados pares de sondas selecionados preferencialmente a partir da regido 3’ do gene,
ou de transcritos que possuam uma cauda poli-A, para reduzir problemas que possam
surgir com o uso de mRNA degradados (Lipshutz et al., 1999). Os resultados sdo

produzidos sob a forma de diferentes intensidades de fluorescéncia, que sdo captadas por



48

microscopia de fluorescéncia a laser, em fun¢do de diferentes niveis de expressdo de cada
gene, sendo toda informacgdo processada por computadores e programas especificos. Para
Carneiro (2000), andlises feitas a partir de microarrays podem complementar metodologias
como a “Digital Differential Display” por gerar informacgdes quantitativas, capazes de
detectar mudangas stbitas na expressao dos genes avaliados.

Em FEucalyptus, Kirst et al. (2004) investigaram a expressao coordenada de
genes envolvidos na biossintese de lignina, a partir da andlise conjunta de dados de
microarrays e de medidas fenotipicas do crescimento secunddrio, obtendo o mapeamento
dos QTLs relacionados ao nivel de expressdao de diferentes genes (eQTLs). A madeira,
composta por xilema secundario, um tecido especializado de condug@o e suporte produzido
pelo crescimento e diferenciagdo do cambio vascular meristematico, apresenta
caracteristicas fisicas e quimicas dependentes do nivel de transcri¢do de diversos genes
expressos durante o processo de xilogénese (Fukuda et al., 1996). Neste estudo, os autores
analisaram a expressdo de 2.608 genes transcritos durante a diferenciacdo do xilema em 91
individuos originados de uma progé€nie de um cruzamento de E. grandis x E. globulus,
retrocruzada com um individuo ndo-relacionado de E. grandis. Eles relacionaram os
resultados obtidos com QTLs para o crescimento em didmetro, anteriormente mapeados
por Myburg (2001). Cada gene foi testado para associacdo entre o nivel de transcricdo e a
varia¢do do crescimento em didmetro na progénie através de uma andlise de correlagdo. A
andlise revelou uma reducao coordenada dos transcritos de genes que codificam enzimas
envolvidas na biossintese de lignina, na progénie que exibiu um crescimento superior. A
correlagdo mais significativa foi observada entre a express@ao de um gene que codifica a
enzima coniferaldeido 5-hidroxilase (Cald5H), envolvida na via biossintética de siringil,
um dos dlcoois aromdticos que compdem a molécula de lignina. Individuos que

apresentaram um nivel de expressao maior de Cald5SH tinham um didmetro de caule menor.



3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL GENETICO PARA O ESTUDO DE DIVERSIDADE
NUCLEOTIDICA DO GENE EgCesA2

Para o estudo de avaliagdo da magnitude de diversidade nucleotidica presente
no gene EgCesA2, ortélogo ao gene AtCesA4 de Arabidopsis thaliana, foram amostradas
folhas de 12 individuos de diferentes espécies de Eucalyptus (E. grandis, E. urophylla, E.
globulus, E. dunni e E. camadulensis) e de dois hibridos interespecificos: E. grandis x E.
dunni e E. urophylla x E. globulus, utilizados em programas de melhoramento no Brasil.
Os dois individuos representantes de E. grandis sdo origindrios de diferentes regides da
Austrélia, ilha de Atherton (17°16’S e 145°29’E) e regido de Coffs Harbour (30°19°19°S e
153°07°01"’E). Os dois individuos representantes da espécie E. urophylla sao provenientes
de duas ilhas da Indonésia, Timor (8°50°S e 125°55°E) e Flores (latitudes entre 8 e 11°S e
longitudes entre 118° e 125°). Os genétipos das espécies E. globulus, E. dunni e E.
camaldulensis, representadas por dois individuos cada e dos hibridos, representados por
um individuo cada, foram provenientes de diferentes plantacdes florestais localizadas no

Brasil. O DNA foi extraido conforme descrito no item 3.3.

Tabela 1. Relacdo dos individuos utilizados no estudo de diversidade nucleotidica do

gene EgCesA2.
Individuo Espécie
E.GR E. grandis
G44 E. grandis

E.U.1 E. urophylla

E.U.2 E. urophylla

E.C.1 E. camaldulensis

E.C2 E. camaldulensis

E.D.1 E. dunni

E.D.2 E. dunni

E.G.1 E. globulus

E.G2 E. globulus

E.U.G E. urophylla x E. globulus
E.GR.D E. grandis x E. dunni
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3.2 MATERIAL GENETICO PARA O ESTUDO DO DESEQUILIBRIO
DE LIGACAO NO GENE EgCesA3

Para o estudo do desequilibrio de ligacdo no gene EgCesA3 em Eucalyptus,
foram amostradas folhas de 32 individuos de uma populacdo base de E. urophylla,
estabelecida no Brasil pela empresa Suzano Celulose e Papel, em um plantio florestal
localizado na cidade de Suzano-SP (23°32°33"°S e 48°18°39°’W). Essa populacio base foi
constituida a partir de sementes coletadas ao acaso de uma floresta natural de Eucalyptus,
localizada no Timor (8°50’S e 125°55’E).

As folhas foram previamente estocadas a -80°C e a partir delas foi extraido o

DNA gendmico, conforme o protocolo a seguir.
3.3 EXTRACAO DO DNA GENOMICO

A extracdo do DNA gendmico de Eucalyptus foi feita a partir do protocolo
desenvolvido por Doyle & Doyle (1991), seguindo as modificacdes propostas por Ferreira
& Grattapaglia (1998). Cada amostra foi composta por cerca de 100mg de folhas frescas
congeladas, contidas em microtubos plésticos de 2mL. Ao conteddo dos microtubos foi
adicinado nitrogénio liquido para permitir a maceragdo dos tecidos, feita com o auxilio de
um bastdo de vidro. Para o rompimento das membranas celulares e para a separacdo de
acidos nucléicos e polissacarideos, apds a maceragdo, foram adicionados 700uL de tampao
de extragio CTAB (CTAB 2%; EDTA, 20mM; Tris-HCl, 100mM, pH 8,0; PB-
mercaptoetanol, 0,2%) pré-aquecido a uma temperatura de 65°C. Os tubos foram mantidos
em banho-maria a uma temperatura de 60°C por um periodo de 30 minutos, sendo agitados
a cada 10 minutos para manter o extrato em suspensdo. Aos microtubos, j4 em temperatura
ambiente, foram adicionados 600puL de cloroférmio-dlcool isoamilico (24:1). Depois de
homogeneizados, os microtubos foram centrifugados a 13000rpm, durante 5 minutos. A
fase aquosa superior foi removida para um novo tubo e adicionou-se S0uL. de CTAB 10%.
Ap6s a homogeneizacdo, a extragdo com cloroférmio-dlcool isoamilico foi repetida. A fase
aquosa superior foi transferida para um novo tubo e acrescentou-se 400uL de isopropanol
frio, seguida de agitagdo leve e incubagdo overnight a -20°C. Depois disso, os tubos foram
centrifugados a 7500 rpm por 5 minutos, para a formagdo do pellet. O sobrenadante foi

descartado e os pellets foram lavados duas vezes em ImL de etanol 70%, por 10 minutos, e
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em etanol absoluto, uma vez, por 3 minutos. Depois de secos, os pellets foram

ressuspendidos em 50puL. de tampdo TE (Tris-HCL, 10mM, pH 8; EDTA, ImM).

3.4 QUANTIFICACAO DO DNA

As amostras de DNA extraidas foram analisadas através da eletroforese em gel
de agarose a 1,4%, em tampao TBE (Tris—Acido Borico, 90mM; EDTA, 2mM) e coradas
em brometo de etidio, com a finalidade de verificar a integridade e a quantidade de DNA.
A eletroforese foi feita numa cuba horizontal sob voltagem constante de 120V.

A quantificacdo do DNA foi feita por meio da comparacao entre a intensidade
das bandas visualizadas nas amostras extraidas, com aquela observada nos padrdes de
DNA do fago A (Invitrogen, Inc.), nas concentragdes de 20, 50 e 100ng/mL. Os resultados
obtidos foram digitalizados com o auxilio de um fotodocumentador KODAK EDAS 290,
utilizando-se luz UV. As amostras, apds a quantificacdo, foram diluidas de modo a fazer

com que a concentragdo de trabalho fosse de 2,5ng/uL.
3.5 PRIMERS UTILIZADOS

Os iniciadores especificos destinados a amplificacdo e seqiienciamento dos
dois diferentes genes de celulose sintase em FEucalyptus foram desenhados por Salazar
(2006). Para isso, foi construido um dendograma a partir de seqiiéncias publicadas no

Genbank, através do site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), baseado nos genes da

familia CesA anteriormente caracterizados em Arabidopsis. O alinhamento e a subseqiiente
reconstrucdo filogenética baseada nas distancias entre as seqiiéncias foram executados pelo
programa ClustalX (Thompson, 1997). O algoritmo Neighbor-Joining (Saitou & Nei,
1987) foi utilizado na andlise e os resultados foram visualizados pelo programa TreeView
(Page, 1996). A partir desse dendograma, duas seqii€éncias foram escolhidas: AB006703,
AF088917, correspondentes, respectivamente, aos genes AtCesA4, AtCesA7, descritos por
Holland et al. (2000), ortdlogas ao gene EgCesA2, e EgCesA3, de E. grandis. Essas
seqiiencias foram comparadas as do banco de EST do Projeto Genolyptus (Rede Brasileira
de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus), através do algoritmo BLAST (Altschul et al.,
1990) para a identificacdo de seqiiéncias homodlogas e foram selecionadas 320 seqiiéncias
com um valor-E menor do que 107"°. Por fim, apo6s novo alinhamento, houve a formagao de

dois grupos de homologia, cada um agrupando seqiiéncias de Eucalyptus ortélogas a um
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dos genes CesA: AtCesA4 ou AtCesA7, permitindo o desenho dos iniciadores para a reacdo
de amplificacdo dos fragmentos dos genes de celulose sintase relacionados a produgdo de
celulose da parede secundéria.

Tabela 2. Genes CesA de Arabidopsis thaliana utilizados como referéncia.

n° de acesso

gene Referéncia
(GenBank)
AtCesA4 AB006703 Holland et al. (2000)
AtCesA7 AF088917 Holland et al. (2000)

Salazar (2006) analisou os genes de forma a posicionar os introns e éxons,
através da comparagdo da seqiiéncia consenso de cada alinhamento, com a versdo
gendmica correspondente aos genes homologos de Arabidopsis, utilizando o programa
EST2GENOME (Mott, 1997). Os primers foram desenhados com o auxilio do programa
Primer3 (Rozen & Skaletsky, 2000).

Tabela 3. Iniciadores desenhados para amplificagdo e/ou seqiienciamento dos genes de
celulose sintase de Eucalyptus.

Ortologia  Nome Seqiiéncia (5'—=3") Temperatura de anelamento
EgCesA2  CesA4.3 AGGCGAGAAGTAGGGACCAA 60°C
EgCesA2  CesA4.4 TGAACTACGGTGGAGTGGTG 60°C
EgCesA3  Eucl4 CTCAAGCACTTCTGTGCTGC 60°C
EgCesA3  Euc2.3 CCTTACCACTCCTTGCCTACT 60°C
EgCesA3  Euc24 CCATCAGCCCTTTCAGGAA 60°C
EgCesA3  CesA72.3 TAAGCATAGTGCCAATGGGG 60°C

3.6 DETECCAO DE POLIMORFISMO NO GENE EgCesA2 DE
CELULOSE SINTASE EM DIFERENTES ESPECIES DO GENERO
Eucalyptus

Para obter informacdes sobre o polimorfismo do gene EgCesA2 de celulose
sintase em Eucalyptus, foram seqiienciados fragmentos desse gene em 12 individuos
representantes de diferentes espécies. Para isso, o DNA gendmico foi submetido a PCR
utilizando os iniciadores CesA4.4 (foward) e CesA4.3 (reverse), para amplificagdo dos
fragmentos. O protocolo das reacdes foi o seguinte: tampao contendo Tris-HCI (10mM, pH
8,4), KCl (50mM) e Triton X-100 (0,1%), BSA (0,25pg/uL), MgCl, (1,66mM), dNTPs
(0,25 uM), 0,50 pmol de cada iniciador (forward e reverse); 1U da enzima Taq DNA

polimerase (Phoneutria) e 6 ng de DNA molde, para um volume final de reacdo de 12 pL.
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As reacOes de amplificacdo seguiram as seguintes etapas: desnaturacdo a 94°C durante 5
minutos; 45 ciclos compostos de uma etapa de 94°C por 1 minuto, temperatura de
anelamento dos iniciadores (60°C) durante 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto;
seguidos de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para confirmar a amplificacdo dos
fragmentos, os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,4%, corados com brometo de etideo e visualizados com luz UV.

Na etapa de seqiienciamento, para um volume final de 10 pL de reacdo, foi
usado 1 pL. do produto da reacdo de PCR, 1 picomol de primer (forward ou reverse), 2 pL.
de tampio (Tris-HCI, 200mM, pH9,0; MgCl,, 0,5mM) e 1 uL de premix DYEnamic™ ET
Terminator Cycle Sequencing (Pharmacia Biotech, EUA). Procedeu-se as reacOes de
seqiienciamento através de 30 ciclos de 95°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto e 15
segundos, em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems, Inc.).

Em seguida o produto da reacdo foi precipitado adicionando-se 40uL de
isopropanol 65%, homogeneizado em um agitador do tipo vortex, por 1 minuto. A solucdo
foi submetida a incubac@o a temperatura ambiente, durante 20 minutos, e centrifugada a
2000 rcf por 45 minutos, sendo descartado o sobrenadante. Foram feitas duas lavagens
adicionando-se 250uL etanol 60%, seguidas de centrifugacao a 2000rcf por 10 minutos e
novo descarte do sobrenadante. Para retirar todo o excesso de etanol, a placa foi
centrifugada de modo invertido, numa velocidade de 500 rpm por 1 minuto.

O produto da reacdo de seqilienciamento, ja precipitado e livre de tracos de
etanol, foi ressuspendido em 10 pLL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Inc.). E
apo6s desnaturacdo com 5 minutos a 95°C, e 3 minutos a 4°C, foi submetido a eletroforese

capilar em um analisador automético de fragmentos ABI-3100 (Applied Biosystems, Inc).

3.7 TRIAGEM DE UMA BIBLIOTECA DE BACs EM BUSCA DE
CLONES CONTENDO GENES EgCesA2

No ambito do Projeto Genolyptus foi construida uma biblioteca de BAC
(cromossomo artificial de bactérias), a partir do genoma de um individuo da espécie E.
grandis (S. Brommonschenkel, com. pess.), composta por 20.160 clones, com tamanho
médio de insertos entre 120 a 150Kb, apresentando uma estimativa de cobertura gendmica
de quatro vezes.

Para fins de identificacdo de um clone, contendo a versdao gendmica do gene

EgCesA2, a biblioteca de BAC foi submetida a uma triagem a partir dos iniciadores
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desenhados por Salazar (2006). Para fins de redugdo de custos e otimiza¢do do tempo gasto
nesta triagem, os clones contidos em placas de polietileno para PCR com 96 pocos foram
organizados em um esquema de pools e superpools. Cada pool foi formado por uma placa
de BAC com 96 clones, purificados conjuntamente. Cada superpool foi constituido por um
conjunto de 10 pools, perfazendo um total de 21 superpools (Figura 7). Essa
hierarquizacdo de placas foi desenvolvida por Vaz (2005) e disponibilizada para triagem

pelo Laboratério de Biotecnologia da Embrapa Arroz e Feijao.
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Figura7. Formacao dos pools e superpools para a triagem da biblioteca de BAC em
busca de insertos que contenham os genes CesA ort6logos ao gene EgCesA2

(Fonte: Vaz, 2005).

Para a triagem em busca do gene EgCesA2, foram usados os primers CesA4.4
(forward) e CesA4.3 (reverse). A triagem foi realizada através da realizacdo de PCR,
primeiramente nos 21 superpools. Foram feitas 22 reacdes para o par de primers, 21
utilizando o DNA dos superpools de clones BAC e uma reacdo controle usando o DNA
genOdmico do individuo da espécie E. grandis, utilizado para a constru¢do da biblioteca de
BACs.

O protocolo para a triagem de superpools, pools e placas de BACs foi o

seguinte: 6ng de DNA de BAC, tampao constituido por Tris-HCI (10mM, pH 8,4), KCl
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(50mM), Triton X-100 (0,1%), 2pg/ulL de BSA, MgCl, (1,33mM), dNTPs (0,16 uM); 2,50
pmoles de cada primer (forward e reverse) e 0,6U da enzima Taq DNA polimerase
(Phoneutria), para um volume final de 15 pL. As reacdes de amplificagdo foram feitas
através dos seguintes passos: desnaturagdo a 94°C durante 5 minutos; 30 ciclos compostos
de um passo de 94°C por 1 minuto, temperatura de anelamento dos primers (56°C) durante
1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto; seguidos de um passo final de extensdo a 72°C
por 10 minutos. A visualiza¢do dos resultados foi realizada através de uma eletroforese em
gel de agarose (1,4%) e a estimativa do tamanho do inserto foi obtida através da
comparacdo do superpool amplificado com o marcador molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen, Carlsbad, CA).

Uma vez identificados os superpools que continham os clones de interesse foi
feita uma nova triagem dentro dos 10 pools, correspondentes a cada superpool positivo, e
ap6s a identificagcdo dos pools positivos, foi feita uma triagem para identificacdo da
posicdo das placas que continham o clone BAC de interesse, contendo o inserto relativo ao

gene EgCesA?2.

3.8 DETECCAO DE POLIMORFISMO NO GENE EgCesA3 PARA O
ESTUDO DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO EM E. urophylla

Para se detectar o polimorfismo dentro do gene EgCesA3, na populacio de E.
urophylla, procedeu-se a amplificacdo dos fragmentos do gene, utilizando-se na reagao de
polimerase em cadeia o par de primers formado por Euc2.3 (foward) e Eucl.4 (reverse),
ou o par CesA72.3 (foward) e Euc2.4 (reverse), de acordo com o protocolo: tampao
contendo Tris-HCl (10mM, pH 8.4), KCI (50mM) e Triton X-100 (0,1%), BSA
(0,25ng/ul), MgCl, (1,66mM), dNTPs (0,25 uM), 2,5 pmol de cada iniciador (forward e
reverse), 1U da enzima Taq DNA polimerase (Phoneutria) e 6 ng de DNA molde, para um
volume final de reacdao de 25 pL. Procedeu-se as reacdes de acordo com as seguintes
etapas: desnaturacdo a 94°C durante 5 minutos, 45 ciclos compostos de uma etapa de 94°C
por 1 minuto, temperatura de anelamento dos iniciadores (60°C) durante 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Para
confirmar a amplificagdo dos fragmentos, os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,4%, corados com brometo de etideo e visualizados com

luz UV.
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Antes de prosseguir a etapa de seqiienciamento, os produtos de PCR foram
purificados adicionando-se 40uL de isopropanol 65%, homogeneizando-se em um agitador
do tipo vortex, durante 1 minuto, incubando-se a temperatura ambiente, durante 20
minutos e submetendo-se a centrifugacdo (velocidade de 2000 rcf) por 45 minutos, sendo
descartado o sobrenadante. Foram feitas duas lavagens adicionando-se 250uL etanol 60%,
seguidas de centrifugacdo a 2000 rcf por 10 minutos, e novo descarte do sobrenadante.
Para retirar todo o excesso de etanol, a placa foi centrifugada de modo invertido, numa
velocidade de 500 rpm por 1 minuto e ressuspendeu-se os fragmentos amplificados em 10
pL de dgua ultrapura.

Na etapa de seqiienciamento, para um volume final de 10 pL de reacdo, foi
usado 2,5 pL. do produto da reagdo de PCR purificado, 1 picomol do primer (forward ou
reverse), 2 uL. de tampao (Tris-HCI, 200mM, pH9,0; MgCl,, 0,5mM) e 1 uL do kit Big
Dye™ Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Inc.). As
reacOes de seqiienciamento foram realizadas através de 30 ciclos de 95°C, por 10 segundos,
e 60°C por quatro minutos e cinco segundos, em termociclador GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems, Inc.).

Apo6s isso, o produto da reacdo foi precipitado adicionando-se 40 pL de
isopropanol 65%, homogeneizado, sendo submetido a incubagdo a temperatura ambiente
durante 15 minutos e centrifugado a 3700 rpm por 45 minutos, e, em seguida, descartado o
sobrenadante. Foram feitas duas lavagens adicionando-se, respectivamente, 200 uL de
etanol 60% e 200 pL de etanol 70%, seguidas de centrifugacao a 3700 rpm por 10 minutos
e novo descarte do sobrenadante. Para retirar todo o excesso de etanol, a placa foi
centrifugada de modo invertido, numa velocidade de 900 rpm por 10 segundos.

O produto, ja precipitado e livre de tracos de etanol, foi ressuspendido em 10
puL de formamida Hi-Di (Applied Biosystems, Inc.), desnaturado a 95°C, durante 5
minutos, com o auxilio de um termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, Inc.) e incubado no gelo, durante 2 minutos. Em seguida, foi submetido a
eletroforese Capilar em um analisador automdtico de fragmentos ABI-3100 (Applied

Biosystems, Inc).
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3.9 ANALISE DAS SEQUENCIAS OBTIDAS E DETECCAO DO
DESEQUILIBRIO DE LIGACAO

Todas as seqiiéncias de nucleotideos obtidas foram submetidas a andlise de
qualidade pelo programa PHRED (Ewing et al., 1998), sendo estabelecido um valor
minimo igual a 15. Apds isso, para formacdo dos contigs, que correspondem a um conjunto
de seqiiéncias de DNA sobrepostas, e detec¢do dos provdveis SNPs, as seqiiéncias foram
analisadas pelo programa Staden Package (Staden et al., 2000). Os sitios polimoérficos
foram caracterizados pela natureza da mutacdo (substituicdo ou indel) e regidao de
ocorréncia (intron e éxon). Além disso, a deteccdo da seqiiéncia de aminodcidos que é
codificada pelo contig foi obtida pela andlise no programa GeneRunner (disponivel em

http://www.generunner.com). A fase gamética dos haplétipos, através do algoritmo EM, e

a magnitude do desequilibrio de ligagcao entre os sitios polimérficos foram estimados com
o auxilio do programa Arlequin versdao 3.1 (Excoffier, et al., 2006). Os indices de
diversidade nucleotidica z e 6,, foram estimados utilizando-se o programa DnaSP (Rozas &
Rozas, 1999). Andlises semelhantes foram feitas para o gene EgCesA3, com base nos
dados de seqiienciamento obtidos para a populacdo de E. urophylla. Para estimar a
magnitude do desequilibrio de ligacdo nesse gene foram utilizados os programas Arlequin

versao 3.1 (Excoffier, et al., 2006), e Haploview ver. 3.32 (Barret et al., 2005).

3.10 ANALISE DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES DE
CELULOSE SINTASE EM Eucalyptus

Os niveis de expressdo dos seis genes conhecidos de celulose sintase em
Eucalyptus foram avaliados pela utilizacdo de duas estratégias: 1. “Digital Differential
Display”, através da andlise do banco de dados de ESTs do projeto Genolyptus e ii.
microarrays, pela andlise dos resultados de um ensaio com 10 arrays realizado também no
ambito do projeto Genolytpus.

Para analisar a expressdo diferencial dos seis genes de celulose sintase de
Eucalyptus em diferentes tecidos e espécies, foi utilizada a abordagem denominada
“Digital Differential Display”. Para isso, as seqiiéncias codantes (cds) dos seis genes
EgCesA de Eucalyptus depositadas no GenBank (Tabela 4), correspondentes a diferentes
subunidades de genes de celulose sintase, foram comparadas as seqiiéncias de 93.252 reads

de ESTs depositadas no banco de dados do Projeto Genolyptus, com o uso do algoritmo
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blastn. As seqiiéncias que apresentaram um e-value <10 foram selecionadas. Cada uma
das seqiiéncias selecionadas foi entdo submetida a uma nova comparagdo com as
seqiiéncias dos seis genes EgCesA, também utilizando-se o algoritmo Blastn, para fins de
classificacdo das mesmas entre as seis formas pardlogas conhecidas, ou seja, entre os seis

genes que se diferenciaram apds eventos de duplica¢do génica.

Tabela 4. Genes EgCesA de Eucalyptus usados como referéncia para comparagdes
com os banco de ESTs do Projeto Genolyptus.

Gene N° de acesso (GenBank)

EgCesAl gi/67003906
EgCesA2 2i/67003908
EgCesA3 2i/67003910
EgCesA4 2i/67003912
EgCesAS5 2i/67003914
EgCesA6 gi/67003916

Com os ESTs classificados em fun¢ao dos diferentes grupos de ortologia, foi
feita a comparagao da freqii€ncia de ocorréncia de produtos de cada um dos genes EgCesA
nas diferentes bibliotecas construidas a partir de mRNAs de tecidos de xilema, floema,
folhas maduras, plantulas, em diferentes tratamentos e espécies do género Eucalyptus. A
significancia estatistica das diferencas entre as freqiiéncias observadas de ESTs ort6logos a
cada um dos genes de celulose sintase nas diferentes bibliotecas foi avaliada conforme
preconizado por Audic & Claverie (1997), com o uso do programa AC-Calc (Coelho,
20006).

Tabela 5. Relacao das bibliotecas de cDNA utilizadas.

Biblioteca  Espécie Tecido Tamanho da Biblioteca
EUGL-XY E. globulus Xilema 15703
EUGR-ML E. grandis  Folhas maduras 5934
EUGR-SE E. grandis Plantula 10690
EUGR-XY E. grandis Xilema 8463
EUGR-TS E. grandis Plantas submetidas a estresse 12884
EUPE-XY E. pellita Xilema 9755
EUSP-FX  E. spp. Floema 12248
EUUR-XY E.urophylla Xilema 9500

Folhas infectadas com
EUGR-PU E. grandis  Puccinia 8075
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O estudo de expressdo dos genes de celulose sintase em Eucalyptus também foi
realizado utilizando-se a estratégia de microarrays. Para tanto, foram avaliados os
resultados de um experimento conduzido no dmbito do projeto Genolyptus envolvendo o
estudo da expressao de 21.442 genes hipotéticos em 10 condi¢des diferentes.

No ambito do projeto Genolyptus, a partir do banco de ESTs, foram montados
21.442 contigs. Para cada um dos contigs foram construidas 9 sondas de 60pb cada,
dispostas em duplicata no microarray. Foram avaliadas amostras de RNA obtidas do
xilema de duas espécies de Eucalyptus: E. globulus e E. grandis, representadas por dois
clones cada, de trés anos de idade, com dois ramets representando cada clone.
Adicionalmente, foram ainda avaliadas amostras de RNA obtidas de folhas maduras de um
dos ramets de E. grandis. As reacOes de hibridizacdo, bem como a digitalizacdo das
imagens e processamento inicial dos dados foram realizados pela empresa Nimblegen.

Na busca realizada nos resultados de anotag@o preliminar dos contigs utilizados
para a construcao do array, feita no sistema de Bioinformdtica do projeto Genolyptus,
Laboratéorio de Bioinformatica da Universidade Catdlica de Brasilia-DF, foram
identificados 32 contigs relacionados a genes de celulose sintase. A identidade das 9
sondas de cada um dos 32 contigs anotados como de genes de celulose sintase foi
verificada pela comparacdo com as seqiiéncias dos seis genes de EgCesA. Somente 0s
resultados relativos aos contigs consistentemente identificados como correspondentes a
uma das seis formas pardlogas foram utilizados para fins de andlise de expressdo. A
comparacdo dos niveis de expressdao g€nica observados entre diferentes amostras de
tecidos e espécies foi realizada pela utilizacdo do software MEV versao 4.0 (Saeed et al.,

2003).



4  RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 AMPLIFICACAO DOS FRAGMENTOS DO GENE EgCesA2 EM
DIFERENTES ESPECIES DE Eucalyptus

Antes de proceder ao seqiienciamento dos fragmentos do gene EgCesA2 nos 12
individuos de diferentes espécies de FEucalyptus, foi confirmada a amplificacdo dos

produtos de PCR. O fragmento amplificado apresentou um tamanho estimado de 450pb.
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(3) Hibrido E. grandis x E. dunni; (6) Hibrido E. urophylla x E. globulus; (9) E. grandis;
(11) E. camaldulensis; (13) E. grandis.

Figura 8. Confirmacdo da amplificacio do fragmento do gene CesA2 em cinco
individuos de diferentes espécies de Eucalyptus, utilizando-se os iniciadores
CesA4.3 e CesA4.4.

4.2  SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE EgCesA2 DE CELULOSE
SINTASE EM DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Eucalyptus

Os resultados do seqiienciamento dos fragmentos do gene EgCesA2 em
diferentes espécies de FEucalyptus, com os iniciadores CesA4.4 (foward) e CesA4.3
(reverse) permitiram a constru¢do de um contig de tamanho igual a 427pb. A identidade
deste contig foi verificada pelo uso do algoritmo Blast, como sendo de fato do gene

EgCesA2 e apresentou uma identidade de 98% em relagdo a seqiiéncia depositada no
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GenBank. A seqiiéncia depositada no GenBank corresponde a seqii€éncia codante completa
(cds), com um tamanho de 3471pb, descrito como uma subunidade de celulose sintase,
denominada EgCesA2, publicada por Ranik & Myburg (2006). A Figura 9 representa a
comparacdo entre o contig € a essa sequéncia de referéncia, com o uso do programa
EST2GENOME (Mott, 1997). Observa-se a partir deste alinhamento, que o fragmento
obtido do gene EgCesA2 corresponde a um éxon e que ocorreram pequenas divergéncias

em relacdo a seqiiéncia de referéncia, como a presenca de substituicdes e gaps.

contig 1 GAACTACGGTGGAGTGGTGTCAGCATCGAGGACTGGTGGCGTAATGAACA 50

FErrrrrrerrr et et et ettt ettt
67003908 2716 GAACTACGGTGGAGTGGTGTCAGCATCGAGGACTGGTGGCGTAATGAACA 2765

contig 51 ATTCTIGGGTCATTGGTGGCGTATCTGCACACCTCTTCGCTGTATICCAAG 100

FErrrerrrerrrerrrer terrr et ettt
67003908 2766 ATTCTGGGTCATTGGTGGAGTATCTGCACACCTCTTCGCTGTATTCCAAG 2815

contig 101 GCCTCCTCAAGGTGCTTGCCGGAGTTGATACTAACTTICACTGTTACAGCA 150

Crrrrrrrererrerrrrrrrer ettt ettt
67003908 2816 GCCTCCTCAAGGTGCTTGCCGGAGTTGATACTAACTTCACTGTTACAGCA 2865

contig 151 AAGGCAGCCGAGGACAGTGAGTTTGGTGAACTCTACCTTTITCAAGTGGAC 200

Crrrrrrrrrerrrrer et e ettt e et e
67003908 2866 AAGGCAGCCGAGGACAGTGAGTTTGGTGAACTCTACCTTTTICAAGTIGGAC 2915

contig 201 TACCCTGCTCATACCACCAACCACTCTAATAATCTTGAACATGGTICGGTIG 250

FErrer e rrrr ettt ettt et et
67003908 2916 TACCCTTCTCATACCACCAACCACTCTAATAATCTTGAACATGGICGGTIG 2965

contig 251 TCGTCGCCGGTGTTTCGGATGCCATAAACAATGGATACGGATCGIGGGGC 300

FErrrrrrrrrrrrrrrrrrr ettt et e
67003908 2966 TCGTCGCCGGTGTITTCGGATGCCATAAACAATGGATACGGATCGTGGGGC 3015

contig 301 CCICTIGTTCGGGAAGCTCTTCTTCGCCTTTTGGGTGATCGTCCATCTICTA 350

FErrrrrrerrr et et et ettt ettt
67003908 3016 CCTCTGTTCGGGAAGCTCTTCTTICGCCTTTTGGGTGATCGTCCATCTCTA 3065

contig 351 CCCTITTCCTCAAAGGTCTGATGGGAAAACAGAACAGGACACCC-CGATICG 399
Frrrrrrrererrrrrrrerrer et errrr et rrrrrer rrd
67003908 3066 CCCTTTCCTCAAAGGTCTGATGGGAAAACAGAACAGGACACCCACGATC- 3115
contig 400 GGGGCCCTTTGGCCCCTACTTCTCG 424

ot et e
67003908 3115 GTIGGTCCTTTGGTCCGTACTTCTCG 3139

Figura 9. Alinhamento obtido pelo programa EST2GENOME evidenciando a
localizag@o dos gaps e de nucleotideos divergentes.

A comparacdo da seqii€éncia parcial de aminodcidos da proteina EgCESA2

inferida pela tradugdo in silico do contig obtido, com a seqii€éncia de referéncia de E.

grandis, permitiu estabelecer a por¢cdo da proteina alcancada pelo seqiienciamento (Figura
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10). O contig obtido corresponde a regido que codifica trés dominios transmembranicos,

observados na extremidade carboxi-terminal da proteina EgCESA?2.
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Alinhamento obtido pelo programa Clustal X, evidenciando a seqiiéncia da

proteina de celulose sintase, com seus motivos conservados: dedo de zinco;
Regido classe especifica I (CSR I); Regido conservada I; Regido classe
especifica II; Regido conservada II; e dominios transmembranicos (TM1-

T™MS).
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43 DETECCAO DE POLIMORFISMO NO GENE EgCesA2 EM
DIFERENTES ESPECIES DO GENERO Eucalyptus

As estimativas obtidas de diversidade nucleotidica para o fragmento
seqiienciado do gene EgCesA2 estdo sumarizadas na Tabela 6. Como anteriormente
relatado, o contig formado corresponde a um éxon com 427 pares de bases. Foram obtidas
estimativas de diversidade nucleotidica através do cdlculo do nimero de sitios
polimérficos (S), dos indices © e Oy, a partir de 38 seqiiéncias originadas de 12 individuos

de diferentes espécies de Eucalyptus (Tabela 6).

Tabela 6. Caracterizacdo do polimorfismo detectado em 427pb do gene EgCesA2, em
diferentes espécies de Eucalyptus.

Parametros Andlises para cada sitio
S 3
7 (diversidade nucleotidica) 0,00212
O (por sitio) 0,00169

Santos (2005) estimou a diversidade nucleotidica em Eucalyptus a partir de um
segmento do gene ccoamt, relacionado a sintese de lignina. E. grandis (n=0,00356;
0,=0,001666) apresentou o dobro da diversidade nucleotidica estimada para E. globulus
(m=,00168; 0,=0,00093), considerando-se o indice m, e cerca de 1,4 vezes maior do que o
obtido para E. urophylla (1=0,00254; 6,=0,00179). Embora os valores obtidos tenham
divergido em relacdo a E. globulus, os valores dos indices de diversidade sdo proximos aos
obtidos para o gene EgCesA2, sobretudo o valor de m obtido para E. urophylla e o valor de
0 de E. grandis. Entretanto ndo é possivel tirar conclusdes gerais sobre esses valores, se
sdo significativamente concordantes, ou apenas coincidéncia, pois constituem-se de
estimativas preliminares.

Em um estudo feito com o gene ortélogo a EgCesA2, em Pinus pinaster e
Pinus radiata, Pot et al. (2005) encontraram um indice de diversidade, para a regido
codante, de m = 0,00019 e 0,00101, respectivamente. Eles estimaram também o 0y, e
estimaram um valor de 0,00058 para P. pinaster e 0,00064 para P. radiata. As estimativas
obtidas para o gene EgCesA2 em Eucalyptus (Tabela 6) sugerem a existéncia de uma

diversidade nucleotidica bem maior neste género, comparado ao que foi verificado em
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Pinus. Contudo, devem-se ressaltar as diferentes caracteristicas das populagdes estudadas.
As estimativas feitas com Eucalyptus foram obtidas a partir de uma ampla amostragem, de
individuos de diferentes espécies, distribuidos em diferentes regides geograficas, que
experimentaram diferentes pressdes evolutivas ao longo das geracoes.

Os resultados obtidos pela utilizacdo do programa Standen Package
confirmaram a ocorréncia de trés SNPs, também detectados através da inspe¢do visual dos
eletroferogramas, com o auxilio do médulo Trace Difference (Figuras 12 a 14). Cada base
polimérfica detectada apresentou um valor de phred minimo de 15. Os SNPs foram
nomeados a partir da primeira base do contig (Figura 11). No estudo realizado por Pot et
al. (2005), em relacdo a um ortélogo do gene EgCesA2 em Pinus, coincidentemente
também foram encontrados 3 SNPs na regido exonica de 396pb. Todos os SNPs detectados

neste estudo correspondem a substitui¢des sindOnimas.
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Figura 11. Localizacdo dos trés SNPs encontrados pelo programa Staden Package na
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regido flanqueada pelos primers CesA4.4 e CesA4.3.

O SNP encontrado na posicao 69 do contig € trialélico. Trata-se de uma
transicdo de citosina para timina, e de uma transversio, no caso da substituicdo de uma
citosina para adenina. Ressalta-se pela inspecdo do eletroferograma (Figura 12), que a
transversdo C/A foi, na verdade, observada pelo seqiiencimento de um individuo
heterozigoto para o gene EgCesA2. Tal fato permitird a localizacdo no mapa genético do
loco correspondente ao gene EgCesA2, utilizando-se como parental o individuo
heterozigoto observado. De acordo com a ORF encontrada para essa seqiiéncia no
programa Gene Runner, tanto a transicdo C/T, quanto a transversdo C/A ndo alteram o
aminodcido encontrado neste ponto da proteina, uma glicina, que devido a redundancia do

codigo genético € codificada pelos cddons GGT, GGC e GGA.
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O SNP observado na posi¢ao 207 do contig originou-se de uma transversao de
uma guanina para uma timina. Contudo, também gera uma muta¢cdo sindnima, pois O
aminodcido em questdo, uma leucina, € igualmente codificado pelas trincas CTG e CTT.

O SNP na posicdo 207 também gera uma muta¢do sindnima, a partir da
substituicdo de uma citosina para timina (transi¢ao), ja que ambos os cédons, ACC e ACT,

codificam para treonina.
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Figura 12. Eletroferogramas representativos da regido que contém o SNP da posicdo 69
do contig. A: Relaciona-se as comparacdes entre a substituicio de uma
citosina (1) para uma timina(2). B: Trata-se da substituicdo de uma citocina
(4) para uma adenina (5). E possivel notar também que o SNP em destaque no
quadro (5) corresponde a uma regido heterozigota do gene. Os quadros (3) e
(6) evidenciam o polimorfismo detectado pelo modulo Trace difference do
programa Standen Package.
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Figura 13. Eletroferogramas representativos da regido que contém o SNP da posicdo 207
do contig.
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Figura 14. Eletroferogramas representativos da regido que contém o SNP da posicdo 222
do contig.

Somente um percentual pequeno do genoma de eucariotos é formado por
genes. A grande maioria dos SNPs sdo encontrados em regides silenciosas do genoma, e
tém efeitos, a maioria das vezes, imperceptiveis no fenétipo. Outros SNPs, embora estejam
localizados dentro de regides génicas que sdo expressas, ndo causam alteracdes na
composi¢do de aminodcidos da cadeia protéica.

Todos os SNPs encontrados dentro do gene EgCesA2 neste estudo sdo
sindbnimos. Porém, o conhecimento da localizagao desses SNPs permite que os mesmos
sejam usados como marcadores em estudos de mapeamento genético. Além disso, sabe-se

que SNPs sinonimos detectados em diferentes genes humanos podem de alguma forma
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modificar a estrutura e a estabilidade do mRNA produzido, interferindo no nivel da
expressdo génica, (Shen et al., 1999; Duan et al., 2003). Sendo assim, algum mecanismo
andlogo poderd ser detectado futuramente em genes de Eucalyptus que apresentam esse
tipo de polimorfismo.

Cada SNP encontrado foi privativo a uma unica espécie e procedéncia. O SNP
de posicdo 69 do contig foi Unico para E. globulus (procedéncia 2). O polimorfismo de
posicao 207 foi encontrado somente em E. urophylla (Timor), enquanto o SNP 222 foi
privativo de E. camaldulensis (procedéncia 2).

Estudos futuros enfocando a importancia de polimorfismos desse tipo dentro de
genes de celulose sintase possibilitardo encontrar mais respostas ao enigma de como a

sintese desse carboidrato € controlada.

4.4  ANALISE DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO NO GENE EgCesA2

Os haploétipos estimados pelo algoritmo EM estio apresentados na Tabela 7. Os
niveis de significancia das medidas de desequilibrio de ligagao obtidas por randomizacao
(10.000 permutacdes) estdo apresentados na Tabela 8. Ao nivel de significancia de 0,05,
somente o par formado pelos SNPs de posicdo 69 e 207 do contig estdao em desequilibrio
de ligacao.

Tabela 7. Freqiiéncia dos haplétipos encontrados na populagdo de Eucalyptus.

Haplétipos  Freqiiéncia

SNP
69 207 222
C G T 0,079
C G C 0,500
T G C 0,263
AT C 0,053
cC T C 0,105

Tabela 8.  Significincia do desequilibrio ao nivel de 0,05.

SNPs p-valor
69/207 0,0223
69/222 0,3020

207/222  0,5260
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O resultado da andlise do desequilibrio de ligacdo entre os sitios 69 e 207,
obtida admitindo-se como verdadeiros os haplétipos estimados (Tabela 7), estd
apresentado na Tabela 9. E interessante notar que o desequilibrio se extende por 138pb.
Existem poucos estudos sobre o padrio de extensdo do DL em espécies como o
Eucalyptus. Thumma et al. (2005) fizeram andlises de desequilibrio de ligagdo em um gene
que determina o angulo de microfibrilas (MFA), uma caracteristica importante para a
rigidez da madeira, e detectaram SNPs altamente correlacionados com a caracteristica

numa extensdo média de 300pb.

Tabela 9. Valores do DL entre os SNPs 69 e 207 estimados por D, D’ e r*.

69207 G T
D D' ?
C 0,003 0,026 0,0003
T 0,042 1,000 0,0670
A 0,044 1,000 02963

4.5 TRIAGEM DA BIBLIOTECA DE BACs

A triagem da biblioteca de BACs e as subseqiientes confirmagdes da
amplificacdo via PCR dos clones contendo insertos de interesse, permitiram o isolamento
de um clone BAC para o gene EgCesA2 (Tabela 10). Dispondo-se deste clone, torna-se
vidvel a caracterizacdo minuciosa das regides correspondentes ao promotor do gene, de
grande importancia para o conhecimento dos aspectos relacionados a regulagdao de sua
expressao, bem como de seus introns.

Tabela 10. Resultado da triagem da biblioteca de BAC para o gene EgCesA2.

Gene  Superpool Pool Placa Clone

EgCesA2 1 9 87 E4

Iniciadores CesA4.3-CesA4.4
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Figura 15. Confirmacdo da amplificacdo do fragmento do gene EgCesA2 no pool 9. “+”
indica a amplificacdo do fragmento no individuo de E. grandis (controle
positivo).

Iniciadores CesA4.3-CesA4.4

Figura 16. Reacdo de amplificacdo do fragmento do gene EgCesA2, dentro do pool 9,
revelando que a placa que contém o gene de interesse ¢ a EUGR BC 002 087.
“+” indica a amplificagdo do fragmento no individuo de E. grandis (controle
positivo). L (marcador molecular ladder 1Kb Plus).

Figura 17. Reacdo de amplificacio do fragmento do gene EgCesA2 revelando que o
clone E4 da placa EUGR BC 002 087 contém o gene de interesse. L
(marcador molecular ladder 1Kb Plus).

4.6 AMPLIFICACAO DE FRAGMENTOS DO GENE EgCesA3 PARA
DETECCAO DE DESEQUILIBRIO DE LIGACAO EM E. urophylla

Antes de proceder ao seqiienciamento dos fragmentos do gene EgCesA3 nos 32
individuos de diferentes espécies de FEucalyptus, foi confirmada a amplificagcdo dos

produtos de PCR. O par de primers composto por Euc2.3 (forward) e Eucl.4 (reverse)
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permitiu a amplificacio de um fragmento de DNA estimado em 800pb, enquanto o
fragmento amplificado a partir dos primers CesA72.3 (forward) e Euc 2.4 (reverse)

apresentou um tamanho de 1,6 kb (Figura 18).

CesA72.3 e Euc2.4 Euc2.3 e Eucl .4 L

Figura 18. Reacdo de amplificagdo do fragmento do gene CesA3, gerou de fragmentos de
800pb e 1,6kb, utilizando-se, respectivamente, os pares de primers Euc2.3
(forward) e Eucl.4 (reverse), ou CesA72.3 (forward) e Euc2.4 (reverse). L
(marcador molecular ladder 1Kb Plus).

47  SEQUENCIAMENTO PARCIAL DO GENE EgCesA3 DE CELULOSE
SINTASE EM UMA POPULACAO DE E. urophylla

O seqiienciamento parcial do gene EgCesA3 nos individuos da populacdo de E.
urophylla possibilitou a formac¢do de um contig com 770pb. A identidade do fragmento foi
confirmada através da andlise Blast como se tratando, como esperado, do gene EgCesA3,
ortélogo ao gene AtCesA7 de Arabidopsis thaliana (Ranik & Myburg, 2006). Utilizando o
programa EST2GENOME (Mott, 1997) foi possivel perceber que o contig é formado por
dois éxons, um com 33pb e outro com 582pb, flanqueando um intron de 95pb, além de

uma regido 3°-UTR de 60pb (Figura 19).
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Figura 19. Representacdo do alinhamento feito pelo programa EST2GENOME entre o

contig e a seqii€ncia de E. grandis depositada no Genbank.
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A anélise de deteccao de SNPs, realizada pelo programa Standen Package,
identificou a presenca de nove sitios polimérficos, em diferentes regides do gene, em E.
urophylla. A presenca de cada sitio polimorfico foi confirmada pela inspec¢do visual dos

eletroferogramas, utilizando o médulo Trace difference.

5152 T TD T 1?3 3? 61T4 773
Exon 1 I I . Exon 2 7I
Intron 3UTE

Figura 20. Posi¢ao dos SNPs dentro do contig formado por fragmentos de seqii€ncias do
gene CesA3.
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Figura 21. Eletroferograma mostando o SNPs 371 do contig, dentro de uma regiao
exonica do gene CesA3.
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Figura 22. Eletroferograma mostando o SNPs 614 do contig, dentro de uma regiao
exonica do gene CesA3.
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A analise dos SNPs encontrados no éxon 2, em termos de efeitos sobre a
seqiiéncia de aminodcidos codificada, evidenciou que todas as substitui¢des encontradas
sdo sindnimas, ou seja, codificam o mesmo aminodcido predito pela seqiiéncia ancestral.
Entretanto, é importante ressaltar que mesmo ndo alterando a seqiiéncia protéica, os SNPs
sinbnimos podem alterar a estrutura e a estabilidade dos mRNA, e acabar afetando a
quantidade de proteina produzida (Shen et al., 1999; Duan et al., 2003). Futuros estudos de
expressdo, utilizando-se técnicas como Northern blot e PCR em tempo real, poderiam

investigar melhor a importancia desse tipo de variagdao dentro do gene.

Tabela 11. Trinca de nucleotideos evidenciando os SNPs encontrados e os respectivos
aminodcidos codificados.

Trinca de
SNP nucleotideos Aminoacido
182 GCA/GCG alanina
371 GGC/GGT glicina
614 CTC/CTA leucina

Para estimar a diversidade nucleotidica foram feitas comparacdes entre pares
de seqiiéncias, conforme sumarizado na Tabela 12. A diversidade nucleotidica (n) estimada
para o gene CesA3 foi menor do que a obtida por Salazar (2006), © = 0,0543, em um
fragmento de 474pb, no mesmo gene de celulose sintase de Eucalyptus. Porém o indice de
diversidade estimado neste estudo (m = 0,00185), foi maior do que o obtido por Brown et
al. (2004), num estudo efetuado em um gene ortélogo ao gene EgCesA3, em Pinus (m =

0,00087).

Tabela 12.  Estimativa dos 1indices de diversidade a partir de 64 seqiiéncias
nucleotidicas com 770pb de comprimento, levando-se em conta a informacdo de varios
sitios polimérficos em heterozigose.

Comparacdes entre pares de

seqiiéncias
S 9
T 0,00185
Oy 0,0028

Foram feitas estimativas dos indices de diversidade nucleotidica levando em
conta as diferentes regides do contig (Figura 23). E esperado que em regides ndo

transcritas a diversidade nucleotidica seja maior do que nos éxons, porque tais locos nao
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sofrem altas pressoes de sele¢do, exceto em regides promotoras e envolvidas no processo
de splicing. Os valores estimados para m revelam uma magnitude de diversidade de 7,5
vezes maior para o intron, em relacdo ao éxon. A regido 3’-UTR apresentou uma

estimativa de 1,6 vezes maior em relagdo ao éxon.

0,025 -

0,02 -

0,015 -
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0,005 -

O i
intron  Exon 3-UTR

Figura 23. Diversidade nucleotidica em diferentes regides do gene CesA3.

4.8 ESTIMATIVA DO DESEQUILIBRIO DE LIGACAO DENTRO DO
GENE EgCesA3 EM UMA POPULACAO DE E. urophylla

O desequilibrio de ligagdo é sempre mensurado usando estatisticas que fagcam
associacdo entre diferentes estados alélicos de pares de locos. Em geral, os SNPs sdo
bialélicos, mas quando se avalia uma populagdo natural, mais de dois alelos por loco
podem ser amostrados e utilizados para se estimar o DL. Além disso, o problema de se
estimar o desequilibrio de ligacdo entre pares de locos, cada um com multiplos alelos, é
particularmente dificultado quando sdo avaliados individuos heterozigotos, como € o caso
do Eucalyptus, uma espécie altamente aldgama. Sob estas condi¢des, a fase haplotipica dos
SNPs é desconhecida e precisa ser estimada. Na amostra de 32 individuos de E. urophylla
empregou-se o algoritmo EM para estimar as freqiiéncias haplotipicas. De posse dos
haplétipos, estimou-se o valor do DL entre os locos. Segundo Weir (1996), o algoritmo
EM € muito util quando ha dados incompletos. Houve um nimero razodvel de observagdes
perdidas, e sendo assim, nao foi possivel obter qual seria o nucleotideo existente nos locos

polimorficos avaliados para todos os individuos amostrados. Apesar do nimero pequeno
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de observagdes, o p-valor estimado para cada par de locos avaliados em relagdo a
existéncia de DL revelou que, num nivel de significancia de 0,05, a associacdo foi
significativa na maioria dos casos. Somente trés pares de SNPs ndo apresentaram

associagao consistente (Tabela 13).

Tabela 13. Estimativa da associacdo entre pares de alelos (p-valor, nivel de significancia

de 0,05).

51 52 79 80 95 182 371 614 723
51 -
52 0,00000 -

79 0,00002  0,00000 -
80 0,00000  0,00000  0,00000 -
95 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000 -
182 0,00000  0,00000 0,00000 0,00000 0,00000 -
371 0,06529 0,03885 0,02676 0,01830 0,01465 0,07465 -
614 0,01090  0,00000  0,00000 0,00000 0,00228 0,00000 0,0403 -
723 0,01000  0,00089 0,01515 0,00723 0,00149 0,00356 0,30673  0,00000 -

Os valores estimados para D’ e I’ para todos os pares de sitios estdo
sumarizados na Tabela 14. Ressalta-se que o SNP 95 foi descartado da andlise por ter uma
frequéncia muito baixa na populacado, na verdade foi detectado somente em um individuo.
Foram obtidos os valores de LOD para cada par de sitios analisados e foi admitido um
valor de LOD minimo de 2 para que se pudesse sugerir a existéncia de DL. Observa-se que
os SNPs 79 e 80, por exemplo, sao fortemente ligados, com um valor de = 1, o que
denota um desequilibrio de ligacdo completo (Figura 24). Neste caso, observacdes sobre
um marcador permitem a obtencdo de informagdes sobre o outro, de modo que os dois sdo

ditos redundantes.
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Tabela 14. Valores do DL entre pares de locos polimérficos, intervalo de confianca para
D’ e distania entre os locos.

L1 L2 D' 1Coss, LOD 12 Dist n*
snp051 snp052 1,000 037 1,00 2,07 0,200 1 36
snp051 snp079 0452 0,11 0,74 092 0,118 28 38
snp051 snp080 0452 0,11 0,74 092 0,118 29 38

snp051 snpl82 0,734 0,20 0,93 1,21 0,148 131 33
snp051 snp371 0,397 0,04 0,78 0,26 0,061 320 31
snp051 snp614 1,000 0,28 1,00 1,58 0,245 563 23
snp051 snp723 1,000 0,05 0,98 0,23 0,031 672 23
snp052 snp079 1,000 0,63 1,00 4,45 0,415 27 38
snp052 snp080 1,000 0,65 1,00 4,98 0,500 28 36
snp052 snpl182 0,867 0,59 0,96 5,36 0,663 130 31
snp052 snp371 0,579 0,24 0,79 1,81 0,296 319 29
snp052 snp614 1,000 0,60 1,00 4,03 0,604 562 26
snp052 snp723 1,000 0,13 0,99 0,87 0,144 671 23
snp079 snp080 1,000 0,85 1,00 11,95 1,000 1 45
snp079 snpl182 1,000 0,65 1,00 4,98 0,500 103 36
snp079 snp371 0,667 0,27 0,87 1,85 0,222 292 33
snp079 snp614 1,000 0,60 1,00 4,03 0,604 535 26
snp079 snp723 1,000 0,11 0,99 0,74 0,118 644 23
snp080 snp182 1,000 0,65 1,00 4,98 0,500 102 36
snp080 snp371 0,667 0,28 0,87 1,91 0,242 291 31
snp080 snp614 1,000 0,60 1,00 4,03 0,604 534 26
snp080 snp723 1,000 0,11 0,99 0,74 0,118 643 23
snp182 snp371 0,541 0,19 0,78 1,53 0,224 189 26
snpl82 snp614 1,000 0,61 1,00 4,24 0,694 432 23
snpl82 snp723 1,000 0,13 0,99 0,87 0,160 541 20
snp371 snp614 0,760 0,28 0,93 1,64 0,400 243 20
snp371 snp723 1,000 0,07 0,98 0,46 0,080 352 17

snp614 snp723 1,000 0,11 0,99 0,72 0,176 109 23
*nimero de gametas observados
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Figura 24. Desequilibrio de ligacao (r*) entre os marcadores SNPs.
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Figura 25. Decaimento do desequilibrio de ligacao (r*) em fungdo da distancia fisica
entre os locos no gene EgCesA3, em E. urophylla.

O desequilibrio de ligacdo ao longo do contig é representado por um modelo
ndo linear de decaimento do valor de r* em funcdo da distdncia fisica no cromossomo
(Figura 25). Considerando um valor de > minimo de 0,3 para que haja desequilibrio,

observa-se que o DL se mantém por uma extensdo de aproximadamente 600pb ao longo do
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fragmento avaliado do gene EgCesA3. O valor de DL para os locos 52 e 614, que estdo a
uma distancia de 562pb, foi estimado em 0,6, com um valor de LOD de 4,03, o que
significa que € aproximadamente 10 mil vezes mais verossimil admitir que os sitios
estejam em desequilibrio de ligacdo (de magnitude igual a 0,6), do que admitir que seus
alelos estejam em equilibrio. Entretanto, os dados levantados ndo permitem inferéncias
sobre o comportamento do DL além da extensdo do segmento estudado, muito menos para
0 genoma como um todo.

A extensdo do desequilibrio de ligac@o varia ao longo do genoma e espera-se
que fendmenos como gargalo demogréfico populacional e sistema de cruzamento afetem o
padrao do DL. Em plantas alégamas como o milho, o desequilibrio tende a manter-se em
distancias menores do que 1kb devido ao fendmeno da recombinacdo (Remmington et al.,
2001). Brown et al. (2004), em um estudo a partir de 19 genes analisados ao longo do
genoma de Pinus, constatou que o DL decai de aproximadamente 0,5 para 0,25 com
2000pb. Ja em plantas autdégamas, como Arabidopsis, o DL se extende por distancias
superiores a 200kb (Nordborg et al., 2002).

Informagdes sobre o DL em Eucalyptus sao escassas. Pdévoa (2005)
caracterizou o polimorfismo de uma regido de 358 nucleotideos do gene CAD2, que
codifica uma enzima que catalisa uma etapa da rota de biossintese de lignina, em 78
individuos de diferentes espécies de Eucalyptus. O autor detectou a ocorréncia de 15
substitui¢des nucleotidicas (SNPs), distribuidas de modo diverso entre as populagdes, que
definiram, em conjunto, 11 haplétipos. Santos (2005) analisou a estrutura de DL em E.
grandis e E. urophylla e, embora o estudo tenha sido limitado a um nimero pequeno de
sitios polimoérficos dentro de um fragmento de 440pb do gene ccoamt (também relacionado
a biossintese de lignina), os resultados sugerem que os SNPs tendem a se encontrar em DL
a distancias menores que 250pb em E. grandis e aproximadamente 70pb em E. urophylla.

Para tracar um padrdo geral sobre o desequilibrio de ligagao em Eucalyptus sao
necessarios mais estudos, com um ndmero maior de seqiiéncias analisadas, envolvendo
também um maior nimero de locos. Informacdes sobre o DL em genes de interesse
permitirdo avaliar a eficiéncia da estratégia de mapeamento por associacao, bem como das
modernas abordagens de selecdo assistida baseadas na andlise do genoma completo. Essa é
uma ferramenta importante, sobretudo em plantas perenes, devido a dificuldade de se gerar

populacdes de mapeamento e de se avaliar caracteristicas de expressao tardia.
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49 ANALISE DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES DE
CELULOSE SINTASE DE Eucalyptus

As seis seqiiéncias de cDNA de Eucalyptus quando comparadas ao banco de
ESTs do Projeto Genolyptus, permitiram a identificacdo de 225 reads homdlogos aos seis
diferentes genes de celulose sintase, distribuidos em diferentes bibliotecas de cDNA

(Tabela 15).

Tabela 15.  Distribuicdo de reads com elevado grau de similaridade as seqiiéncias
codantes completas (cds) de genes EgCesA de Eucalyptus.

N° de N°de N° de N° de N°de N°de
reads reads reads reads reads reads
Tamanho da homdlogos homdlogos homoélogos homélogos homdlogos homdlogos
Biblioteca Biblioteca a CesAl a CesA2 a CesA3 a CesA4 a CesAS5 a CesA6

EUGL-XY 15703 23 12 20 2 6 0
EUGR-ML 5934 1 1 0 0 0 1
EUGR-SE 10690 1 0 0 1 0 1
EUGR-XY 8463 7 14 7 2 3 2
EUGR-TS 12884 0 0 0 0 2 1
EUPE-XY 9755 6 11 5 5 1 3
EUSP-FX 12248 3 4 0 3 3 2
EUUR-XY 9500 17 20 19 2 6 2
EUGR-PU 8075 0 0 0 4 1 1

A Figura 26 representa a porcentagem de ESTs homdlogos aos diferentes
genes EgCesA expressos em tecidos xilemdticos de quatro espécies de Eucalyptus. Nota-se
que os genes EgCesAl, EgCesA2 e EgCesA3 apresentam um maior nivel de expressao no
xilema do que os genes EgCesA4, EgCesA5 e EgCesA6. Isso estd de acordo com os
resultados obtidos por Ranik & Myburg (2006), que separaram dois grupos de genes
EgCesA: o grupo S, formado por EgCesAl — EgCesA3, de parede celular secundaria, que
se expressam de forma abundante no xilema, e o grupo P, formado por EgCesA4-EgCesA6,
de parede celular primdria, que apresentam um nivel de expressao muito menor e um perfil

mais uniforme no xilema.
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Figura 26. Comparacdo da porcentagem dos genes CesA expressos no xilema de
diferentes espécies de Eucalyptus.

O perfil de expressdo dos genes CesAl-CesA3, fortemente expressos em
tecidos ricos em parede celular secundéria, também variou entre as espécies. E. urophylla
apresentou um perfil de expressao semelhante para os trés genes, mas quando comparado
ao nivel de expressdo destes genes nas demais espécies, foi possivel perceber uma
expressdo significativamente superior destes trés genes nesta espécie (Tabela 16). Se
compararmos os perfis de expressdo de E. grandis e E. globulus, é possivel perceber uma
expressao significativamente superior do gene CesA2 em E. grandis. Da mesma forma, a
expressdo de CesA2 foi superior em E. pellita, se compararmos ao que foi encontrado em
E. globulus. Além disso, quando comparamos E. grandis e E. pellita, percebemos que os

perfis de expressdo para os trés genes podem ser considerados semelhantes (p> 0,05).

Tabela 16.  Significancia das comparacdes entre os niveis de expressao dos genes de
celulose sintase de parede celular secunddria nas diferentes espécies de
Eucalyptus.

Espécie 1 Espécie 2 p-Valor
EgCesAl EgCesA2 EgCesA3

E. urophylla  E. globulus  0,078740 0,001953 0,035928
E. urophylla  E. grandis 0,037365 0,114535 0,019863
E. urophylla  E. pellita 0,010244  0,034441 0,002072
E. globulus E. grandis 0,084464 0,029682 0,134286
E. globulus  E. pellita 0,027667 0,132289 0,034412
E. grandis E. pellita 0,175427 0,093639 0,151209
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A densidade bésica da madeira é definida como a relacdo entre o peso seco
absoluto e seu volume saturado, sendo de fundamental importancia para o processo de
obtencdo da polpa celuldsica (Silva Juanior, 2005). A densidade apresenta uma correlagio
com propriedades fisicas, quimicas e anatdmicas da madeira e sua variacao estd associada
ao teor de holocelulose, lignina, com a freqiiéncia de vasos e parénquimas, com a espessua
da parede celular, dentre outros. Madeiras de alta densidade podem ser mais produtivas,
em termos quantitativos, mas se o teor de lignina for elevado, a matéria-prima pode se
tornar pouco interessante as industrias de papel devido a elevagdo dos custos no processo
de deslignificacdo. Outros estudos apontam que madeiras com densidades muito baixas
também sdo indesejaveis para a producdo de pasta de celulose, devido ao aumento do
consumo volumétrico, diminuindo a capacidade de producao.

E possivel sugerir uma tendéncia entre o perfil de expressdo dos genes de
celulose da parede secundéria e as propriedades da madeira das diferentes espécies de
celulose. As espécies E. grandis e E. globulus t€m caracteristicas contrastantes em relacio
as propriedades da madeira e da taxa de crescimento. Segundo uma avalia¢do feita por
Duarte (2007), comparando-se o hibrido E. grandis x E. urophylla e E. globulus, o
segundo apresenta caracteristicas superiores na qualidade da madeira, como alta densidade,
associado a um baixo teor de lignina, e um maior conteido de holocelulose, porém um
crescimento lento em regides tropicais. J4 E. grandis apresenta um crescimento muito
rapido, alta plasticidade fenotipica, mas a qualidade da madeira para a produgdo de
celulose € inferior. E. globulus apresentou uma expressao maior dos genes EgCesAl e
EgCesA3, em relacdo a EgCesA2, enquanto E. grandis e E. pellita apresentaram um perfil
de expressdo oposto: expressaram mais o gene EgCesA2, em relacdo a expressdo de
EgCesAl e EgCesA3. Ja E. urophylla apresentou um maior nivel de expressao de todos os
genes EgCesA, possui uma densidade bdsica da madeira considerada alta, porém, um
rendimento inferior em relacdo a producao de celulose.

Mas porque uma maior expressdo dos genes EgCesA ndo significaria um
aumento no rendimento da producdo de celulose? A producdo de celulose € afetada por
varios outros aspectos e certamente € preciso analisar a quantidade e qualidade de
hemicelulose, o teor de lignina, as caracteristicas intrinsecas da madeira como um todo
antes de tirar conclusdes mais gerais sobre o rendimento de uma espécie na produgdo de

fibras.
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Quando comparamos a expressao dos genes EgCesAl-EgCesA3 nos tecidos
xileméticos e em tecidos foliares, conforme o esperado, € possivel notar uma diferenca
significativa na expressao desses genes no xilema (Tabela 17). Nota-se que foi encontrada
expressdo do gene EgCesA3 somente no xilema (Figura 27). Esse resultado contrasta com
o que foi observado por Ranik & Myburg (2006), que mediram a expressdo tecido-
especifica desses genes em E. grandis, e constataram uma expressdo, ainda que em
pequena magnitude, do gene EgCesA3 em tecidos como floema, casca e flores. Eles ndao

encontraram expressao significativa desses genes em folhas jovens.

Tabela 17. Significancia das diferencas nos niveis de expressdo dos genes EgCesA no
xilema e em tecidos foliares de diferentes espécies de Eucalyptus.

p-valor
EgCesAl EgCesA2 [EgCesA3 [EgCesA4 EgCesA5 EgCesA6

EUGL- TECIDOS

XY FOLIARES 0,000005 0,004035 0,000032 0,363725 0,094504 0,256914
EUGR- TECIDOS
XY FOLIARES 0,005303 0,000009 0,005303 0,202293 0,113738 0,202293
EUPE- TECIDOS
XY FOLIARES 0,021034 0,000405  0,04266  0,04266 0,325869 0,148546
EUUR- TECIDOS
XY FOLIARES 0,000002 0,000000 0,00000 0,233682 0,019071 0,233682
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Figura 27. Distribuicdo do nimero de ESTs dos genes EgCesA observados em diferentes
tecidos de Eucalyptus: XL (xilema); FL (floema); SE (plantulas); ML (folhas
maduras); PU (folhas infectadas com Puccinia); TS (plantas submetidas a
diversas condicdes de estresse).
A andlise da expressdo génica, a partir de dados de microarrays também

apresentou o perfil esperado para os genes EgCesAl, EgCesA2 e EgCesA3, com maior

expressdo em tecidos relacionados a deposi¢ao de parede celular secundéria. J4 os genes
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EgCesA4, EgCesAS e EgCesA6, apresentaram um perfil de expressdao uniforme em tecidos

com crescimento primdrio e secunddrio (Figura 28), em conformidade com os achados de

Ranik & Myburg (2006).
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Figura 28. Perfil de expressdao dos genes de celulose sintase a partir de dados de
microarrays. Cada linha representa um gene, € as colunas representam 0s
diferentes tratamentos; GL= E. globulus; GR= E. grandis; XY= xilema; ML=
folhas maduras. O nivel de expressdao génica é positivamente correlacionado a
intensidade de sinal, que € crescente a partir da fluorescéncia de cor verde, até
uma fluorescéncia de cor vermelha.

Considerando somente comparagdes sobre o perfil de expressdo dos genes

EgCesA expressos em xilema e folha de E. grandis (Figura 29), também houve uma

significativa diferenca de expressdo dos genes EgCesAl-EgCesA3 em xilema, de acordo

com as andlises feitas a partir de dados de microarrays. Os genes EgCesA apresentaram

uma magnitude de expressdo muito maior no xilema do que em tecidos foliares, enquanto

o perfil de expressao desses em folhas foi aproximadamente constante.
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Figura 29. Nivel de expressdo génica de dados de microarrays a partir de mRNA de

xilema e folhas de E. grandis.

Tabela 18. Significancia das diferencas nos niveis de expressdao dos genes EgCesA no
xilema e em tecidos foliares de E. grandis a partir de dados gerados com

microarrays.
Xilema Folha

gene média SE média SE p-valor
EgCesAl 12,66 0,41 7,93 0,70 0,0000
EgCesA2 13,19 0,38 891 0,76 0,0001
EgCesA3 12,26 0,54 7,83 0,39 0,0000
EgCesA4 10,44 0,15 8,57 0,46 0,0003
EgCesAS 9,33 0,18 7,77 0,19 0,0000
EgCesA6 9,85 0,14 8,01 0,23 0,0000

Comparando-se os dados de microarrays em relagdo a expressdo dos genes

EgCesA em xilema de E. grandis com aqueles obtidos em xilema de E. globulus (Figuras

30 e 31), observou-se que o perfil de expressdao dos genes foi semelhante para ambas as

espécies. Isso contrasta com o que foi encontrado com o uso da abordagem denominada

“Digital Differential Display”, que detectou expressao diferencial entre as duas espécies,

sobretudo em relacdo aos genes EgCesA envolvidos na expressdo de celulose da parede

secundaria.
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Figura 30. Nivel de expressdo génica de dados de microarrays a partir de mRNA de
xilema de E. globulus e de E. grandis.

Tabela 19. Significancia das diferencas nos niveis de expressdo dos genes EgCesA no
xilema de E. grandis e E. globulus a partir de dados gerados por microarrays.

E. globulus E. grandis

gene média SE média SE p-valor
EgCesAl 13,49 0,25 13,31 0,75 0,5233
EgCesA2 13,46 0,29 13,60 0,51 0,5162
EgCesA3 13,44 0,26 12,92 0,80 0,1041
EgCesA4 11,16 0,41 10,57 0,23 0,0036
EgCesAS5 10,33 0,46 9,52 0,24 0,0006
EgCesA6 10,04 0,19 10,15 0,35 0,4546

A explicagdo para esses resultados poderia estar no desenho das sondas de

oligonucleotideos, usadas para a implementagdo dos arrays. Existe uma critica em relacdo

aos resultados de microarrays, pois a detecdo por hibridiza¢do, sobretudo em familias

génicas é muito prejudicada pelas "reagdes cruzadas". Neste caso, as sondas, podem,

dependendo do nivel de estringéncia, hibridizar com cDNA de outros genes homdlogos

(mas nao ort6logos). As sondas utilizadas neste estudo foram desenhadas de modo

aleatdrio ao longo dos contigs e podem ser complementares a regides pouco conservadas

dentro de cada classe de genes EgCesA. O nivel de expressdo gé€nica poderia entdo ser

subestimado, ou superestimado, para diferentes genes com produtos hibridizados
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incorretamente com uma sonda ndo-ortéloga. A andlise baseada em microarrays, nesse
caso, apresentaria uma sensibilidade inferior aquela observada pela utilizacdo da técnica
de DDD. O desenho de sondas especificas, criadas para hibridizarem em regides classe-
especificas (CRSI e CRSII), poderia resolver o problema. De fato, quando foram feitas as
comparacoes entre as seqiiéncias de todas as sondas desenhadas para os contigs de
celulose e os genes EgCesAl-EgCesA6, observou-se que vérias sondas apresentaram um
alto grau de identidade com diferentes classes dos genes EgCesA, pois essa

complementacdo estava baseada em uma regido conservada entre estes genes.
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Figura 31. Nivel de expressdo génica de dados de microarrays a partir de mRNA de
xilema de E. globulus e de E. grandis.

Apesar dos dados de ensaios com microarrays nao apresentarem a mesma
sensibilidade de detec¢do de expressdao génica diferencial obtida com a andlise DDD, ¢é
inegdvel a importancia desse tipo de abordagem em estudos de expressdo de genes
envolvidos na formac¢do da madeira, um processo complexo, que envolve muitos
fendmenos bioldgicos, os quais sao coordenados por uma ampla variedade de fatores
enddgenos (fitohormonios), exdgenos (tempertura e fotoperiodo), e pela interacdo de
ambos (Andrade, 2006). Nesse sentido, Hertzberg et al. (2001) investigaram a expressdo de
diferentes genes importantes para a formacdo da madeira, em diferentes estigios de
desenvolvimento, a partir do meristema vascular de Populus. A andlise de microarray

usando um conjunto de 2995 genes tnicos (unigenes) obtidos a partir de seqii€ncias ESTs,
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revelou que os genes que codificam enzimas envolvidas na biossintese de celulose e
lignina, bem como fatores de transcricdo que regulam a xilogé€nese, estdo sob estrita

regulagdo transcricional, especifica para cada fase de desenvolvimento.
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CONCLUSAO

A anélise de diversidade nucleotidica de fragmentos do gene EgCesA2 revelou
a ocorréncia de trés locos polimoérficos numa regido exonica do gene, composta
por 427pb. Esses locos poderdo ser utilizados em futuros projetos de

mapeamento deste gene.

Foi feita uma estimativa do desequilibrio de ligacao entre os SNPs detectados
no contig relacionado ao gene EgCesA2, tendo-se detectado um desequilibrio
significativo entre dois locos distantes 138pb um do outro. Existem poucos
dados sobre a associagdo entre haplétipos em genes de Eucalyptus e, embora
ndo se possa inferir a respeito da extensdo do DL ao longo do genoma, sequer
de todo o gene, considera-se que qualquer informagdo gerada € valida para que
se possa alcangar uma compreensdo maior a respeito do padrao de distribui¢ao

de polimorfismos.

A triagem realizada na biblioteca de BACs, construida no ambito do projeto
Genolyptus, revelou que somente um clone contém o gene EgCesA2. Essa
informacdo deverd contribuir para a caracterizagdo minuciosa do gene em

Eucalyptus.

O seqiienciamento parcial do gene EgCesA3 permitiu a formagao de um contig
de 770pb, composto por duas regides exdnicas, respectivamente, de 33 e 582pb,
intercaladas por um intron de 95pb de comprimento, além de 60pb da regido 3’-
UTR. Ao longo desse contig, foram encontrados nove sitios polimorficos, que
poderdo ser duteis na construcdo de mapas genéticos e em estudos de

mapeamento por associacgio.
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Foi feita uma anélise de diversidade no gene EgCesA3 e conforme era esperado,
a diversidade nucleotidica na regido intronica foi de uma magnitude de 7,5

vezes maior do que no éxon.

Andlises de deteccdo do DL na extensdo do gene EgCesA3 indicaram que €
possivel detectar desequilibrio em aproximadamente 600pb, superior ao

encontrado no gene ccoamt da via de lignifica¢ao de Eucalyptus.

Todos os polimorfismos de um tnico nucleotideo detectados nos genes
EgCesA2 e EgCesA3 sdo sindbnimos. Isso de fato corrobora com idéia de que a
celulose € um polimero muito importante para a sobrevivéncia da planta, e,
portanto, sua maquinaria de sintese apresenta caracteristicas bastante
conservadas, sendo que mutagdes em regides efetivamente transcritas tenderiam

a serem deletérias, e por isso ndo seriam fixadas.

A andlise de expressdo baseada em “Digital Differential Display” detectou
expressao génica diferencial quando se comparava xilema de diferentes
espécies, ou mesmo de diferentes tecidos. E. urophylla apresentou o perfil de
expressao mais distinto. Os perfis de expressao dos E. globulus e E. grandis sao
invertidos para os genes codificantes de celulose sintase de parede secundaria.
A andlise baseada em dados de microarrays apresentou uma menor
sensibilidade, ndo envidenciando os diferentes niveis de expressao destes genes

em xilema de E. grandis e E. globulus.
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ANEXO 1

Estimativa da freqii€ncia dos haplétipos na populagdo de E.urophylla.
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C
T
T

?
?
?

23 CG? ?7?
77
25 C G GT?

24 C G ?

26CGGT G ?

27

CGGTG?

0,015625

?

?

29 CGGTGA? CA 0015625

28CGGTGA?

30 CGGTGA? CC 0015625

31 CGGTGACA A 0015625

32 CGGTGACC?

0,031263

33 CGGTGACC A 0015625
34 CGGTGACC C 0062500

35CGGTGAT?

C 0,015625

?
?
?

0,015625
0,015625
0,015625

36 TGGTGGT ?

37 T ?

GTGAC?

GTGGT?

38 T ?

39T AAGGGCAC 0031250

40T AAGGGTA?

0,031250

41 T AAGGGT A C 0015625

42 TAGTGGT?

0,015625

?
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ANEXO IT
Alinhamento entre as sequéncias de cDNA EgCesA3 e o contig de 770pb.
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