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RESUMO

BORTOLOTO, T.M. Caracterizagdo de uma regido gendmica relacionada a
caracteristica lignotuber em eucalipto. 2011. 80f. Tese (Doutorado) — Instituto de

Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Botucatu, 2011.

O grupo CAGEN em parceria com a empresa Suzano de Papel e Celulose vem
desenvolvendo projetos de identificacdo de caracteristicas relacionadas ao estresse
abidtico em eucalipto. A presenca de lignotuber é uma caracteristica que confere a essas
espécies maior tolerancia a niveis de estresse. Em 2006 foi realizado um experimento
que demonstrou uma correlacdo entre 0 aumento dos niveis de estresse e 0 aumento da
formacdo de lignotuber em eucalipto, até atingir a propor¢édo de 3:1, indicando a acéo de
um gene com efeito principal na formacédo do lignotuber. Através da técnica de BSA
(Bulked Segregant Analyses) em conjunto com marcadores RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) foi possivel detectar um marcador molecular que permitiu a
identificacdo de individuos ndo portadores do lignotuber em eucalipto. Esse marcador
foi convertido em SCAR e passou a ser chamado de ELig (Eucalyptus — Lignotuber).
Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo a caracterizacdo dessa regido
gendbmica relacionada a presenca de lignotuber em eucalipto. O marcador ELig foi
eficiente em identificar individuos de espécies de eucalipto sem lignotuber, podendo ser
incorporado a programas de selecdo assistida por marcadores moleculares. As espécies
Eucalyptus grandis e E. urophylla apresentaram uma Unica copia da sequéncia ELig em
seus genomas. Essa sequéncia mostrou identidade a um contig de EST de eucalipto de

1918 nucleotideos do banco de dados FORESTs-FAPESP, que apresenta o dominio de



proteinas DnaJ, uma grande familia de proteinas com membros relacionados a resposta
da planta contra estresse abidtico, incluindo proteinas heat shock e chaperonas. A
identidade do ELig ao contig restringe-se a regido 5’ do ELig, nessa regido ndo foi
possivel identificar o polimorfismo no sitio de pareamento dos primers, indicando que
esse polimorfismo encontra-se na regido 3’ da sequéncia ELig. Através da técnica de
RACE 3’ (Rapid Amplification of cDNA Ends), foi possivel verificar que a por¢ao 3’ do
EST esta completa. A sequéncia 3" do ELig, que ndo apresenta identidade ao contig,
apresenta-se apds a regido 3° UTR na proteina predita do contig. Com a analise do
genoma completo do eucalipto, foi possivel identificar no genoma da espécie uma
regido com identidade a sequéncia ELig, essa regido também apresentou o dominio
DnaJ. Analise nas proximidades dessa regido permitiu identificar alguns genes

candidatos para analises de expresséo.

Palavras-chave: Estresse hidrico, Eucalipto, Lignotuber, Marcador Molecular,

Melhoramento Genético.



ABSTRACT

CAGEN group in association with Suzano Pulp and Paper has developed projects to
identify characteristics related to abiotic stress in Eucalyptus. Lignotuber presence is a
resource which gives to these species higher levels of stress tolerance. An experiment
was performed in 2006 which showed a correlation between increased stress levels and
the increment of lignotuber formation, until 3:1 proportion, indicating the gene action
with major effect on the lignotuber formation. Using BSA (Bulked Segregant Analyses)
technique with RAPD markers (Random Amplified Polymorphic DNA) was detected a
molecular marker that allowed the identification of individuals without lignotuber in
Eucalyptus. This marker was converted into a SCAR (Sequenced Characterized
Amplified Region) marker and was named Elig (Eucalyptus - Lignotuber). The purpose
of this study is characterize this genomic region related to the lignotuber presence in
Eucalyptus. The Elig marker was effective in identifying Eucalyptus without lignotuber,
and it can be incorporated into marker-assisted selection programs. Eucalyptus grandis
and E. urophylla presented a single copy sequence ELig in their genomes. This
sequence showed identity with a eucalypt EST contig with1918 nucleotides on the
FORESTSs-FAPESP database, the contig displays the protein domain Dnal, a large
proteins family with members related to plant response against abiotic stress, this
domain includes heat shock proteins and chaperones. The ELig identity with the contig
was restricted in the 5 'ELig region, in which was not possible to identify the
polymorphism in the primers pairing site, indicating that this polymorphism is found in
the 3' ELig region sequence. Through the RACE 3' (Rapid Amplification of cDNA

Ends) technique, we found that the 3' EST portion is complete. The 3° Elig sequence



that has no contig identity, it is presented after the 3' UTR region of the predicted
protein contig. By analyzing the Eucalyptus complete genome, was identified a region
with sequence identity to ELig, this region also had the DnaJ domain. Analysis in the

vicinity of this region identified some candidate genes for expression analysis.

Key words: Drought stress, Eucalyptus, Lignotuber, Molecular Marker, Genetic

Improvement.
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1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e inclui mais de 700
espécies, a maioria nativa da Australia (Brooker, 2000 apud Grattapaglia e Kirst, 2008),
com excec¢do de E. urophylla e E. deglupta que s&o originais do Timor e Papua Nova
Guiné, respectivamente (Pryor, 1985). E um género florestal de interesse econdmico
plantado comercialmente nas zonas tropicais e subtropicais do globo. Hoje, o eucalipto
assume grande importancia na economia brasileira, sendo destinado principalmente a
producdo de celulose, papel e carvao vegetal utilizado nas siderurgicas. O eucalipto
também é muito utilizado na producédo de laminas, compensados, aglomerados, madeira
serrada, moveis, além de outros produtos como o 6leo essencial utilizado em produtos
de limpeza, alimentos, perfumes e remédios e 0 mel produzido a partir do polen de suas

flores.

Segundo o relatério de marco de 2011 da BRACELPA a produtividade média
de madeira para celulose entre os anos de 2009 e 2010 sofreu um aumento de 24 para 44
m*/ha/ano que representa um crescimento de 83%, e ainda indica que o pais tem
potencial para chegar & produtividade média de 70 m*/ha/ano (BRACELPA, 2011). A
producdo de celulose apresentou um aumento de 5,6% do ano de 2009 para 0 ano de
2010, chegando a atingir a marca de 14 milhdes de toneladas em 2010, marca que faz do
pais o quarto maior produtor de celulose do mundo. As exportacbes em 2010 chegaram
a 6,8 bilhdes de ddlares com um saldo comercial de 4,9 bilhdes, gerando 115 mil
empregos diretos e 575 mil empregos indiretos (BRACELPA, 2011). Esse crescimento
é devido a varios fatores ambientais como o clima e o solo e também a investimentos

em pesquisa e desenvolvimento como a genética e a biotecnologia, além de
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planejamentos socio-ambientais, manejo florestal e organizagdo do setor privado, dentre
outros. A madeira utilizada na producédo de papel € principalmente de eucalipto (81,6%)

e pinus (17,2%) (BRACELPA, 2011).

No Brasil, os produtores de eucalipto sempre se preocuparam com a incluséo
de espécies e populacbes diferentes do género, para aumentar a diversidade dessa
cultura e isso possibilitou ao pais possuir hoje um dos maiores bancos de germoplasma
do género Eucalyptus do mundo, sendo o mais diverso fora dos locais de origem dessas

espécies.

Em climas tropicais, como no Brasil, as espécies mais plantadas sdo E. grandis,
E. urophylla e E. saligna (SBS, 2011). O hibrido E. urograndis originado do
cruzamento entre as espécies E. grandis e E. urophylla, também é muito utilizado pelas
empresas brasileiras. O eucalipto apresenta uma série de caracteristicas que fizeram
deste género a planta exotica mais plantada no Brasil, isso inclui capacidade de

adaptacdo as condicdes ambientais e rapido crescimento.

Hoje, a cultura do eucalipto no Brasil estd se expandindo intensamente para o
norte e o nordeste do pais, regibes onde os biomas predominantes possuem longos
periodos de seca e 0s solos geralmente apresentam escassez de nutrientes. Desta forma,
ha a necessidade de identificar caracteristicas adaptativas que aumentem as chances de
sobrevivéncia das plantas nessas condigdes e introduzi-las no programa de
melhoramento do género. Diante desse cenario, podemos destacar a tolerancia a

periodos prolongados de secas e a capacidade de armazenamento de nutrientes.

O Centro de Andlises Genémicas (CAGEN) do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Botucatu - SP, em parceria com a empresa Suzano Papel e Celulose, vem

desenvolvendo projetos que visam & busca e introdugdo de caracteristicas silviculturais
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em culturas de eucalipto, dando énfase a resposta da planta a situacfes de estresses

bidticos e abidticos. Dentre essas caracteristicas, destacamos a presenca de lignotuber.

Os lignotuberes séo protuberancias caulinares encontradas nas axilas dos
cotilédones de algumas espécies vegetais, essas estruturas apresentam uma grande
quantidade de parénquima de reserva de carboidratos e outros nutrientes, sdo formadas
de inimeras gemas dormentes que possuem um papel importante nos processos de
rebrota ap6s distarbios como fogo ou corte (Bamber e Mullete,1978; Whittock et al.,
2003; Canadell e Lopes-Soria, 1998; Sampson, 1998). Apos o corte do dossel, as gemas
presentes no lignotuber sdo estimuladas devido a quebra da dominancia apical (dos Reis
e Reis, 1997). A origem dessa estrutura é controversa, mas acredita-se que sua fixacéo
nas especies de eucalipto possa estar relacionada a selecdo natural causada pelo fogo
das queimadas naturais que ocorrem nas florestas da Australia, de onde o eucalipto é

originado (Cheal et al. 1979 apud Wouters, 2004).

Essa estrutura esta presente em quase todas as espécies do género Eucalyptus
(95%) como é o caso de E. urophylla, E. brassiana e E. saligna. Outras espécies nao

apresentam o 6rgdo, como é o caso de E. grandis (Eldridge, 1994).

A presenca de lignotuber em eucalipto ¢ influenciada pelo ambiente. Whittock
et al. (2003) mostraram que houve uma menor formacéo de lignotuber nas plantas de E.
globulus em ambiente mais imido, indicando que o 6rgdo € formado preferencialmente

em condicdes de estresse hidrico.

Martins (2006) avaliou a segregacdo do carater em uma populacdo F2 de
hibridos E. urograndis. Esta populacdo F2 foi originada a partir da autofecundacao de
uma populacdo F1 formada a partir do cruzamento entre um clone de E. grandis e um

clone de E. urophylla. As plantas F2 foram submetidas a condigdes de estresse hidrico e
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nutricional o que ocasionou um aumento na producgdo de lignotuber nos individuos. A
propor¢do de plantas com lignotuber apds o estresse foi de 3:1 (qui quadrado 2,42;
p>0,1) indicando se tratar de uma caracteristica com acdo de um gene de efeito

principal.

No mesmo trabalho, Martins (2006) utilizando marcadores Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD) combinados com a técnica de Bulked Segregant Analyses
(BSA), pbde identificar um marcador molecular com tamanho de 874nt (nucleotideos)
presente nos individuos da espécie E. grandis e nos hibridos E. urograndis que ndo
apresentaram lignotuber. Essa marca foi convertida em Sequence Characterized
Amplified Region (SCAR). Através da ferramenta BLASTn (Basic Local Alignment
Search Tool) (Stephen et al., 1997), a sequéncia SCAR foi utilizada como sonda no
banco de sequéncias de ESTs (Expressed Sequence Tag) de eucalipto (FORESTSs-
FAPESP — Eucalyptus Genome Sequencing Project Consortium - Vicentini et al.,
2005). A sequéncia do marcador SCAR apresentou identidade a uma sequéncia de EST
desse banco, indicando que esse marcador encontra-se numa regido expressa do genoma

de Eucalyptus.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Caracterizacdo de uma regido gendmica relacionada a presenca de lignotuber em

eucalipto.

2.2. Especificos

- Validar a eficiéncia do marcador ELig na identificacdo de individuos

portadores de lignotuber em eucalipto.

- Determinar o nimero de cdpias dessa regido no genoma de E. grandis e E.

urophylla.

- Determinar a sequéncia completa dessa regido no genoma de eucalipto através

de técnicas moleculares.

- Caracterizacdo dessa regido através da analise e comparacdo das sequéncias

obtidas em bancos de dados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Todo o material vegetal utilizado neste trabalho foi fornecido pela empresa

Suzano Papel e Celulose.

Folhas frescas de arvores das espécies E. grandis, E. urophylla, E. saligna e E.

brassiana foram utilizadas para extragdo de DNA.

Para extragcdo de RNA dos diferentes tecidos (raiz, caule e lignotuber) foram

utilizadas plantulas de E. grandis e E. urophylla.

3.2. Metodologias

3.2.1. Delineamento Experimental

O organograma abaixo (Figura 1) ilustra os procedimentos principais

realizados no decorrer do trabalho.
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Validacao do marcador ELig

em espécies de Eucalyptus

Caracterizacdo

in silico

FOREST-FAPESP

EucalyptusDB

Predicdo de proteinas

Caracterizacdo

molecular

Amplificacdo regido 5’

Numero de cdpias

RACE 3

Genome Walker

Figura 1: Organograma com as principais etapas desenvolvidas ao longo do trabalho.

3.2.2. Teste da eficiéncia do marcador ELig

Para o teste da eficiéncia do marcador ELig em identificar individuos de
eucalipto com lignotuber, foram utilizados DNAs de 77 individuos da espécie E.
urophylla, 69 individuos da espécie E. grandis, 10 individuos de E. saligna e oito
individuos de E. brasiana. Os individuos que compdem essas espécies pertencem ao
banco de germoplasma da empresa Suzano Papel e Celulose. Os eucaliptos que
compdem esse material sdo considerados espécies puras, mas ndo se descarta a hipotese

de existir individuos hibridos originarios do préprio programa de melhoramento da
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empresa. Algumas arvores podem manter caracteristicas tipicas de uma espécie, mas ser
um hibrido, em diferentes graus, com outra espécie, isso pode ocorrer até mesmo nos

locais de origem natural dos eucaliptos.

- Extragdo de DNA

Para o teste de eficiéncia do marcador, a extracdo de DNA foi realizada através

do protocolo descrito por Ferreira e Grattapaglia (1995) com modificacgdes:

Em um tubo foram macerados, aproximadamente, 150 mg de folhas com
nitrogénio liquido, em seguida, foram adicionados 700 ul de solucdo de extracdo (2%
CTAB (brometo de cetil trimetil amdnio), 2% PVP (polivinilpirrolidona K 40), 100 mM
Tris-HCI pH=8,0, 25 mM EDTA, 2 M NaCl (cloreto de sddio) e 0,2% de mercapto-
etanol), aplicado em capela de exaustdo e misturado até que todo o material macerado
entrasse em contato com a solugdo. Esta mistura foi incubada a temperatura de 65 °C
por 45 a 60 min. Em seguida, foi realizada a primeira extracao, adicionando-se 600ul de
solucdo CIA (cloroformio — alcool isoamilico 24:1). Esta solucdo foi misturada com o
auxilio de vortex e os tubos levados a centrifuga refrigerada a 10 °C, com rotacdo de

12.000 rpm durante 5 min.

Apos a centrifugacéo, a solucdo apresentou trés fases, a fase superior (aquosa)
foi transferida para um novo tubo (+500 pl) e a esta solugdo foram adicionados 100 pl
de CTAB 5% (5% CTAB, 2% PVP, 100 mM Tris-HCI pH=8,0, 25 mM EDTA,
2 M NaCl). Foi realizada entéo a segunda extracdo adicionando-se 600 ul de CIA. Essa
solugéo foi homogeneizada em vortex e centrifugada nas mesmas condig¢des anteriores.

Apos a centrifugacdo a solucdo apresentou duas fases separadas por uma pelicula de
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proteinas. A fase superior (= 500 pl) foi transferida para um novo tubo onde foi
adicionado 400 ul de &lcool isopropilico gelado. O material foi mantido a temperatura
de -20 °C por um periodo de aproximadamente 10 h. As amostras foram centrifugadas

nas condicdes anteriores.

Apobs a centrifugacdo foi possivel visualizar um precipitado no fundo dos
tubos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 pl de etanol 95%
por 2 min, o etanol foi descartado e, ap6s secagem em centrifuga a vacuo, o precipitado

foi eluido em 80ul de tampédo TE (pH=8,0) contendo 10 ng/ul de RNAse.

As amostras foram levadas ao banho-maria a 37 °C para a digestdo do RNA
por no minimo 40 min ou até completa dissolucdo do precipitado. Os DNAs foram

diluidos com &gua ultra pura na concentracao de 50 ng/pl.

-Reacbes de PCR

Os DNAs extraidos foram submetidos a reacdo de PCR com os primers ELig.
A reacdo (10 pl) foi composta de: 10 mM Tris-HCI, pH=8,0, 1,5 mM MgCl,, 0,5 uM de
cada primer, 1 mM de dNTP (Invitrogen), 25 ng de DNA genémico e 0.5 U de Taq
DNA polimerase (Invitrogen). A amplificacdo com os primers ELig foi realizada em um
termociclador Mastercycler personal Eppendorf ®, com a seguintes condi¢des: 5 min a
94 °C por 1 ciclo, 30 sa94°C, 1 mina64°Ce 1 min a72°C por 35 ciclos, com um
ciclo final de 7 min a 72 °C. Os produtos de amplificacdo foram separados em gel de

agarose 1% corado com brometo de etidio.
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3.2.3. Analise da regido 5’ da sequéncia ELig

Para analisar a regido 5’da sequéncia ELig e comparar com a sequéncia do
contig, alguns primers foram desenhados para realizagdo de uma reagdo de PCR, sendo
que o primer senso foi desenhado na sequéncia do contig e 0s primers reversos foram
desenhados na sequéncia gendmica, possibilitando amplificar parte da sequéncia do
contig. Foi desenhado um primer senso (f) e trés primers reversos (rl, r2 e r3) conforme
a Figura 2. Essa andlise possibilitou também a investigacdo da sequéncia do sitio de

pareamento do primer RAPD na regido 5° do ELIig.

contig ESTf 1381 1918
- —
 —————
1 :‘r;_;“-;_:,:{__ EST-I 3'(;634 874

ELig

Figura 2: Primers para amplificar a regido 5’ da sequéncia ELig. As barras azuis mostram a
regido em que as sequéncias apresentam identidade entre si. As setas vermelhas indicam as
posicBes dos primers desenhados para amplificar essa regido. O primer EST-f foi utilizado em
reacdo de PCR com os primers reversos EST-r1, EST-r2 e EST-r3. Os nimeros acima e abaixo
das barras indicam as posices dos nucleotideos das sequéncias.

Esses primers foram utilizados para realizacdo de PCR com o DNA de
individuos E. grandis, E. urophylla e E. saligna. Os fragmentos resultantes foram
recortados do gel de agarose, purificados, clonados e sequenciados conforme os

protocolos abaixo.
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- Purificacdo do DNA de bandas de Gel de agarose (Kit Amersham®)

As bandas de interesse foram recortada do gel de agarose e para cada 10 mg de
gel, foi adicionado 10 pl de tampéo de captura. Os tubos foram agitados em vortex e a
mistura foi incubada a 60 °C por 5-10 min até dissolver completamente a agarose. Em
seguida, as amostras foram transferidas para as colunas, incubadas por 1min a
temperatura ambiente e centrifugada a 13.000 rpm por 30 s. As colunas foram lavadas

com tampé@o de lavagem e centrifugadas. O DNA purificado foi eluido em TE (pH=8,0).

- Clonagem

Os DNAs de interesse foram clonados em bactéria Escherichia coli da cepa

DH50. com o vetor pGEM®-T Easy vector sistem (Promega®).

Para ligacdo do fragmento de DNA ao vetor foi utilizada a proporgéo 3:1 (trés
partes de DNA para uma parte de vetor). Foi adicionado 8 ul do produto da
amplificacdo purificado, 3 U de T4 DNA ligase; 50 mg de vetor , tampdo da enzima

ligase e agua deionizada para completar 10 pl de reacdo. Essa reagdo foi incubada por

20ha16°C.

Para a transformacéo da E. coli, foram misturados 10 pl de produto de ligacao
a 50 pl de células competentes. A mistura foi incubada em gelo por 30 min. Foi
submetido um choque térmico a 42 °C por 1 min e 30 s, as amostras foram transferidas
para gelo por 5 min Foram adicionados 600 pul de meio de cultura liquido Circle Grow®
(CG) e incubados por agitacdo suave por 50 min a 37 °C. As amostras foram espalhadas
em placa de petri com 25 ml de meio sélido CG. Para a selegdo das col6nias com o
vetor foi utilizado o antibidtico ampicilina (100 pg/ml), e para a selegdo das bactérias

26



com o vetor com o DNA alvo foi utilizado IPTG (Isopropil beta D

Thiogalactopyranoside) (0,4 mM) em conjunto com X-galactose (XGAL) (0,1 pg/ml).

As placas foram incubadas a 37 °C de um dia para o outro. Colbnias brancas
foram selecionadas e transferidas para meio liquido e mantidas em estufa a 37 °C de um
dia para outro, e posteriormente foi realizada a extracdo do DNA plasmidial através do

protocolo que segue.

As células selecionadas foram transferidas para um novo tubo e centrifugadas.
Em seguida, foram eluidas em solucdo contendo Tris-HCI (50 mM, pH=8,0), EDTA
(10 mM, pH=8,0), RNAse (100 pg/ml) e homogeneizadas. A lise alcalina foi realizada
com uma solucdo de NaOH (200 mM) e SDS (1%) por 5 min A reacgdo foi neutralizada
com uma solucdo de acetato de potassio (3 M, pH=5,5), as amostras foram incubadas
em gelo por 20 min e entdo foram centrifugadas por 30 min a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado isopropanol, nesta
etapa, as amostras foram incubadas a -20 °C por pelo menos uma hora. As amostras
foram centrifugadas novamente e o precipitado de DNA foi lavado com etanol 70% e,
apos secagem, foi eluido em &gua deionizada autoclavada. O DNA extraido foi

quantificado em gel de agarose a 1%.

Para confirmar a presenca do inserto no plasmideo, foi realizada um reacéo de
digestdo com a enzima EcoRI que possui sitio de restricdo proximo ao local de insercao
do DNA. A reacdo constou de: 400-500 ng de DNA, 2 unidades da enzima EcoRl
(Invitrogen®), tampéo da enzima, o volume foi completado para 30 pl com agua ultra

pura autoclavada.

A reacéo foi incubada a 37 °C por 2 horas. A visualizagdo do produto da

digestdo foi realizada em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio.
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Culturas permanentes dos clones sequenciados foram feitas transferindo-se
para um novo tubo 850 pl da cultura de bactéria e 150 pl de glicerol. As culturas foram

armazenadas a -80 °C.

- Sequenciamento

Para a reacdo de sequenciamento foi utilizado 100 ng de DNA plasmidial,
tampao de sequenciamento (200 mM Tris—HCI; 5 mM MgCI2 pH=9); Big Dye; primer
M13 (1 uM); a reacdo foi completada com agua deionizada para um volume final de

10 pl

As condicgdes de amplificacdo foram as seguintes: extensdo inicial de 96 °C por

2 min; 40 ciclos de 96 °C por 30 s, 55 °C por 30 s, 60 °C por 4min

Antes do sequenciamento, a reag¢do foi purificada com 80 pl de isopropanol
75%, por 15 min, a placa foi centrifugada por 45 min a 4.000 rpm, o alcool foi
descartado e foi adicionado etanol 70% para lavagem dos precipitados, foi realizada
uma nova centrifugacdo nas condi¢cdes anteriores por 10 min. O alcool foi descartado e

0s precipitados foram secos.

A reagdo foi eluida em 3 pl de tampao de carregamento desnaturante e levada

para sequenciamento em um sequenciador 3100 Applied Biotechnology.

As sequéncias obtidas foram alinhadas e analisadas no software ChromasPro.
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3.2.4. Determinacgdo do numero de copias por Southern blot

A técnica de Southern blot foi utilizada para identificar o namero de cépias da
regido de interesse. Para a realizacdo da técnica, utilizou-se o Kit Amersham® AlkPhos
Direct™ Labeling and Detection Systems. A descricdo das etapas da técnica esta a

sequir.

- Extragdo de DNA

Para realizacdo da técnica de Southern blot é necessario um DNA livre de
impurezas, que permita uma digestéo eficiente com enzimas de restrigdo. Para se obter
uma maior qualidade na extracdo do DNA, foi utilizado o protocolo descrito por

Weising et al., (2005), com algumas modificagdes.

Foi extraido DNA de folhas frescas de duas arvores uma da especie E. grandis

e outra de E. urophylla.

O tampéo de extracdo (2% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM EDTA pH=8,0,
100 mM Tris-HCI (pH 8,0) e 1% B mercaptoetanol), foi aquecido a temperatura de
60 °C e 12 ml desse tampdo foi separado em tubos com capacidade de 50 ml onde foi
adicionado 1 g de material foliar macerado em cadinho na presenca de nitrogénio
liquido. Essa mistura foi mantida sob agitacdo a 60 °C por 60 min, 12 ml de CIA foram
adicionados. As amostras foram deixadas em temperatura ambiente por 20 min sob
agitacdo leve. As amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 min e a fase
superior (aquosa) foi transferida para um novo tubo onde adicionou-se 2 ml de CTAB
5% (5% CTAB, 2% PVP, 100 mM Tris-HCI pH=8,0, 25 mM EDTA, 2 M NaCl) e
repetiu-se a lavagem com CIA. A fase superior foi transferida para um novo tubo onde
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foi realizada digestdo de RNAs com a adi¢do de 6 pl de RNAse a 20 mg/ml e incubacgéo
por 30 min a 37 °C. Para a precipitacdo do DNA, foram adicionados 0,8 volumes de
isopropanol e centrifugado por 20 min a 5.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e
10 ml de etanol 70% foram utilizados para lavagem do precipitado de DNA com
centrifugacdo de 20 min a 5.000 rpm. O etanol foi descartado, o DNA foi seco a

temperatura ambiente e depois foi eluido em 500 pl de TE (pH=8,0).

O DNA extraido foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (ND1000®),
e a qualidade do DNA foi verificada em eletroforese em gel de agarose a 1%, corado
com brometo de etidio. Comprovada a qualidade do DNA este foi digerido com as

enzimas de restricdo selecionadas.

- Restricdo enzimatica

Para realizacdo da técnica de Southern blot é necessario utilizar enzimas de
restricdo que nao cortem a sequéncia de DNA que serd usada como sonda. O programa
pDraw 32 1.1.100 foi utilizado para analisar a sequéncia ELig e selecionar as enzimas.
Foi verificada a presenca de sitio de restricdo para as seguintes enzimas: BamHI, EcoRlI,

Hindlll, Ndel, Pstl, Kpnl e Xbal.

A técnica exige uma digestdo completa do DNA, o eucalipto possui muitos
compostos secundarios que atrapalham a enzima de restri¢do, desta forma, a reacdo de
digestdo precisou ser padronizada para obtencdo de uma digestdo ideal. Para isso, foram
realizados testes de digestdes com as enzimas selecionadas em diferentes condi¢cbes de

concentracdo de DNA e enzima, em banho-maria a 37 °C por 16 horas. O protocolo

30



com o melhor resultado de digestdo de DNA e que foi utilizado para a técnica esta

descrito abaixo.

O DNA foi digerido em duplicata com trés diferentes endonucleases: EcoRl,
Ndel e Xbal. Foi utilizado para a reagéo de digestdo: 20 pug de DNA; 60 unidades de
enzima (Biolabs — New England®); tamp&o especifico para a enzima selecionada;
0,1 mg de soro de albumina bovina (Invitrogen®); o volume foi completado para 1 ml
com agua ultra pura autoclavada. Apds incubacdo a 37 °C por 16 horas as enzimas
foram inativadas a 65 °C por 20 min. Para verificar se 0 processo de digestdo das
amostras de DNA ocorreu adequadamente, 1 pg das amostras de DNA digerido foi

submetido a eletroforese em gel de agarose a 0,7%, corado com brometo de etidio.

Ao DNA digerido foram adicionados 0,1 volumes de acetato de aménio 7,8 M
gelado e 2,5 volumes de etanol absoluto gelado. As amostras foram deixadas a -20 °C
até o dia seguinte e depois centrifugadas a 10.000 rpm por 60 min a 4 °C. Em seguida,
descartou-se 0 sobrenadante, o precipitado foi lavado em 1 ml de etanol 70% gelado e
centrifugado a 10.000 rpm por 30 min a 4 °C. O etanol foi descartado, o precipitado foi
seco em centrifuga a vacuo e posteriormente eluido em 40 ul de TE (pH=8,0). As

amostras foram armazenadas a -20 °C até a sua utilizacao.

Adicionou-se 8 ul de Sacarose (40%) a 40 pl de cada amostra digerida.

Utilizou-se 10 ng do DNA purificado da banda polimorfica como controle positivo.

As amostras foram aplicadas em gel de agarose a 1% corado com brometo de
etidio e submetidas a eletroforese por 15 horas a 35 Volts para separacdo ideal dos

fragmentos digeridos.
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A visualizagdo do gel foi realizada em um transiluminador de luz UV
(Molecular Imager ChemiDoc XRS Bio-Rad Laboratories, Inc.) e foi fotografado com

régua ao lado do marcador de peso molecular com zero na altura dos pocos.

- Southern blot

Apos visualizar e fotografar o gel, este foi cortado retirando-se as partes nao
utilizadas e a parte do marcador de peso molecular, deixando apenas as amostras e 0
controle positivo. O gel foi medido e fez-se um pequeno corte no canto esquerdo
inferior para permitir sua posterior orientagdo. Em seguida, realizou-se a depurinagédo do
gel através da incubacdo em HCI 0,25 M sob agitacdo suave por 10 min; lavando-o a
seguir com agua ultra pura. Seguiu-se a desnaturacdo do gel por 30 min sob agitacédo
suave em NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 M; lavando-o ap6s com agua ultra pura. Finalmente,
o gel foi neutralizado em solucéo de Tris HCI 0,5 M pH=7,5, NaCl 1,5 M por 30 min

sob agitacdo suave.

O DNA do gel foi transferido para uma membrana (Amersham Hybornd ™ N+)
através de capilaridade. Os papéis utilizados na transferéncia do DNA foram recortados

de acordo com as dimensdes do gel (14 x 16 cm).

Em uma vasilha colocou-se 500 ml da solucdo de transferéncia 20X SSC
(NaCL 3 M; NazCgHsO7 x 2H,0 0,3 M, pH=7,0) e montou-se sobre uma plataforma
uma ponte com o papel de cromatografia 3MM  (Whatman® 3MM CHR
Chromatography Paper). A ponte de papel foi molhada e as pontas do papel foram
deixadas em contato com a solucdo 20X SSC. O gel foi colocado cuidadosamente sobre

a ponte e sobre ele a membrana (4mersham Hybond™- N+) cortada nas dimens6es do
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gel e corretamente identificada. Sobre a membrana foram colocadas trés folhas, ja
recortadas, do papel absorvente (Amersham Hybond™ Blotting Paper) e finalmente 6
cm de papel absorvente comum. O processo de transferéncia, que promove por
capilaridade a passagem do DNA contido no gel para a membrana, ocorreu em um

periodo de 20 h.

Terminada a transferéncia, a membrana protegida por um envelope de papel
absorvente (Amersham Hybond™ Blotting Paper) e papel aluminio foi mantida a 80°C

por 2 h para a fixagdo do DNA & membrana e secagem da mesma.

- Obtencao da sonda

Para obtencdo da sonda, a sequéncia ELig foi amplificada utilizando-se o par

de primer ELig senso e reverso em uma reacdo contendo DNA de E. grandis.

A reacdo constou de 200 ng de DNA; 10 mM Tris-HCI, pH=8,0; 1,5 mM de
MgCl,; 0,5 mM de dNTPs; 0,25 uM de cada primer senso e reverso e 2 unidades de Taq
DNA polimerase (Invitrogen®), o volume foi completado para 20pl com agua ultra pura

autoclavada.

A amplificacdo foi realizada em um aparelho termociclador utilizando as
mesmas condicBes apresentadas anteriormente. As amostras amplificadas foram

separadas por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio.

O produto amplificado de 874 nt (ELig) foi recortado do gel e purificado. O

DNA purificado foi eluido em 50 pl de agua ultra pura autoclavada e quantificado em
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espectrofotdmetro  NanoDrop (ND1000®). A amostra que apresentou a melhor

qualidade e maior quantidade de DNA foi selecionada para ser utilizada como sonda.

A sonda selecionada foi diluida na concentracdo de 10 ng/ul com &gua estéril.
Em seguida, adicionou-se a 10 pl da sonda ja diluida: 10 pl de Reaction buffer, 2 pul de
Labelling Reagent e 10 pl de Cross- linker diluido (1 cross linker : 4 dgua estéril), todos

reagentes do Kit Amersham AlkPhos Direct™ Labeling and Detection Systems.

- Hibridizagcdo da membrana

A membrana foi colocada na garrafa de hibridizagdo contendo o tampéao (NacCl
5 M; Blocking reagent 4%; Hybridization buffer g.s.p 40 ml) previamente aquecido a
55 °C, e foi deixada por 15 min a mesma temperatura. Acrescentou-se 200 ng da sonda

marcada ao tampéo (5 ng/ml de tampao) e foi hibridizada a 55 °C por 21 h sob agitacéo.

A solucéo anterior foi removida e foram adicionados 300 ml do 1° tampao de
lavagem (uréia 2 M, SDS 0,1%; fosfato de sodio 50 mM, pH 7.0; NaCl 0,15 M; MgCl,
1 mM; Blocking reagent 0,2%) ja aquecido a 55 °C a garrafa de hibridizacdo contendo
a membrana, deixando sob agitacdo por 10 min na mesma temperatura. A lavagem foi

repetida com mais 300 ml do 1° tampéo.

Em seguida, a membrana foi colocada em um recipiente limpo e incubada em
100 ml do 2° Tampao de Lavagem (Tris base 0,1 M; NaCl 0,05 M; MgCl, 2 mM) sob
agitacdo por 5 min a temperatura ambiente. Uma segunda lavagem com 100 ml do 2°

tampao foi realizada.
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Terminada a lavagem, o excesso de liquido foi retirado da membrana e esta foi
colocada em um saco pléastico aberto. Sobre a superficie da membrana foram espalhados
5 ml da solucéo de deteccdo (Kit Amersham AlkPhos Direct™ Labeling and Detection
Systems), em seguida fechou-se o plastico deixando a solu¢édo agir por 5 min. O excesso
de liquido foi retirado, o plastico foi selado e a membrana colocada dentro do cassete de
raios X. Uma chapa de raios X corretamente identificada foi colocada em cima da
membrana por 10 min. Ap6s o tempo de exposi¢do necessario, a chapa foi revelada por

4 min, em seguida fixada por 15 min e por fim lavada em agua ultra pura.

3.2.5. Técnica de RACE 3’ (Rapid Amplification of cDNA Ends)

A técnica de RACE 3’ foi realizada com o objetivo de elucidar a regido 3’

transcrita da regido de interesse.

O protocolo foi realizado com o uso do kit 3° RACE System for Rapid
Amplification of cDNA Ends (Invitrogen®). Um esquema simplificado da técnica esta

representado na Figura 3.
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Figura 3: Esquema da metodologia RACE 3’ (Kit

5 = 0::“??-:! A 3" RACE System for Rapid Amplification of cDNA
l, Ends - Invitrogen®). Em A: pareamento do
P ———— e ——: B | primer adaptador (AP) com cauda dT ao RNA
l’ mensageiro. Em B: extensdo da fita
i - complementar a partir de AP utilizando
——————r—— ¢ SuperScript™ 11 RT; Em C: degradacéo da fita
- l’ molde de RNA utilizando RNase H; Em D: PCR
D TTT'"T”?,:':, p | paraamplificagdo do cDNA utilizando os primers
S GSP 1 (Primer Gene especifico) e o UAP ou
nesid l’ AUAP; Em E: PCR para amplificacdo do produto
- ==, | primério, utilizando os primers UAP ou AUAP e
- GSP 2 (nested).
e

A partir da sequéncia ELig foram desenhados primers gene - especificos
externos e internos, GSLigl e GSLig2, respectivamente. Para o desenho dos primers
utilizou-se a ferramenta OligoAnalyser 3.1

(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx). O primer

GSLigl foi composto de 23nt e 0 GSLig2 por 29nt com temperaturas de pareamento de

61 °C.

- Extracdo de RNA

Foram extraidos RNAs de diferentes tecidos vegetais de plantula de E. grandis
(raiz e caule) e E. urophylla (lignotuber) através do protocolo descrito por Chang, et al.

(1993) com modificagbes.

A 200 mg de tecido macerado em nitrogénio liquido foi adicionado 1 ml de

tampéo de extragdo CTAB pré aquecido a 65 °C (2% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-
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HCI pH=8,0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl), o macerado foi mantido a 65 °C por 15 min
Apos atingir a temperatura ambiente, foi adicionado 1 ml de CIA (cloroférmio — alcool
isoamilico 24:1) e foi centrifugado a 10.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi
coletado e uma nova lavagem com CIA foi realizada nas mesmas condicdes anteriores.
Foi adicionado um volume de cloreto de litio (LiClI 5 M), as amostras foram deixadas a
4 °C de um dia para outro para precipitagdo. No dia seguinte foi centrifugado por
30 min a 12.000 rpm a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado formado foi
eluido em 200 ul e TE-SDS (10 mM Tris-HCI pH=8,0; 1 mM EDTA pH=8,0; 1% SDS
(dodecil sulfato de sodio)) e adicionado 100 ul de NaCl 5 M e 300 ul de isopropanol.
As amostras foram armazenadas por 30 min a -20 °C para precipitacdo, apds esse
periodo foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e o precipitado formado foi lavado com 1 ml de etanol 70%, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm (4 °C) por 5 min. O precipitado foi eluido em 30 ul de

agua DEPC autoclavada e 0 RNA foi armazenado em freezer a -70 °C.

- RACE 3’

Para transcrever o RNA em cDNA é necessario primeiramente eliminar todo
DNA da amostra através da digestdo com DNase, para isso 1 pug de RNA foi tratado
com 1 unidade da enzima DNase (DNase I, RNase free) e foi incubado a 37 °C. A
enzima DNase foi inativada a temperatura de 65 °C por 10 min na presenca de EDTA

(2,5 mM).

Em tubos estéreis adicionou-se 1 pug do RNA tratado, primer adaptador AP

(0,83 uM) e volume final de 12 pl completados com agua deionizada autoclavada. Essa
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mistura foi mantida a 70 °C por 10 min e em seguida levada ao gelo por 1 min. Foi
adicionado entdo uma mistura contendo Tris-HCI (10 mM, pH=8,0); MgCl, (2,5 mM);
dNTP (0,5 mM); DTT (0,1 M) e SuperScript™ Il RT (200 unidades), essa mistura
(volume final de 20 pl) foi incubada a 42 °C por 55 min e inativada a 70 °C por 15 min
Foi levada ao gelo para adicdo de RNase H (2 unidades) e incubada por 20 min a 37 °C

para a digestdo da fita molde de RNA.

O cDNA obtido foi submetido a reacdes de amplificagdo utilizando os primers
gene especificos. Na primeira reacdo foi utilizado o primer GSP externo (GSLigl) e na

segunda o primer GSP interno (GSLig2).

As reacOes foram realizadas em um volume final de 50 pl e continham
Tris-HCI (10 mM, pH=8,0); MgCL, (1,5 mM); dNTP (0,2 mM); primer GSLig
(0,2 uM); primer AUAP (0,2 uM); enzima Taq DNA polimerase do tipo hot start

(Invitrogen® - 1 unidade) e 2 pl de cDNA.

O ciclo de amplificacéo foi o seguinte: extensdo inicial de 94 °C; 35 ciclos de
94 °C por 3 min, 60 °C por 45 seg, 72 °C por 1 min; e uma extensdo final de 72 °C por

7 min.

Para a reacdo nested, o DNA amplificado na primeira reacdo foi diluido em
agua deionizada na proporcao 1:50. Foi utilizado 1 pl do DNA amplificado diluido, a

reacao ocorreu com o primer interno GSLig2, nas mesmas condicGes anteriores.

As bandas selecionadas foram cortadas do gel de agarose e purificadas. O
DNA foi eluido com 50 ul de tampdo TE. Os fragmentos obtidos foram clonados
sequenciados e as sequéncias obtidas foram analisadas com o auxilio do software

ChromasPro e ferramentas de BLAST (Stephen et al., 1997).
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3.2.6. Genome Walking

Para a realizacdo da técnica de Genome Walking, foi utilizado o Kit
GenomeWalker™ Universal Kit (Clonthec). Um esquema resumido da técnica €

apresentado na Figura 4:

Genomic DNA
fragment, - GSP?
- - - GSP1

oy Geu;o'mewa\ker
H APZ = |
Genomic DNA AP1 | Primary PCR Adaptor
= - Y
Digest aliquots with restriction enzymes =
Ligate to Genome Walker™ Adaptor AP2
A Gepz——| Secondary or *nested* PCR
— N B
2" ¥ Yy
v Amplify gene of interest - -
= T T from all four libraries
Jody \
- s N Examine products on
I_’_I A an agarose/EtBr gel

v

Clone & characterize major PCR products

Figura 4: Esquema da metodologia GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech Laboratories,
Inc.). Em A: digestdo do DNA genémico por enzimas de restricdo e ligacdo dos adaptadores.
Em B: reacdo de PCR para amplificacdo da regido alvo no sentido 5°, através do uso dos
primers GSP 1 e AP 1 (PCR primario) e GSP 2 e AP 2 (PCR nested).

O material vegetal selecionado para o desenvolvimento da técnica foi DNA
extraido de folhas um individuo de E. grandis pertencente ao programa de

melhoramento da empresa Suzano Papel e Celulose.

Os primers foram desenhados na sequéncia ELig para estender as sequéncias
no sentido 5’e 3°. De acordo com as normas do fabricante: temperatura variando de

62-65 °C e 0os tamanhos variaram de 23 a 29 nucleotideos.

Para construir as bibliotecas de DNA digerido foram utilizadas as enzimas de

restricdo EcoRV, Dral, Prull e Sspl.
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Para a digestdo, foi utilizado 2.500 ng de DNA, 80 unidades de enzima de
restricdo e tampéo préprio de cada enzima num volume total de 100 pl, essa mistura foi
incubada a 37 °C por 2 h, nessa etapa a reacdo foi misturada em vortex e deixada em

incubacgéo a 37 °C por 16-18 h.

Para purificacdo do DNA digerido foi adicionado 100 pl de fenol, e a mistura
foi centrifugada por 1 min a 13.000 rpm a fase superior foi transferida para outro tubo
onde foi adicionado 95 pl de cloroférmio, foi centrifugado nas mesmas condicdes
anteriores e a fase superior foi transferida para outro tubo. Para precipitagdo do DNA foi
adicionado 190 ul de etanol 95%; 9,5 pl de Acetato de sodio (3 M, pH=4,5) e 20 ug de
glicogénio. A mistura foi levada ao vortex e posteriormente foi centrifugada por 15 min
a4 °C e 14.000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 100 pl de
etanol 80% gelado, foi centrifugado por 10 min a 14.000 rpm o alcool foi descartado e
apos a secagem do precipitado, este foi ressuspendido em 20 pl de TE (pH=7,5). O

DNA purificado foi quantificado em espectrofotometro NanoDrop (ND-1000%).

Para a ligacdo dos adaptadores ao DNA digerido e purificado foi utilizado
100 ng desse DNA, 6 uM de adaptador 3 unidades de enzima T4 DNA ligase e o
tampao recomendados para a enzima, num volume final de 8 pl. A mistura foi incubada
a 16 °C por 15 horas e para inativacdo da enzima, esta mistura foi incubada a 70 °C por

5 min. Foi adicionado 72 ul de TE (pH=7,5) ao produto de ligacéo.

Foi realizada reacdo de PCR com as quatro bibliotecas confeccionadas e nos
dois sentidos do DNA (5’ e 3”) com cada um dos primers separadamente. Foram

realizadas duas reac¢des para cada sentido (5’e 3°) com primer interno e externo.

A reacdo de PCR foi composta de 1 pl da biblioteca de DNA digerido; 2 mM

de MgCl;; 0,4 mM de dNTP; 0,2 mM de primer AP1 (do kit); 0,2 mM de primer
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especifico; 1,5 unidades de Taqg Platinum (Invitrogen®); 10 mM Tris-HCI (pH=8,0) e

agua deionizada para completar o volume de 50 pl.

A reacdo foi realizada em termociclador nas seguintes condicdes: sete ciclos de
255a94°Ce3 mina72°C; 32ciclos de 25 sa 94 °C e 3 min a 67 °C e posteriormente

uma extensdo final a 67 °C por 10 min.

Apos a reacdo, foi separado 1 pl do produto da reacdo de PCR para realizar a
reacdo nested com o primer AP2 (do kit) e o primer especifico 2. Os demais reagentes,
assim como as condi¢cdes de amplificacdo foram utilizados nas mesmas condi¢cfes

anteriores.

Para visualizacdo do produto da reacéo, foi realizado um gel de agarose 1%
corado com brometo de etidio. As bandas selecionadas foram recortadas e purificadas.

O DNA obtido foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000%).

Os fragmentos obtidos foram clonados e sequenciados e as sequéncias obtidas
foram analisadas com o auxilio do software Chromas Pro e ferramentas de BLAST

(Stephen et al., 1997).

3.2.7. Andlises de Bioinformatica
3.2.7.1. Comparacao da Sequéncia ELig com banco de dados de EST

A sequéncia ELig foi comparada no banco de dados de EST de eucalipto
FOREST-FAPESP (Eucalyptus Genome Sequencing Project Consortium - Vicentini
et al., 2005), através da ferramenta de BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool)

(Stephen et al., 1997). As sequéncias de nucleotideos com identidade ao ELig foram
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alinhadas com o ELig para comparacéo, para o alinhamento foi utilizada a ferramenta

BLASTN 2seq, o software ClustalX e ChromasPro.

A sequéncia de nucleotideos do contig, com identidade ao ELig, foi traduzida
em possiveis ORFs (Open Reading Frames) através da ferramenta GENE FINDING in
Eukariota (FGENESH HMM based Gene structure prediction, utilizando a opcao de
Dicot plants Arabdopsis disponivel em http://linux1.softberry.com/all.htm). As
proteinas preditas foram utilizadas para comparacdo com banco de dados publicos de

dominios de proteinas (pFam — Finn et al., 2010).

3.2.7.2. Comparagdo da Sequéncia ELig com o genoma completo de

eucalipto

A sequéncia ELig e o contig do EST foram utilizadas como sonda para analise
no genoma completo do eucalipto do banco de dados phytozome (disponivel em
http://www.phytozome.net/eucalyptus.php) através da ferramenta BLAST (Stephen et
al., 1997). Esse banco de dados apresenta 0 genoma 8x mapeado do Eucalyptus grandis
BRASUZ1. Possui cerca de 690 Mbp agrupados em 4952 scaffolds. As sequéncias de
nucleotideos com identidade ao ELig e ao contig EST foram alinhadas para
comparacdo, para o alinhamento foi utilizada a ferramenta BLASTn 2seq (Stephen et

al., 1997), o software ClustalX e ChromasPro.

A sequéncia de nucleotideos do scaffold, com identidade ao ELig, foi traduzida
em possiveis ORFs (Open Reading Frames) através da ferramenta GENE FINDING in
Eukariota (FGENESH HMM based Gene structure prediction, utilizando a opcéo de

Dicot plants Arabdopsis disponivel em http:/linuxl.softberry.com/all.htm). As
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proteinas preditas foram utilizadas para comparacdo com banco de dados publicos de

dominios de proteinas (pFam - Finn et al., 2010).

Para analise e identificacdo de genes candidatos foram selecionados 100 mil
nucleotideos upstream e downstream da sequéncia com identidade ao ELig no banco de
dados phytozome. Essa sequéncia de 200 mil nucleotideos foi utilizada para a predigdo

de proteinas como descrito anteriormente.

O banco de dados do genoma de eucalipto phytozome ndo esta finalizado,
apresentando-se em fase de organizacdo pds sequenciamento, as sequéncias ainda ndo

estdo completamente ordenadas em cromossomos, mas em scaffolds.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analise da eficiéncia do uso do Marcador ELig em eucalipto

A sequéncia amplificada pelo par de primers SCAR, desenvolvido por Martins

(2006), foi denomidade ELig (Eucalyptus — Lignotuber).

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia do marcador ELig na identificacdo de
individuos portadores de lignotuber em eucalipto, o marcador foi testado em 164

individuos de quatro espécies de eucalipto. Os resultados séo apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Teste da eficiéncia do marcador ELig com individuos de quatro espécies de
eucalipto E. grandis, E. urophylla, E. saligna e E. brassiana.

Espécie Lignotuber Genotipados Com ELig Sem ELig Eficiéncia
E. urophylla + 77 1 76 98,7%
E. grandis - 69 61 8 88,4%
E. saligna + 10 1 9 90%
E. brassiana + 8 0 8 100%
Total 164 93,9%

Legenda: o sinal + indica as espécies que apresentam lignotuber; o sinal - indica a espécie
onde ndo ha a formagdo do 6rgdo; Com ELig: numero de individuos com a marca; Sem
ELig: namero de individuos que ndo apresentaram a marca; Total: nimero total de
individuos genotipados.

O ELig foi eficiente em identificar plantas portadoras de lignotuber em 93,9%

do total de plantas analisadas, onde individuos sem lignotuber apresentaram a marca
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(61) e individuos com lignotuber ndo apresentaram a marca (93) (Figura 5). Em 6,1%

dos individuos a marca demonstrou néo ser eficiente em identificar esses individuos.

A espécie E. grandis ndo apresenta lignotuber, dos 69 individuos analisados,
61 apresentaram a marca (88,4%). As demais espécies analisadas apresentam lignotuber
e 0 esperado € ndo apresentarem o marcador; em E. urophylla a eficiéncia do marcador
foi de 98,7%, uma vez que de 77 individuos genotipados, somente um apresentou a
marca; em E. saligna a eficiéncia do marcador foi de 90% com dez individuos
genotipados e E. brassiana a eficiéncia foi de 100%, onde nenhum dos 8 individuos

analisados apresentou a marca.

Sem lignotuber Com lignotuber
M, G|l 28384 =5 ae a7 n8es Gt ()il 11231301431 5+16. 17°18: 1920521 222324725 26
1000bp -

S00bp -

E. grandis E. urophylla

Figura 5: Amplificacdo com o primer ELig em treze individuos E. grandis e treze E. urophylla.
As canaletas de 1 a 13 contem amplificacdo com DNA de individuos da espécie E. grandis e de
14 a 26 amplificacdo com DNA de individuos E. urophylla. Podemos observar a eficiéncia do
marcador em identificar os individuos da espécie E. grandis, que ndo apresentam lignotuber.
Legenda: M: marcador molecular com tamanhos de fragmentos conhecidos ladder 1Kbp
(Fermentas®); C-: controle negativo.

Um dos problemas em se trabalhar com espécies “puras” de eucalipto no Brasil
é a facilidade de ocorréncia de cruzamentos interespecificos de forma natural nos
bancos de germoplasma dessas espécies. E comum que espécies isoladas
geograficamente na Austrdlia sejam plantadas proximas no territorio brasileiro,
possibilitando a formacéo de hibridos, por exemplo, a espécie E. urophylla foi plantada
em Rio Claro, na sua introducdo no pais, ao lado das espécies E. tereticornis e E.
saligna. E muito provavel que populacbes formadas com sementes de E. urophylla

sejam hibridas entre essas espécies, existindo ainda a possibilidade de outras espécies,
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como o E. grandis, cruzarem com o E. urophylla, ja que a espécie floresce 10 meses ao
ano (Pryor, 1971). Diante disso ndo ha como mensurar o nivel de hibridacdo dessas
espécies no germoplasma do Brasil e das empresas de papel e celulose. Uma alternativa
para solucionar esse problema, seria a busca de individuos puros das espécies analisadas
no centro de origem, ou seja, nas florestas naturais onde as espécies ainda se mantém
geneticamente puras, no entanto, a hibridacdo ocorre, em baixa porcentagem, nas zonas

limitrofes entre duas espécies.

As informagdes da presenca ou auséncia de lignotuber em uma determinada
espécie de eucalipto é outro fator importante a ser discutido, uma vez que essas
informacGes sdo encontradas em livros textos e evidenciadas na rotina de programas de
melhoramento, mas ndo existem trabalhos de genética de populacdo considerando a

presenca ou auséncia de lignotuber em todos os individuos pertencentes a uma espécie.

O marcador ELig foi testado com alguns individuos hibridos E. urograndis,
porém como nesses individuos o lignotuber aparece apenas sob condicdes de estresse,
ndo foi possivel determinar qual o estresse necessario para formacdo do 6rgéao, desta
forma, os individuos sem lignotuber, podem n&o ter apresentado o 6rgdo pelo fato do
estresse ndo ter atingido o limiar necessario para aquele individuo, ou seja ele ndo
apresentou o 6rgao por fatores ambientais e ndo por fatores genéticos. Portanto nao
temos como afirmar se um hibrido E. urograndis que ainda ndo apresentou o 6rgao se
ele ndo apresentard em condicdes maiores de estresse e isso poderia ocasionar em falsas
recombinacbes da marca ELig com a caracteristica lignotuber. J& os hibridos E.
urograndis que apresentam lignotuber, podem ser individuos heterozigotos para o gene
de efeito principal na formacdo do 6rgédo, cujo marcador ELig esta etiquetando (Figura
6). Desta forma cerca de dois tercos dos individuos hibridos com o lignotuber do

cruzamento de um E. grandis com E. urophylla apresentariam a marca. Por isso o
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marcador ndo foi avaliado nesses individuos, pois ndo seria eficiente na marcacéo da

caracteristica, assim, escolhemos as espécies puras para a analise do marcador.

E. urophyila E. grandis
Com lignotuber  Semlignotuber
Sem banda Com banda

E. urograndis
Com lignotuber
Com banda

o L1

E. urograndis  E.urograndis E. urograndis E. urograndis
Comlignotuber Comlignotuber Com lignotuber Sem lignotuber
Sem banda Com handa Com banda Com banda

F1

Figura 6: Esquema de ligacdo da marca ELig e o gene de efeito principal
na formacgdo do lignotuber em cruzamento de E. urophylla e E. grandis
na producdo de hibridos F2 de E. urograndis. Em amarelo é
esquematizado o gene de efeito principal na formacéo do lignotuber e em
vermelho a marca ELig. As barras verticais pretas indicam 0s
cromossomos. Observe que em 2/3 dos hibridos E. urograndis com
lignotuber ¢ esperada a presenca da marca.

A genotipagem com a marca ELig demonstrou uma alta correlagdo entre a
auséncia do fragmento amplificado e a presenca do lignotuber, indicando que na regido
genbmica de pareamento dos primers nos individuos com lignotuber exista uma
mutacdo, ou delecdo dessa regido, que impede a amplificacdo do ELig. Diante do
exposto, o marcador ELig € um marcador eficiente para identificar individuos da

espécie E. grandis que ndo apresentam a caracteristica lignotuber, estando ausente nas
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espécies de eucalipto que apresentam a caracteristica, isso faz do marcador uma
ferramenta interessante para 0 uso em melhoramento genético e selegdo assistida por

marcador molecular (SAM).

4.2. Andlise das Sequéncias no banco de dados FOREST de eucalipto

Através da ferramenta de BLASTnN (Stephen et al., 1997), no banco de dados de
EST, foi possivel determinar que a sequéncia ELig apresenta identidade com um contig

(1918 bp) e um singleton (827 pb) de Eucalyptus.

O singleton apresentou identidade a sequéncia ELig em duas regides, a primeira
que inclui os nucleotideos de 1 a 266 (barra rosa da Figura 7) e a segunda dos
nucleotideos 262 a 423 (barra azul da Figura 7). Na primeira regido (1 a 266) a
identidade ocorreu com a sequéncia ELig invertida (plus/minus) e foi da posi¢do do
nucleotideo 396 a 662 da sequéncia ELig (E-value de 2e™* e identidade de 99%). Na
segunda regido de identidade (262 a 423) a identidade ocorreu com as sequéncias no
mesmo sentido (plus/plus) e foi da posicdo do nucleotideo 248 a 409 da sequéncia ELig
(E-value de 7™ e identidade de 99%). Este singleton é formado por um transcrito de
plantula de E. grandis cultivada totalmente no escuro (SL7). A Figura 7 apresenta o

alinhamento entre a sequéncia ELig e o singleton.
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Figura 7: Alinhamento da sequéncia do singleton com a sequéncia ELig. As
barras grossas com a mesma cor indicam as regides com identidade entre as
sequéncias. As setas indicam a direcdo de alinhamento. As linhas pontilhadas
indicam onde comeca e termina a identidade. Os nimeros indicam as posi¢des
dos nucleotideos das sequéncias

O alinhamento do ELig com o contig ocorreu entre a regido 5° da sequéncia

ELig e a regido 3’do contig, conforme esquematizado na Figura 8.

1 1381 1476 1520 1918
contig
1 236 634 874
ELig A
/ [N
." ~
R ~
A —
o8 188

Figura 8: Alinhamento da sequéncia do contig com a sequéncia ELig. As barras azuis mostram
a regido em que as sequéncias apresentam identidade entre si e os tragos pretos mostram as
regibes sem identidade entre as sequéncias. O triangulo vermelho mostra o cddon de parada de
leitura (STOP codon) presente nas sequéncias. Os nimeros acima e abaixo das barras indicam
as posicoes dos nucleotideos das sequéncias.

O contig apresentou 97% de identidade ao ELig, onde 440nt de 449nt foram
idénticos (e-value 0.0). Esse contig € formado pelas seguintes bibliotecas: Plantulas de

E. camaldulensis cultivadas no escuro (SL8); Madeira de E. grandis (WD2); Plantulas

de E. grandis cultivadas no escuro e expostas a luz por 3 horas antes da extracdo de
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RNA (SL1); Plantulas de E. urophylla cultivadas no escuro (SL6); Raizes de mudas de

E. grandis de viveiro (RT3).

A regido 5 da sequéncia ELig (nucleotideo 1 ao 97) apresentou identidade de
100% a regido do nucleotideo 1381 a 1476 do contig, a regido do nucleotideo 98 ao 188
da sequéncia ELig ndo apresenta similaridade com o contig, indicando se tratar de uma
regido ndo transcrita da sequéncia, um intron, a regido do nucleotideo 189 a 634 da
sequéncia ELig apresentou identidade de 99% a sequéncia do contig da posicdo do
nucleotideo 1477 até a ultima base 1918 na posigdo 3’°, as sequéncias nao apresentaram
nenhum polimorfismo indel, apresentando apenas 3 substituicdes entre as sequéncias
(283 ELig C/T 1567 contig; 319 ELig C/T 1603 contig; 344 ELig A/G 1628 contig). Foi
detectada a presenca de um codon de parada de leitura (STOP codon) na posi¢cdo do
nucleotideo 236 na sequéncia ELig, que corresponde a posicdo do nucleotideo 1520 na

sequéncia do contig, indicando se tratar realmente da regido final de um gene.

A sequéncia do contig, com identidade ao ELig, foi traduzida em possiveis
ORFs (Open Reading Frames) para comparacdo com banco de dados publicos de
dominios de proteinas (Finn et al., 2010), apresentando grande similaridade com o
-07)

dominio das familia de proteinas DnaJ (Bit-score de 28,7 e E-value de 6,2e

(Figura 9).
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Figura 9: lIdentidade entre a predicdo de proteina do contig do EST com o
dominio DnaJ do banco de dados de dominio de proteinas Pfam (Finn et al.,
2010). Quanto mais verde a barra, maior a similaridade entre as sequéncias.
Legenda: #HMM - sequéncia consenso depositada no banco de dados;
#MATCH — equivaléncia entre as sequéncias query e a sequéncia HMM; #PP —
grau de confianga do alinhamento de cada residuo individual; #SEQ — sequéncia
utilizada como query.

Estruturalmente, a proteina DnalJ consiste de um dominio N-terminal
conservado (chamado de “J’ domain”) com cerca de 70 aminoacidos, uma regido rica
em glicina (glycine-rich — “G’ domain”) de cerca de 30 residuos, um dominio central
contem quatro repeticdes do motif CXXCXGXG (“CRR’ domain”) e uma regido C-
terminal com 120 a 170 residuos (Finn et al., 2010). A estrutura do dominio € mostrada

na Figura 10:

| N-terminal | | Gly-R | | CXXCXGXG | C-terminal

Figura 10: Esquema da estrutura das proteinas com dominio DnaJ mostrando todos os seus
motifs (adaptado de http://pfam.sanger.ac.uk/family/PF00226):

Proteinas da familia DnaJ apresentam em geral funcGes de chaperonas e
participam em varios processos da maquinaria intracelular (Cheetham e Caplan, 1998;
Miernyk, 2001; Walsh et al., 2004). O dominio DnaJ é altamente conservado e esta
presente em varias proteinas procarioticas e eucarioticas dentre os diversos grupos de
seres vivos. E uma familia grande e pode ser o maior dominio entre as chaperonas

(Cheetham e Caplan, 1998).
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As proteinas da familia DnaJ podem se associar a diversos sistemas de
proteinas hsp (heat shock proteins) (Walsh et al., 2004). Em seres procariontes, a
proteina interage com a chaperona hsp70-like DnaK (Cyr et al., 1994). O dominio “J”
das proteinas DnaJ media a interacdo com proteinas DnaK e é constituido de quatro
hélices, a segunda hélice possui uma superficie carregada, que inclui pelo menos um par
de residuos basicos que sdo essenciais para a interacdo com o dominio de ATPase da

hsp70 (Bork et al., 1992).

Ha& diversos mecanismos envolvidos para garantir a sobrevivéncia celular sob
condicdes hostis. Os genes ativados por estresse respondem aos diferentes estresses
ambientais através da modulacdo da expressdo de genes de proteinas hsp
(Mukhopadhyay et al., 2003). “Hsps/chaperonas” sdo expressas nas plantas em casos de
estresse causado por altas temperaturas, e em respostas a outros estresses ambientais,
como os de salinidade, de frio, hidrico e oxidativo (Macario e Macario, 1999; Aoki
et al., 2002; Wang et al., 2004). Elas possuem um papel crucial em proteger as plantas
contra o estresse e no restabelecimento da homeostase celular (Wang, et al., 2004). O
sistema “Hsp70/chaperonas” ¢é responsavel pelo folding de proteinas, translocacdo e
degradacdo em processos celulares normais, estabilizar proteinas e membranas, assistir
o refolding de proteinas em condigdes de estresse podendo se ligar a componentes
nucleares e proteger esses componentes contra a desnaturagcdo ou agregacao (Caplan
et al., 1993; Cheetham e Caplan, 1998; Macario e Macério, 1999; Aoki et al., 2002;

Wang, et al., 2004).

Algumas proteinas hsp contribuem para o aumento da resisténcia da planta
contra estresse hidrico. Em tabaco, por exemplo, num experimento com plantas
transgénicas, a super expressao de hsp70 contribuiu para 0 aumento na tolerancia ao

estresse hidrico, uma vez que as plantas com o transgene senso NtHSP70-1 sobreviviam
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a condicOes de seca mais severas quando comparadas as plantas sem o transgene e com

0 transgene anti-senso (Cho e Hong, 2006).

A exposicdo da planta a condigdes de estresse como altas temperaturas e
estresse hidrico levam a modificacdes fisiolégicas da planta, como o acumulo de
proteinas desnaturadas (Lee e Schofft, 1996; Cho e Hong, 2006). Em meldo, foi
observado que em estagios mais tardios de estresse hidrico, proteinas chaperonas tém a
sua expressdo aumentada (Yoshimura et al., 2008). Esse aumento na expressao tem uma
funcdo importante na protecdo da estrutura das proteinas (Hammond e Helenius, 1995;
Cho e Hong, 2006), protegendo as proteinas das células radiculares da desnaturacao

(Yoshimura et al., 2008).

Genes induzidos pela seca estdo relacionados a mecanismos que conferem a
estabilizacdo estrutural celular com a protecdo da integridade da membrana celular e a
preservacdo da estrutura das proteinas, protegendo, desta forma, as macromoléculas e
membranas celulares contra o estresse causado pela seca (Cho e Hong, 2006). Os
estresses abioticos, como seca podem levar a ativacdo de vias metabolicas de resposta a
estresse 0 que resulta na inducdo de diversos genes de defesa ao organismo da planta
para a producdo de proteinas hsp. Plantas com niveis elevados de proteinas da familia
de hsp exibem uma maior tolerancia ao déficit de agua (Alvim et al., 2004; Cho e Hong,

2006).

Martins (2006) demonstrou que ha uma forte relacdo do estresse hidrico e a
formacdo de lignotuber em eucalipto, uma vez que ao aumentar os niveis de estresse e
diminuir a quantidade de agua fornecida as plantas, o desenvolvimento de lignotuber
nas plantas também foi aumentado, atingindo a propor¢do de trés plantas com

lignotuber para uma sem o 6rgdo como mostra o grafico na Figura 11. Segundo a
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literatura, o estresse hidrico também tem importante fun¢do no aumento na producao de
proteinas hsp aumentando a tolerancia dessas plantas ao estresse (Cho e Hong, 2006).
Existe, portanto, forte indicio de que a regido ELig tenha relagdo com o dominio de
proteinas DnaJ, especialmente proteinas hsp, pois tanto essas proteinas quanto a
formacdo do lignotuber, apresentam referéncias de estresse abidtico, principalmente

estresse hidrico.
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Figura 11: Grafico com as avaliacOes realizadas em uma populacéo F2
de Eucalyptus urograndis, submetida a estresse hidrico e nutricional,
quanto a presenca de lignotuber (Adaptado de Martins, 2006).

4.3. Analise da regido 5’ da sequéncia ELig

Foi realizada reacdo de PCR com os primers confeccionados para amplificar a
regido 5’da sequéncia ELig e comparé-la a sequéncia do contig de EST utilizando dois

individuos de E. grandis. O produto da amplificacdo esta na Figura 12.
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Figura 12: Gel de agarose 1% com o produto da amplificagdo com as
combinacdes de primers desenhados para amplificacdo da regido final do contig e
inicial do ELig. Em 1: primer EST-f com primer EST-r1. Em 2: primer EST-f com
primer EST-r2. Em 3: primer EST-f com primer EST-r3. Legenda: G6 e G9:
individuos de E. grandis; C-: controle negativo; M: marcador de tamanhos de
DNAs conhecido ladder 1Kb (Invitrogem®).

As bandas obtidas com a amplificacdo dos primer EST-f com EST-rl
(combinacdo de primers 1 — CP-1) foram recortadas, purificadas, clonadas e
sequenciadas. A sequéncia obtida foi comparada com as sequéncias do contig e com o
ELig. Na regido 5’ a sequéncia CP-1 apresentou identidade a sequéncia do contig
(identidade de 98% (573/580); E-value=0,0) e na regido 3’ a sequéncia obtida
apresentou identidade a sequéncia ELig. Na posicdo 1298 da sequéncia do contig
correspondente a posicdo 21 da sequéncia CP-1 ha uma regido de 103 nucleotideos sem
identidade entre as sequéncias, indicando se tratar de uma regido ndo transcrita da
sequéncia (intron). Isso indica que o contig é continuidade da sequéncia ELig no DNA

gendmico. Os alinhamentos sdo mostrados na Figura 13.

55



1 1277 1298 1381 1476 1849 1918
EELESS— ]

contig
1 21 211 306 775
/————— 7T
CP-1 A A
7’ '\ '/‘ -\
’ N R4 ~
4 Ry R RN
- - - -
22 124 307 398
1 565 634 874
N —— -~ - ——
Elig A
ks \'\
R4 \
.
98 188

Figura 13: Alinhamento da sequéncia do contig com a sequéncia ELig e com a sequéncia da
amplificacdo do primer EST-f com o primer EST-rl (CP-1). As barras mais grossas (barras
azuis) mostram a regido em que as sequéncias apresentam identidade entre si. Os nimeros
indicam as posicdes dos nucleotideos nas sequéncias.

Esses primers foram analisados em reacdo de PCR com DNA de quatro
individuos diferentes das espécies E. grandis, E. urophylla e E. saligna. Os resultados

da amplificacdo sdo mostrados na Figura 14.

1 2 3 4 5 6 ¥ 8 & 10 11 12 13 M

=1018bp

~506bp

E. grandis E. urophylla E. saligna

Figura 14: Gel de agarose 1% com o produto de amplificacdo dos primers EST-f e EST-rl1 com
DNA de quatro individuos de cada espécie E. grandis (canaletas 1-4), E. urophylla (5-8) e E.
saligna (9-12). O individuo 9 ndo apresentou amplificacdo do DNA. Na canaleta 13 encontra-se
o controle negativo e na canaleta M encontra-se o padrdo de DNA de tamanhos conhecido
ladder 1Kb (Invitrogem®).

As bandas obtidas com a amplificacdo desses primers foram recortadas e
sequenciadas em dois individuos de E. saligna, trés de E. urophylla e quatro de E.
grandis e as sequéncias obtidas foram analisadas. N&o houve diferengas significativas

nas sequéncias de DNA dos individuos das espécies utilizadas. A sequéncia do sitio de
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pareamento do primer ELig na regido 5’ é idéntica em todos os individuos das espécies
analisadas, indicando que o polimorfismo esta no sitio de pareamento da regido 3’da

sequéncia.

4.4. Namero de coOpias da sequéncia ELig

A técnica de Southern blot foi realizada para determinar o nimero de cépias da

sequéncia ELig no genoma das espécies E. grandis e E. urophylla.

O produto da amplificagdo do DNA de E. grandis com o primer ELig foi
utilizado como sonda. Para a realizagdo da técnica, foram realizadas analises in silico no
intuito de selecionar enzimas de restricdo que ndo contenham sitios nessa sequéncia. As
enzimas analisadas foram Alul, Dral, Hindlll, BamHI, EcoRI, Ndel, Xbal e Pstl. As
enzimas Alul, Dral e Hindlll apresentaram respectivamente 3, 2 e 1 sitios de restricdo,
ja as enzimas BamHI, Pstl, EcoRI, Ndel e Xbal ndo apresentam sitio de restricdo na
sequéncia ELig. Destas, as trés ultimas foram utilizadas para a analise de Southern blot

(Figura 15A).
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Figura 15: Southern blot da sequéncia ELig com o genoma de E. grandis e E. urophylla. Em A:
Gel de agarose 1% com produto da digestdo do DNA genomico de E. grandis (G) e E. urophylla
(U) com as enzimas de restricdo EcoRI, Ndel e Xbal. Em B: Chapa revelada ap6s 15 minutos de
exposicao ao sinal quimioluminescente. Os resultados mostram a presenca de apenas uma cépia da
regido EgLig no genoma de E. grandis (G) e E. urophylla (U). A direita estdo indicados os
tamanhos dos fragmentos em pares de base (bp).

O DNA de E. grandis e E. urophylla foi digerido com as enzimas de restricao
EcoRI, Ndel e Xbal (em duplicata) (Figura 15A) e hibridizado com a sequéncia ELig. O
resultado foi a presenca de uma Unica banda em cada ensaio (Figura 15B), indicando
que ha apenas uma copia dessa regido no genoma de E. grandis e E. urophylla. As
bandas apresentadas pela espécie E. urophylla foram maiores que as bandas
apresentadas por E. grandis, com as trés enzimas utilizadas, indicando que ha

diferencas significativas no genoma dessas duas espécies na regido estudada.
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4.5.RACE 3

Somente a regido 5’ da sequéncia ELig apresentou identidade ao contig (Figura
8), desta forma fez-se necessario analisar a regido 3’ para a obtencdo da sequéncia

completa do gene.

A técnica foi realizada com RNA total extraido de caule e raiz de E. grandis e
de lignotuber de E.urophylla. A Figura 16 apresenta os resultados das amplificacdes dos

cDNAs com os primers GSP.

Lignotuber

A1 A2

Figura 16: Gel de agarose com os produtos de amplificacdo da técnica de RACE 3’ utilizando
os primers gene especificos (GSP) desenhados a partir da sequéncia ELig. Em A: Primeira
amplificacdo com o primer GSP interno com cDNA de caule e raiz de E. grandis. Em B:
Amplificacdo nested com o primer GSP externo com caule e raiz de E. grandis. Em C:
Amplificacdes com cDNA de lignotuber de E. urophylla. Legenda: C — caule; R — raiz; + —
controle positivo; M — marcador molecular ladder 1Kb (Invitrogen®); Al — amplificacio
primaria; A2 —amplificagdo nested. As setas indicam as bandas maiores que foram recortadas e
sequenciadas em cada ensaio.

A banda com maior peso molecular de cada um dos ensaios foi selecionada e

sequenciada. O alinhamento com todas as sequéncias obtidas é mostrado na Figura 17:
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Figura 17: Alinhamento das sequéncias do contig e ELig (ambas de E. grandis) com os
fragmentos obtidos com a técnica de RACE 3°. As sequéncias estdo no sentido 5> — 3. A barra
azul representa a sequéncia do ELig, na posicdo 372nt é onde foi desenhado o primer gene
especifico externo (GSP-2); a barra verde representa a sequéncia do contig que apresenta
identidade ao ELig. As barras mais finas indicam as sequéncias obtidas com a técnica de
RACE 3. Os niumeros indicam a posi¢do dos nucleotideos das sequéncia descritas. Legenda: C:
sequéncia derivada de cDNA de caule de E. grandis; R: sequéncias derivadas de cDNA de raiz
de E. grandis; L: sequéncias derivadas de cDNA de lignotuber de E. urophylla.

Com cDNA de caule, foi obtida apenas uma sequéncia de 205nt (nucleotideos).
Com cDNA de raiz e lignotuber foram obtidas sequéncias de diferentes tamanhos,

variando de 222 nt (raiz) a 297 nt (lignotuber).

Foram encontradas diferencas entre as sequéncias dos tecidos analisados
somente no comprimento das sequéncias. As sequéncias de raiz tiveram identidade entre
si apresentando apenas diferenca no tamanho das sequéncias (222 nt e 292 nt), 0 mesmo

ocorreu com as sequéncias de cDNA de lignotuber (227 nt, 292 nt e 297 nt).

As sequéncias apresentaram identidade com o ELig e com o contig. As
sequéncias L2, L3, R2 e R3 na regido 3’ apresentaram 28 nucleotideos além da
sequéncia do contig e a L4 apresentou 33 (Figura 17). Essa regido possui a mesma

sequéncia que o ELig.
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Todas as sequéncias obtidas com a técnica de RACE 3’ apresentaram cauda
poliA na porgdo 3’°, indicando que essa regido seja responsavel pela transcricdo de
RNAs de diferentes tamanhos na 3’UTR (Untranslated Region). Polimorfismo de
comprimento na regido 3> UTR indicam regulagdo na expressdo de genes. Alguns
elementos regulatérios podem participar desse procedimento, os riboswitch séo
exemplos de elementos regulatorios que controlam a formagdo de transcritos com
comprimentos alternativos na regiao 3> UTR, que afetam o acimulo de mRNA e a

producdo de proteinas (Wachter et al., 2007).

4.6. Genome Walking

A técnica de Genome Walking foi realizada nos sentidos 5’ e 3°, a partir de
primers confeccionados nas posicGes de 222 nt (para o sentido 5°) e 372 nt (para o
sentido 3”) da sequéncia ELig. A Figura 18 apresenta o resultado da amplificacdo nested
das bibliotecas de digestdo de DNA gendmico que apresentaram bandas com os primers
GSP no sentido 5’e 3’. A amplificagdo com as demais bibliotecas ndo apresentaram
bandas, sendo visualizado um arrasto no gel. As bandas indicadas foram recortadas,

clonadas e sequenciadas.
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15253450 Figura 18: Gel agarose 1% com o resultado

&5 da amplificacdo nested da técnica de
‘ Genome Walking. As sentas indicam as
bandas que foram recortadas, clonadas e
sequenciadas. Legenda: 1 — produto da

_ . .2000bp técnica Genome Walking no sentido 5’
_*ﬂ -1500bp (blbllpteca de EcoRV); 2 — controle
— negativo do sentido 5°; 3 — produto da

- técnica Genome Walking no sentido 3’

— (biblioteca de Prull); 4 — controle negativo

do sentido 3°; M — marcador molecular com
padrdo de fragmentos de tamanhos
conhecidos de DNA (ladder 100 bp
Fermentas®).

No sentido 5° foram obtidas duas sequéncia com a técnica, uma de 661 nt e
outra de 678 nt, porém o alongamento ndo foi suficiente para se formar o consenso entre
elas, umas vez que a banda recortada do gel possuia cerca de 1400 nt de tamanho
(Figura 18). A sequéncia de 661 nt (GW5") apresentou identidade com o ELig (Figura
19), dessa sequéncia, 439 nt foram estendidos além da sequéncia ELig. Na posicdo 222

da dequéncia GW5’ foi possivel detectar a sequéncia do sitio de pareamento do primer

RAPD.
Elig 3 222 372 869
GW5’ | I WX
661 222 1 1 408 681

Figura 19: Alinhamento da sequéncia ELig com as sequéncias obtidas com a técnica de
Genome Walking no sentido 5> (GW5’) e no sentido 3> (GW3’). A barra azul representa a
sequéncia ELig e as barras verdes representam as sequéncias obtidas com Genome Walking, as
barras grossas indicam as regifes onde as sequéncias apresentam identidade entre elas. Os
nimeros indicam as posi¢Oes em pares de base das sequéncias.

62



No sentido 3’ também foram obtidas duas sequéncia, uma de 663 nt e outra de
680 nt, porém o alongamento ndo foi suficiente para se formar o consenso entre elas,
umas vez que a banda recortada do gel possuia cerca de 2.000 nt de tamanho (Figura
18). A sequéncia de 680 nt (GW3 ") apresentou identidade com o ELig (Figura 19), dessa
sequéncia, foi possivel estender 182 nt além da sequéncia ELig. Comparando as duas
sequéncias, foi possivel identificar trés insercdes na regido final da sequéncia ELig
totalizando 32 nucleotideos, além disso, o sitio de pareamento do primer RAPD, esta
presente na sequéncia GW3’, porém apenas as seis primeiras bases, as quatro Gltimas
bases sdo diferentes, o que mostra que a regido 3’ da sequéncia ELig ndo é totalmente

conservada.

Para conseguir juntar as sequéncias formando um consenso, seria necessario
desenhar pares de primers na extremidade das sequéncias para alonga-las, porém, no
periodo em que estavamos realizando a técnica de Genome Walking, 0 genoma
completo de Eucalyptus foi disponibilizado, permitindo a analise dessas regides in

silico. As analises serdo apresentadas abaixo.

4.7. Analise das sequéncias no EucalyptusDB

Foi realizada uma busca de sequéncias no banco de dados Phytozome de
Eucalyptus grandis atraves da ferramenta de BLAST (Stephen et al., 1997) utilizando a
sequéncia ELig como query, isso possibilitou a identificacdo de um unico scaffold com
identidade a sequéncia ELig (Bit-score de 1310 e E-value de 0,0). A identificacdo de um
unico scaffold, confirma os resultados obtidos com o Southern blot, onde foi encontrada

apenas uma cépia dessa sequéncia no genoma de E. grandis e E. urophylla.
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A identidade encontrada entre o scaffold e a sequéncia ELig foi de 95% (dos
873 nt da sequéncia ELig, 822 nt foram idénticos; E-value=0,0). Da posicdo 1 até a
posicdo 779 do ELig, foi identificada uma tinica substitui¢do “G/A” na posi¢do 295 e
uma inser¢do de “AA” na posigdo 679, a partir da posigdo 740 as sequéncias apresentam
menor identidade com mais substitui¢des e indels, foram encontrados 3 GAPs (total de
32 nucleotideos) nessa regido (Figura 20). O sitio do primer RAPD foi localizado
inteiro na posigdo 5’ da sequéncia ELig, porém na posi¢do 3’ apenas os 6 primeiros
nucleotideos do primer estavam presentes na sequéncia do banco de dados, 0s outros
quatro nucleotideos estdo diferentes nas duas sequéncias (Figura 20). Confirmando

nossa hipotese inicial de que o polimorfismo esta presente na posi¢ao 3’das sequéncias.

Genoma

- T T TR TR
I 1| !
679 742 755 778 840 870

ElLig

Figura 20: Alinhamento entre a regido do genoma completo com identidade ao ELig e a
sequéncia ELig. Mostrando a regido 3’ do ELig onde ocorre maior diferenca entre as duas
sequéncias, 0os numeros indicam a posicdo do nucleotideo na sequéncia ELig. Observar os
Gltimos quatro nucleotideos, presentes na sequéncia ELig e ausentes na sequuéncia do genoma,
fazem parte do sitio de pareamento do primer RAPD. Legenda: n: substitucdo de base; - GAP.

- Genome Walking

Com o genoma completo publicado, foi possivel alinhar as sequéncias obtidas
com a técnica de Genome Walking e o marcador ELig. O alinhamento das sequéncias

estad apresentado na Figura 21.
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Figura 21: Alinhamento das sequéncias obtidas com a técnica de Genome Walking (GW),
comparando-as com a sequéncia do genoma completo e a sequéncia ELig. As barras verdes
indicam as sequéncias GW sobre a sequéncia do genoma de eucalipto. As duas barras da
esquerda indicam as sequéncias GW5’ e as duas da direita as sequéncias GW3’. A barra azul
representa a sequéncia ELig. Os nimeros indicam as posi¢des dos nucleotideos nas sequéncias.

As sequéncias obtidas com o Genome Walking apresentaram-se alinhadas
conforme o esperado, as duas sequéncias da regido 5’ estavam distantes entre si 23
nucleotideos (Figura 21) e tem identidade de 98% com a sequéncia do genoma (hum
total de 1343 nucleotideos; E-value de 0,0). As duas sequéncias da regido 3’ estavam
distantes entre si 935 nucleotideos (Figura 21) e tem identidade de 99% com a

sequéncia do genoma (total de 1210 nucleotideos; E-value de 0,0).

- Predicao de Proteinas

A sequéncia do scaffold do banco de dados Phytozome que apresentou
identidade a sequéncia ELig, foi traduzida em possiveis ORFs (Open Reading Frames)
para comparacao com banco de dados publicos de dominios de proteinas (Finn et al.
2010), apresentando grande identidade com o dominio das familia de proteinas DnaJ
(Bit-score de 26,7 e E-value de 2,66 ). O gene predito apresenta 3448nt e esté dividido

em seis exons e codifica uma proteina com 537 aminoéacidos (Figura 22).
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Figura 22: Predicdo de ORFs a partir da sequéncia do scaffold do banco de dados Phytozome
que apresentou identidade a sequéncia ELig. Legenda: CDSf — (First Coding Segment) posicao
do primeiro exon; CDSi — (Internal Coding Segment) posicao dos exons internos; CDSI — (Last
Coding Segment) posicdo do ultimo exon; PolA — posi¢do da cauda poliA; TSS — posicdo de
inicio da transcrigdo.

A sequéncia do scaffold que apresentou identidade com a sequéncia ELig foi
comparada com a sequéncia do contig do banco de dados FOREST (Vicentini et al.,

2005). O alinhamento das sequéncias com a predicdo de proteinas estdo representados

na Figura 23.
T55 poli-A
Y
1 486 1009 1288 2175 2231 D730 2954 | 3043 2448
2536 2622 3003

A 2011
[
1 935 1010 1285 1844 2173 2231 2726 2907 3000 3445

B 1945 2012 2533 2622
1 2812 3648

Figura 23: Comparacdo das sequéncias do scaffold do banco de dados Phytozome que
apresentou identidade a sequéncia ELig com o contig EST e com a sequéncia ELig. Em A:
predicdo da proteina obtida no software Softberry (http:/softberry.com/) coma sequéncia do
scaffold. Em B: alinhamento com a sequéncia do EST obtida no banco de dados do FOREST
(Vicentini et al., 2005). Em C: alinhamento com a sequéncia ELig. As barras coloridas indicam
a regido onde ha similaridade entre as sequéncias comparadas. Observando as duas primeiras
barras podemos observar alta similaridade entre a proteina predita pelo Softberry e o contig.
Legenda: PoliA — Posicdo da cauda poliA; TSS — Posi¢do de inicio da transcrigdo. Obs.: As
sequéncias estdo apresentadas no sentido 5°-3".
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Com essa anélise foi possivel observar que a sequéncia ELig estd na regido
final do gene predito nos dois ultimos exons incluindo a regido onde serd adicionada a
cauda poli A e ainda uma regido externa do gene e é nessa regido que se encontra a

origem do polimorfismo inicial detectado (primer RADP) (Figura 23C).

Também foi possivel observar a alta similaridade da proteina predita a partir da
sequéncia do genoma com a proteina predita a partir do contig, ambas apresentaram o
dominio de proteinas DnaJ, porém com algumas diferencas nos tamanhos e nimeros de

exons (Figura 23A e 23B).

Com a sequéncia completa dessa regido gendmica, € possivel desenhar primers
que cubram toda essa regido e avaliar se existem polimorfismos entre individuos das
diferentes espécies de eucalipto e do hibrido E. urograndis com segregacdo para a
presenca do lignotuber e verificar a correlacdo destes polimorfismos com a presenca do

lignotuber.

As regides upstream e downstream da sequéncia do scaffold do banco de dados
Phytozome com identidade a sequéncia ELig também foram analisadas quanto a
presenca de genes, uma regido de cem mil pares de base para cada sentido foi utilizada

na analise. Foram observados 36 genes nessa regido (Figura 24).
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Figura 24: Esquema do bloco génico com os genes candidatos da vizinhanga do ELig, usando
uma distdncia de 100 Kb para cada sentido 5’e¢ 3°. O ELig esta esquematizado em laranja e 0s
genes candidatos em azul.

O gene ELig — DnaJ foi nomeado como zero ¢ a partir dele no sentido 5° 0S
genes receberam a nomenclatura de -1 a -16, sendo -1 o gene predito mais proximo do
gene ELig — DnaJ e -16 0 gene mais distante. E no sentido 3’ 0s genes receberam a
nomenclatura +1 a +21, sendo 0 gene +1 mais proximo do gene ELig — DnaJ e +21 o

mais distante.

As sequéncias de proteinas preditas foram comparadas com banco de dados
NCBI (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi ) e banco de dominios de proteinas atraves
da ferramenta blastp. Dos 36 genes preditos, 24 ndo apresentaram dominios de
proteinas, e nem similaridade com sequéncias de proteinas nos bancos de dados
analisados. Os que apresentaram sequéncias com dominios de proteinas conservados, ou
similaridade a sequéncias de proteinas depositadas nestes bancos de dados estdo

descritos na Tabela 2 e na Figura 25.
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Figura 25: Genes candidatos do banco de dados de Eucalyptus grandis (EucalyptusDB) da
vizinhanga do ELig, usando uma distancia de 100 Kb para cada sentido (5’e 3°). Legenda: CDSf
— (First Coding Segment) Posigdo do primeiro exon; CDSi — (Internal Coding Segment) Posigdo
dos exons internos; CDSI — (Last Coding Segment) Posicdo do ultimo exon; CDSo — (Only
Coding Segment) Posicdo do exon Unico; PolA — Posicdo da cauda poliA; TSS — Posicdo de

inicio da transcrig&o.
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Tabela 2: Andlise das proximidades da sequéncia com identidade ao ELig no genoma completo de Eucalyptus grandis.

Proteina Organismo Score | Id. vaEI[Je Acesso Dist. ELig Dominios
-11 | Hipotética Ricinus communis 332 | 32% | 8e->® | XP 002532981.1 | 61.957nt | na
-9 | Hipotética Vitis vinifera 571 | 93% | 1e-® | XP_002269140.1 | 48.537nt | (pfam02362) B3 DNA Binding
-7 | Hipotética Vitis vinifera 294 | 70% | 1e-*" | XP_002269140.1 | 41.232nt | (pfam02362) B3 DNA Binding
(pfam03372) Familia Fosfatase Endonuclease
-6 | Desconhecida Arabidopsis thaliana 513 64% | 8e-'* | AAG50806.1 34.447 nt | Exonuclease
(cd01650) Retrotransposon ndo-LTR
-4 | Desconhecida Vitis vinifera 495 | 31% | 3¢ | CBI30946.3 18.086 nt E;'fg%‘éggg;pggf%rmaBmtii'g'beta'""‘Ctamase
-3 | Hipotética Trichophyton verrucosum 37.4 | 30% | 0.65 | XP_003018995.1 16.016nt | na
-2 | Hipotética Leifsonia xyli subsp. Xyli 374 | 22% | 0.72 | YP_062541.1 12.125nt | na
Proteina familia .
-1 - - - Tetrahymena thermophila 38.1 | 33% | 0.64 | XP_001022081.1 7.385nt | na
carboxipeptidase zinco
0 EnaJ N . Arabidopsis lyrata 259 75% | 9e-31 | XP_002893610.1 - (cd06257) Dominio DnaJ
eat shock protein
+1 | Hipotética Vitis vinifera 710 | 75% | %0 | xp 0022792221 | 1.775nt ngglef%) goonr:}g‘i'gﬁztﬁ““w Proteina quinase
+12 | Predita Populus trichocarpa 523 70% | 2e°' | XP_002331306.1 52.393nt | (cl09925) Dominio catalitico PK
+14 | Hipotética Vitis vinifera 190 | 86% | 3e¢™ | XP_002273291.1 | 61.389nt | na
Retroelemento nio (EcI0049?) Familia Fosfatase Endonuclease
. . . . xonuclease
+16 Ir_ez-i—/sr;;agatt:;?\zse Arabidopsis thaliana 750 82% 0.0 | AAD20714.1 78.004 nt (cl02808) RT _like: Transcriptase Re\{ersa (R_T,
RNA-dependent DNA polymerase) _like family.
+18 | Hipotética Vitis vinifera 43.1 | 25% | 0.027 | XP_002275498.1 89.687nt | na

Legenda: Id. — Identidade entre a proteina predita e a sequéncia DnaJ; Dist. ELig — distdncia da proteina predita e a sequéncia DnaJ; na — ndo apresenta
identidade a dominios de proteinas; LTR (long terminal repeat); RT — reverse transcriptase; PKs — Proteina quinase.;
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Dos genes preditos, seis apresentaram similaridade a proteinas sem dominios
conservados, sdo eles: -11 (Ricinus communis); -3 (Tricophyton verrucosum); -2
(Leifsonia xyli); -1 (Tetrahymena thermophila); +14 (Vitis vinifera) e +18 (Vitis
vinifera). As demais apresentaram similaridade a proteinas com dominios conservados,
sdo elas: -9 (Arabidopsis thaliana); -7 (Vitis vinifera); -6 (Arabdopisi thaliana); -4 (Vitis

vinifera); +1 (Vitis vinifera); +12 (Populus trichocarpa); +16 (Arabidopsis thaliana).

A proteina predita -9 além da identidade com a proteina hipotética de Vitis
vinifera, ela também apresentou similaridade (76%, regido de 399 residuos e E-value de
7e?’) com uma proteina repressora de vernalizacdo de Arabidopsis thaliana. Seis
regibes dessa proteina apresentaram identidade ao dominio de proteinas B3 DNA
Binding (pfam020362), esse dominio pertence a uma familia de fatores de transcricao
de plantas, e é importante no desenvolvimento das plantas, algumas proteinas dessa

familia também apresentam um dominio de ligacdo ao DNA.

As proteinas que apresentam o dominio B3 sdo sensiveis aos fitorménios acido
abscisico e auxina, que desempenham um papel fundamental nos processos de
desenvolvimento como o crescimento das plantas e a maturacéo das sementes (McCarty
et al., 1989; Ulmasov et al., 1997). Trés principais classes de fatores de transcricdo
contendo dominios B3 foram identificados, incluindo os factores ABI3 e VP1
(ABI3/VP1- like factors), as proteinas similares a proteina de Arabidopsis, RAV1
(familia RAV-like), e factores de resposta auxina (ARFs) (Riechmann et al., 2000,
Waltner et al., 2005). Os fatores de transcricdo RAV1 e RAV2 estdo envolvidos na
adaptacdo da planta a uma variedade de estimulos ambientais (Kagaya e Hattori, 2009),
estudos tem mostrado que a expressdo de RAV1 e RAV2 é estimulada por varios

estimulos ambientais, como por exemplo: ataque de patdgenos, baixas temperaturas,
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estresse hidrico e salino, falta de luz e ferimentos na planta (Fowler and Thomashow,

2002; Lee et al., 2005; Sohn et al., 2006; Kagaya e Hattori, 2009).

Assim como a proteina predita -9, a proteina -7 também apresentou identidade

ao dominio de proteinas B3 DNA Binding (pfam020362).

A proteina -6 apresentou identidade a dois dominios: (pfam03372) Familia
Fosfatase Endonuclease Exonuclease e (cd01650) RT_nLTR: Non-LTR retrotransposon
e non-LTR retrovirus RT. A Familia Fosfatase Endonuclease Exonuclease inclui
endonucleases dependentes de magnésio e um grande niamero de fosfatases envolvidas
na sinalizacdo intracelular, essa familia inclui proteinas endonuclease AP, proteinas
DNAse |, Sinaptojanina (uma fosfatase inositol-1,4,5-trisfosfato), Esfingoielinase e
Nocturnin (Lahm e Suck, 1991; Mol et al., 1995; Dlaki¢, 2000). A subfamilia RT_nLTR
(Retrotransposon ndo-LTR — Long Terminal Repeat) contém retrotransposons sem LTR
e RTs retrovirus sem LTR. Esta classe de retrotransposons € abundante em eucariontes.
Esses elementos ndo tém repeticdes terminais em tandem, em vez disso, frequentemente
terminam com uma cauda poli-A no sentido 3’, enquanto seus terminais 5°, muitas

vezes contem delec¢des (Eickbush, e Jamburuthugoda, 2008).

A proteina predita -4 apresentou cinco regides com identidade a dominios de
proteinas duas regides tiveram identidade ao dominio da (cl00446) superfamilia das
metalo-beta-lactamases (MBLs) e trés regides com o dominio B3 DNA Binding.
Proteinas da superfamilia das MBLs sdo responsaveis pela resisténcia de algumas
bactérias a antibioticos betalactamicos, através da hidrolise dos betalactamicos

disponiveis comercialmente (Bush, 1998, Toleman et al., 2002).
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A proteina predita +1 foi a proteina mais proxima do gene com identidade ao
ELig e dominio DnaJ. Essa proteina apresentou duas regides da sua sequéncia com
identidade a dominios de proteinas: dominio catalitico proteina quinase (PK) e dominio
NAF. As proteinas quinases sdo enzimas que catalisam a fosforilagdo de outras
proteinas por meio da transferéncia de um grupo fosfato de ATP ou GTP (em raros
casos), para residuos de tirosina (Tyr), treonina (Thr) e serina (Ser) (Nishizuka, 1986).
As proteinas quinases compdem a maior familia de proteinas nos eucariontes e é um
componente fundamental da cascata de ‘“comunicagdo” que ocorre no controle
intracelular, na regulagéo e transducéo de sinais (Mellor e Parker, 1998). A fosforilacao
de proteinas € um mecanismo pelo qual uma grande variedade de proteinas celulares,
tais como enzimas e canais de membrana, sdo reversivelmente reguladas em resposta a
certos estimulos. A regulacdo pode ocorrer através do controle transcricional, ou através
de alteracbes quimicas e estruturais das proteinas, dentre outros. As PKs regulam
muitos processos celulares, incluindo proliferacdo, divisdo, diferenciagdo, mobilidade,
sobrevivéncia, metabolismo, a progressédo do ciclo celular, rearranjo do citoesqueleto, a

imunidade, e as funcBes neuronais (Steinberg, 2008).

A proteina predita +1 também apresentou identidade ao dominio NAF. O
dominio NAF é um dominio de 24 aminoacidos. Este dominio possui quinases
heter6logas e é encontrado em um subgrupo de proteinas quinases serina-treonina
(CIPKSs) especificas de plantas, que interagem com proteinas calcineurina, célcio B-
sensor (CBLs), envolvidas em diferentes processos de sinalizacdo, incluindo luz,

hormonios e resposta a estresse de diversas espécies de plantas. (Albrecht, 2001).

A proteina predita +12 também apresentou identidade ao dominio catalitico

PK.
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A proteina predita +16 apresentou duas regides com identidade a dominios de
proteinas, uma com a familia fosfatase Endonuclease Exonuclease e a outra com

Transcriptase Reversa (RT, RNA-dependente de DNA polimerase).

Dentre os genes identificados localizados, o gene +1 é um forte candidato para
analises de expressdo, uma vez que as PKs estdo envolvidas em uma diversidade de
processos regulatorios e se encontra mais proxima da sequéncia ELig. Os demais genes
preditos também sdo considerados candidatos e podem ser utilizados em experimentos
de expressdo génica, 0 que permitira investigar se ocorre participacdo de algum destes
genes na formagdo do lignotuber em eucalipto. Alem disso, outros candidatos
relacionados a estresse podem ser identificados na literatura ou em banco de dados, e a
partir de técnicas de bioinformatica esses genes podem ser localizados no genoma do
Eucalyptus atraves do genoma completo do eucalipto e podem ser utilizados nesses

experimentos.

A variacdo genética dentro de uma espécie pode ser devida a variacoes alélicas
de uma determinada regido gendmica, ou variagdes no nivel de expressdo destas
regides. Os dados obtidos nesse trabalho identificaram regides candidatas a formacéo do
orgao lignotuber em eucalipto, bem como toleréancia a estresse abiodtico. Experimentos
com maior controle das condi¢cdes ambientais deverdo ser conduzidos para estabelecer
essas correlacfes. Da mesma forma andlise das variacdes alélicas e de expressao dessas
regibes gendmicas candidatas devem ser realizadas, novas metodologias de analise

molecular em larga escala estdo disponiveis e poderao ser utilizadas nesse estudo.
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5. CONCLUSOES

As conclusdes obtidas com o trabalho foram as seguintes:

- O marcador ELig € eficiente em identificar individuos de E. grandis sem lignotuber e

pode ser utilizado em selecdo assistida por marcadores.

- Aregido ELig apresenta identidade a um contig de EST de Eucalyptus com o dominio

de proteinas DnaJ.

- A regido ELig estd presente em cdpia Unica no genoma de Eucalyptus grandis e E

urophylla.

- O fragmento gerado pela amplificacdo dos primers ELig inclui parte da regido
transcrita, a regido 3> UTR, e uma regido apés a 3> UTR de um gene com dominio

Dnal.
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