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RESUMO

Florestas de eucalipto no Brasil estdo entre os ecossistemas mais produtivos do
mundo. A madeira do eucalipto é principalmente utilizada pelas empresas de papel
e celulose. Contudo, fatores abioticos e bidticos afetam a expansao dessas florestas.
A disponibilidade de agua € uma das maiores limitacdes para o desenvolvimento
das espécies, afetando a producao de biomassa. O hormoénio acido abscisico (ABA)
desencadeia respostas de resisténcia a estresses abioticos, em particular a seca. O
objetivo deste trabalho foi identificar Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) no
gene NCED (nove-cis-epoxicarotenoide dioxigenase), da rota biossintética do acido
abscisico (ABA), em Eucalyptus. Através da utilizacdo da sequencia de aminoacido
da enzima de Arabidopsis (AtNCED3) e do banco de dados de Expressed Sequence
Tags (ESTs) de Eucalyptus foi possivel o desenvolvimento de trés oligonucleotideos,
os quais amplificaram a regido desejada do gene. Entao, primers especificos foram
desenhados e os produtos de amplificacao de diferentes individuos submetidos ao
sequenciamento direto. O alinhamento e as analises das sequencias revelaram a
ocorréncia de sete SNPs no gene NCED, em uma regidao de 1230 pares de bases. A
razao transicao/transversao foi 1.33. Apos a predicao da proteina, no site Softberry
e Expasy, foram verificados cinco SNPs presentes na regido codificadora, os quais
geraram mutacoes sinonimas. Através do software DnaSP, sete haplotipos foram
encontrados na amostra de 65 individuos gerando 15 genétipos, distribuidos entre
as espécies E. grandis, E. urophylla e no hibrido Urograndis. Para os sete sitios
polimorficos foram desenhados conjuntos de primers especificos que permitirdo a
genotipagem em larga escala para estudos de genética de populacdo e em

programas de melhoramento assistido.

Palavras-chave: Eucalyptus, acido abscisico, SNPs, haplotipos, NCED.



ABSTRACT

Eucalyptus plantations in Brazil are among the most productive ecosystems in the
world. The eucalyptus wood has its principal use in the paper and cellulose
industry. However, abiotic and biotic factors affect the expansion of forest
plantation. Water availability is the major limitation to development of species
affecting biomass production. The plant hormone abscisic acid (ABA) triggers
resistance responses to abiotic stresses, in particular to drought. The objective of
this study was to identify Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) in nine-cis-epoxy-
carotenoid dioxygenase (NCED), enzyme of ABA biosynthetic pathway, in
Eucalyptus. Through the utilization of amino acid sequence of this enzyme of
Arabidopsis (AtNCED3) and using availability Expressed Sequence Tags (ESTs)
database of Eucalyptus, as possible the development of three PCR primers that
amplified the desirable regions of the gene. Thus, specifics primers were designed
and amplification products of different individuals submitted to direct sequencing.
The alignment and analysis of sequences revealed the occurence of seven SNPs in
NCED gene, in a region of 1230 base pairs. The rate of transition/transversion was
1.33. After the prediction of protein, by the sites Softberry and Expasy, it was
verified five SNPs, in coding region, that generated synonymous substitutions.
Using the DnaSP program, seven haplotypes were found in a sample of 65
individuals, consisting of the species E. grandis, E. urophylla and the hybrid
Urograndis. For these seven polymorphic sites were designed SNPs markers sets
that will allow large-scale genotyping for population genetic studies and assisted

breeding programs.

Key words: Eucalyptus, abscisic acid, SNPs, haplotypes, NCED.
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1. INTRODUCAO

O género Eucalyptus € o mais produtivo no Brasil e constitui uma das
melhores alternativas para atender as diversas demandas da sociedade referente ao
consumo de produtos de base florestal (Stape et al., 2004). Diante dessa
necessidade e aumento de exploracdo, as areas de producdo estido em expansao,
com o estabelecimento em regides de reflorestamento no cerrado, onde os solos
apresentam baixa fertilidade e periodos longos de déficit hidrico.

A deficiéncia hidrica € um dos principais fatores de estresse ambiental,
que restringe as latitudes e os solos de producao das espécies, além de influenciar
negativamente o crescimento e o desenvolvimento das plantas (Lecoeur e Sinclair,
1996; Santos e Carlesso, 1998).

O estresse hidrico pode afetar o crescimento e desenvolvimento de
espécies florestais em qualquer fase de seu ciclo. A planta retira a agua do solo
quando o potencial hidrico de suas raizes for mais negativo que aquele da solucao
do solo. O gradiente do potencial hidrico do continuo solo-planta-atmosfera
instituiu-se na forca motriz para o transporte de agua através da planta (Reis e
Reis, 1997).

Quando em situacoes de déficit hidrico, as plantas elaboram um
conjunto de respostas fisiologicas, metabdlicas e de desenvolvimento, apos a
percepcao do sinal externo, via cascata de eventos moleculares (Bray, 1993). Deste
modo, a elucidacao da ativacao/desativacdo desses eventos e da interacdo entre
eles é essencial para o desenvolvimento de novas variedades tolerantes a seca
(Nepomuceno et al., 2001).

Os hormoénios sao mensageiros quimicos, responsaveis por efeitos

marcantes no desenvolvimento em pequenas concentracdes, os quais funcionam
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como mediadores da comunicacdo intercelular ao interagirem com proteinas
especificas denominadas receptores (Taiz e Zeiger, 2004).

O hormoénio acido abscisico (ABA) das plantas possui um importante
papel em muitos aspectos de respostas ao estresse hidrico, além de estar envolvido
em outros processos fisiologicos. Este € um hormonio vegetal encontrado em todas
as plantas vasculares, bem como nos musgos, mas parece estar ausente nas
hepaticas (Taiz e Zeiger, 2004).

A principal funcao do ABA na resposta ao estresse hidrico parece estar
relacionada a regulacao do contrapeso de agua na planta e a tolerancia ao estresse
osmotico. As plantas mutantes deficientes na producdao do ABA, que apresentam
fenétipos anormais, sdo importantes fontes de estudo no esclarecimento das etapas
especificas da via do metabolismo e catabolismo do acido.

O conhecimento sobre as funcgoes e a biossintese do ABA foi possivel pela
identificacdo e caracterizacdo desses mutantes, que exibiam os seguintes fenotipos:
germinacdo precoce, suscetibilidade a murchar, aumento da condutancia dos
estdbmatos e habilidade de germinar ou crescer em condicdes de alta concentracao
solutos (Schwartz et al.,, 2003). Estes mutantes também foram importantes na
clonagem de genes que codificam as enzimas da biossintese do ABA.

O conhecimento sobre as bases fisiologicas, moleculares e genéticas das
respostas das plantas ao déficit hidrico ainda é escasso. Ha necessidade de um
enfoque sistematico com destaque nas diferencas entre os genotipos em relacdo a
tolerancia ao déficit hidrico, pois estas devem ser qualitativas e quantitativas na
determinacao da expressao génica (Guerrini et al., 2005).

Marcadores moleculares tem sido uma ferramenta poderosa para estimar
variacdo genética dentro e entre as populacoes de plantas. Até o momento, varias
técnicas moleculares estdo disponiveis para estimar a diversidade genética em

plantas (izoenzimas, RAPD — Random Amplification of Polymorphic DNA, RFLP -
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Restriction Fragment Length Polymorphism, microssatélites entre outras). Contudo,
as limitacoes dessas técnicas incluem baixo ntiimero de loci polimorfico, necessidade
de grande quantidade de DNA, baixa reproducédo e intenso trabalho (Osman et al.,
2003).

Polimorfismos de base tnica ou SNPs representam uma fonte abundante
de variacao genética. SNPs sdo variacoes na sequencia do DNA, quando um tUnico
nucleotideo difere no genoma entre os individuos de uma espécie ou entre pares de
cromossomos, podendo ser polimorfismos bi-, tri- ou tetra-alélicos. Estas sao as
variacoes genéticas mais frequentes nos genomas de vertebrados e invertebrados;
sdo codominantes e de facil deteccao quando comparados, por exemplo, aos
microssatélites (Taillon-Miller et al., 1998).

Embora a natureza bialélica dos SNPs faca deles menos informativos por
locus examinado quando comparados a outros marcadores (Jehan e Lakhanpaul,
20006), sua grande vantagem reside na abundancia de polimorfismos entre alelos de
um determinado gene e ampla distribuicdo, podendo estar presentes em,
praticamente, todos os loci génicos.

Outra utilidade dos SNPs esta relacionada as analises de ligacao,
apresentando como vantagens que estas podem ser executadas no estagio precoce
de crescimento das plantas, necessitando de pouca quantidade de DNA, além de
menos tempo e trabalho, porque a maioria dos tipos de genotipagem ndo envolve
eletroforese (Jehan e Lakhanpaul, 20006).

Ha dois métodos principais para detectar estes polimorfismos: in silico e
experimentalmente. O método in silico envolve o uso de ferramentas de
bioinformatica como os bancos de dados de Expressed Sequence Tags (ESTs). O
projeto de ESTs de Eucalyptus FORESTs-FAPESP (https:forest.esalq.usp.br), por
exemplo, apresenta mais de 123.889 reads agrupados em 33.080 -clusters,

adquiridos de bibliotecas cDNA de diferentes tecidos da planta, submetidos a
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diversas condicoes fisiologicas. Enquanto o projeto Genolyptus gerou um banco de
dados com mais de 120.000 leituras de ESTs, visando, principalmente, identificar
areas do genoma relacionadas, sobretudo, a qualidade da madeira e resisténcia a
praga. Esses dados de acesso a informacoes gendmicas da espécie sao um excelente
recurso para o processo de procura e identificacdo de marcadores SNPs em genes
candidatos. Santos (2005) estudou a diversidade nucleotidica (SNPs) em dois genes
chaves na via de biossintese de lignina, utilizando, com sucesso, o banco de dados
de ESTs gerado pelo projeto Genolyptus para deteccao de SNPs.

Apesar da indiscutivel utilidade da bioinformatica na identificacao de
SNPs, a necessidade de validacdo experimental dos dados é indispensavel para a
avaliacdo do potencial informativo de cada polimorfismo. Para tanto existem
diversos métodos de identificacao e genotipagem de SNPs (Vignal et al., 2002).

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi identificar SNPs no gene
que codifica a enzima NCED, proteina envolvida na rota biossintética do acido

abscisico, em Eucalyptus.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. O género Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence a divisdao Angiospermae, classe
Dicotyledonea, ordem Myrtales, familia Myrtaceae e apresenta cerca de 600 espécies
(Fonseca et al., 2010). O principal subgénero, Symphyomyrtus, possui mais de 300
espécies, dentre as quais estdo as de importancia comercial - E. grandis, E.
globulus, E. urophylla, E. calmadulensis, E. saligna e E. tereticornis (Eldridge, 1994;
Mora e Garcia, 2000).

As espécies de Eucalyptus sao, principalmente, originarias da Australia,
exceto E. urophylla e E. deglupta, as quais sao naturais do Timor e Papua Nova
Guiné (Pryor, 1985). O género Eucalyptus, por ser originario de um pais com
dimensodes continentais, apresenta grande diversidade de clima e solo. E, em funcao
dessa variacdo ambiental e do isolamento geografico, a grande diversidade genética
culminou em separacao de inumeras espécies (Mayr, 1977).

A necessidade de adaptacao aos diferentes nichos ecolégicos existentes
na Australia gerou subpopulacoes dentro de uma mesma espécie, também
denominadas procedéncias. Por esse motivo, sdo encontradas procedéncias com
diferencas em diversas caracteristicas de importancia econémica, tais como: taxa de
crescimento; formato do tronco; resisténcia a geadas, secas, insetos, fungos;
tolerancia a salinidade, alcalinidade, acidez e ao alagamento do solo (Eldridge,
1994). Desta maneira, para introduzir o eucalipto em uma nova regido, a avaliacao
de espécies e procedéncias é fundamental para se iniciar um programa de

melhoramento.
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Dentre as espécies de Eucalyptus, ha arbustivas e arboreas, com
algumas espécies alcancando até 100 metros de altura, todas possuem troncos
lenhosos. Em geral, sao espécies perenes, poucas perdem suas folhas durante as
moncoes em seu habitat. Suas flores sdo agrupadas em corimbos, paniculas ou,
mais frequentemente, em umbelas. Elas sao monéicas, hermafroditas e
protandricas. A planta €, preferencialmente, alégama (fecundacao cruzada), com
alguma autogamia (na ordem de 10%), sendo que os principais polinizadores sao os
insetos (a polinizacdo anemofila nao ocorre). Uma caracteristica marcante do género
€ a presenca de opérculo. Os frutos sdo capsulares e deiscentes, liberando
sementes de cor preta a amarelada e de tamanho variavel, de menos de um
milimetro até dois centimetros (Cavalcanti, 1963; Fonseca et al., 2010).

No Brasil, as espécies de eucaliptos foram introduzidas por Edmundo
Navarro de Andrade para ser usado pela Companhia Railroad Paulista no estado de
Sao Paulo (hoje conhecida como Ferrovia Paulista S.A.), no inicio do século XIX
(Andrade, 1939).

O género se adaptou muito bem as condi¢cdes de clima e de solo do maior
pais da América do Sul, sendo plantado atualmente em varias regides brasileiras.
Em termos climaticos para o cultivo do eucalipto, o Brasil possui duas regioes -
tropical e subtropical. A regidao sudeste, predominantemente tropical, nado sujeita a
geada de forte intensidade, concentra a maior area de plantio. Para areas de climas
predominantemente tropicais, as espécies mais indicadas sao E. grandis, E.
urophylla, E. saligna, e E. cloeziana. As espécies indicadas para a regido subtropical
sao E. benthamii (comprovadamente resistente as geadas) e E. dunnii (resisténcia
parcial as geadas) (Embrapa Florestas, 2003).

As plantacdes de eucalipto tém alcancado um grande avanco no Brasil,
tornando-se de grande importancia econoémica para o pais. O género possui uma

ampla e diversificada utilizacdo na industria, sendo a matéria prima utilizada na
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producao de celulose, papel, chapas de fibra, aglomerados, madeira serrada, casas,
estrutura e moveis, além da utilizacdo em outros beneficios, tais como na protecéo
de solos contra erosoes, na capacidade de captacdo de CO,, na geracao de energia
(lenha e carvao), mel (polen), capsulas de remédios, 6leos essenciais, entre outros.
Apesar da sua crescente importancia no cenario florestal mundial,
estudos genomicos envolvendo espécies do género Eucalyptus ainda sao incipientes.
Eucaliptos sao plantas diploides, possuem 2n = 22 cromossomos (Eldridge, 1994) e
tamanho do genoma variando desde cerca de 380 milhoes de pares de bases (Mbp)
em C. citriodora (anteriormente classificada como E. citriodora) até por volta de 650
Mpb em E. grandis (Grattapaglia e Bradshaw, 1994) e 644 Mpb em E. globulus
(Pinto et al., 2004). No entanto, pouco se sabe sobre informacoes tais como: nimero
de genes, caracteristicas de éxons e introns, regides promotoras, tamanho médio de

genes, conteudo GC, dentre outras.

2.2. Estresses abioticos

O estresse € considerado um desvio significativo das condicdes oOtimas
para a vida, o qual induz mudancas e respostas em todos os niveis funcionais do
organismo, podendo ser estas reversiveis a principio, mas com chances de se
tornarem permanentes (Larcher, 2004).

As plantas estdo expostas a varios tipos de estresses ambientais que
afetam de maneira negativa seu crescimento, metabolismo e produtividade. Os
fatores de estresses mais importantes que limitam a produtividade das culturas
sao: seca; salinidade; inundacéao; poluentes; radiacao; baixas e altas temperaturas
(Lawlor, 2002).

O estresse pode se manifestar em varios graus de severidade. No que diz

respeito as plantas, a intensidade do estresse vai depender do 6rgao ou do tecido
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alvo, do estadio do desenvolvimento da planta e do genétipo em questdo. Em
consideracdo a estes fatores, o genétipo pode manifestar resisténcia ou tolerancia
(sobrevivendo e, as vezes, até crescendo, mesmo que em menores taxas), ou
suscetibilidade (sofrendo reducao do crescimento e, dependendo da intensidade do
estresse, podendo chegar a morte) (Cambraia, 2005).

O estresse hidrico resulta da deficiéncia hidrica ou do excesso de agua no
ambiente, sendo o primeiro mais comum. Todos os processos vitais sdo afetados de
alguma forma pelo declinio do potencial hidrico (Taylor, 1996; Larcher, 2004),
interferindo diretamente na eficiéncia do uso de agua pelas plantas, as quais
necessitam entdo desenvolver um potencial hidrico mais negativo que o do solo, de
modo a manter o gradiente entre o solo e a planta (Taiz e Zeiger, 2004).

O alto grau de interacao entre genotipos e ambiente dificulta a selecao de
fenotipos que refletem as diferencas genotipicas (Leung, 2008). Genoétipos que
diferem em tolerancia ao déficit hidrico devem apresentar diferencas quantitativas e
qualitativas na expressao génica quando submetidos a periodos de seca. Essas
consideracoes reforcam a necessidade de um enfoque sistematico nos estudos de
estresse hidrico, com énfase nas diferencas entre os genotipos (Casagrande et al.,
2001; Nepomuceno et al., 2001).

A percepcdo do estresse pela raiz induz a producdo de compostos
quimicos que serdo transportados para a parte aérea onde se tornam ativadores de
resposta. O conhecimento da transducao do sinal requer a coordenacao espacial e
temporal apropriada de todas as moléculas sinalizadoras envolvidas. Segundo Jia et
al., (2002), a sinalizacao celular de deficiéncia hidrica envolve diversas moléculas e
ions, em especial, o hormonio acido abscisico (ABA), com duplo papel em regulacao
fisiologica.

O déficit hidrico, em plantas, inicia um complexo de respostas,

comecando com a percepcdo do estresse, o qual desencadeia uma sequencia de
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eventos moleculares que é finalizada em varios niveis de respostas fisiologicas,

metabdlicas e de desenvolvimento (Bray, 1993).

2.3. Acido abscisico (ABA)

O acido abscisico (ABA) foi descoberto em 1960, através de cromatografia
em papel para separar os extratos vegetais e bioensaios, esses experimentos
levaram ao conhecimento do inibidor de crescimento dormina em folhas de falso
platano, quando as arvores estavam entrando em dorméncia no inicio do outono.
Essa substancia era quimicamente idéntica aquela descoberta em frutos de
algodeiro, abscissina II, que promovia abscisdao dos mesmos. Pela identidade, tais
compostos foram renomeados como acido abscisico (ABA), sendo o nome nao muito
apropriado, porque abscisdo de frutas e folhas ndo é a funcao principal do ABA
(etileno € o hormonio que desencadeia abscisdo e o ABA induz a abscisdao em
algodoeiro pela capacidade de estimular a producao de etileno) (Taiz e Zeiger, 2004).

A Dbiossintese desse hormoénio ocorre em quase todas as células que
possuem cloroplastos ou amiloplastos. A melhor elucidacao dos detalhes dessa via
tem sido obtida pela utilizacdo de mutantes que exibem falhas em etapas
especificas (Taiz e Zeiger, 2004).

A via inicia-se com o isopentinildifosfato e leva a sintese da xantofila
(violaxantina), catalisada pela enzima zeaxantina epoxidase (ZEP), via anteraxantina
(Figura 1). A partir disso, ha formacado de dois cis-isomeros de violaxantina e
neoxantina (cis-xantofilas), as quais necessitam das enzimas neoxantina sintase
(NSY) e a isomerase. As cis-xantofilas sao catalisadas pela familia de 9-cis-
epoxicarotenoide dioxigenase (NCED), para formar o composto xantoxal. Por tiltimo,
o xantoxal € convertido a ABA por meio de etapas oxidativas. A enzima alcool

deidrogenase (ABA2) converte xantoxal em aldeido abscisico, o qual é oxidado em
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ABA pela enzima abscisico aldeido oxidase (AAO3), sendo necessaria a participacao
do cofator de molibdénio nessa etapa final (Taiz e Zeiger, 2004; Nambara e Marion-
Poll, 2005).

O catabolismo do ABA é categorizado em dois tipos de reacoes, oxidacao
e conjugacdo. A maior causa da inativacdo do ABA livre é a oxidacao, produzindo
acido faséico (PA) e acido diidrofaséico (DPA). Recentemente, foi identificada a
enzima 8 -hidroxilase (gene CYP707A), responsavel pela conversao do ABA em acido
faséico (PA) in vitro (Taiz e Zeiger, 2004; Nambara e Marion-Poll, 2005).

As funcdes mais documentadas do ABA estdo nos processos de
maturacao de semente, aquisicao de tolerancia a dessecacao e dorméncia. Durante
o crescimento vegetativo, ABA é o principal horménio que confere tolerancia aos
estresses ambientais, notavelmente, & seca e a alta salinidade, permitindo, entéo,
plantas colonizarem nichos ecolégicos onde a disponibilidade de agua é limitada ou
esporadica (Wasilewska et al., 2008).

Quando em situacoes de déficit hidrico, ocorre alcalinizacao do xilema, o
ABA ¢é transportado e absorvido pelas células-guarda induzindo o fechamento
estomatico (Davies et al., 2002; Becker et al., 2003). Os movimentos estomaticos
sao induzidos por mudancas na turgescéncia das células-guarda, que sao mediados
por seus conteudos de ions e solutos organicos (Israelsson et al., 2006). O controle
estomatico impede que a planta perca altos indices de agua, mantendo seu turgor e
contrabalanceando a inibicdo de seu crescimento.

O acumulo de ABA também é requerido para a manutencao da taxa de
alongamento da raiz em condicoes de baixo potencial de agua no solo. Segundo
Sharp e Lenoble (2002), a interferéncia do ABA no crescimento da raiz e da parte
aérea € indireta, através do seu efeito inibitorio na sintese do etileno. Desta forma, o
crescimento da parte aérea é interrompido devido a acdo do etileno, uma vez que a

concentracao do ABA nessa area é insuficiente para impedir a sintese do etileno.
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Enquanto nas raizes, a alta concentracao de ABA previne a inibicdo do crescimento

mediada pelo etileno.

Zeaxantina
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Figura 1: Rota biossintética do ABA, iniciando com o substrato
zeaxantina, transformado pela zeaxantina epoxidase (ZEP) em
anteraxantina e violaxantina. A neoxantina sintase (NSY), junto a uma
possivel isomerase, forma 9°-cis-neoxantina. Uma provavel isomerase
converte a violaxantina em 9’cis-violaxantina. Esses dois 9 -cis-
isomeros sao transformados em xantoxal pela 9-cis-epoxicarotendide
dioxigenase (NCED) e, uma alcool deidrogenase (ABA2) converte essa
substancia em aldeido abscisico. Enfim, a enzima abscisico aldeido
(AAO3), junto ao cofator de molibdénio, produzem o ABA. Figura
editada de Nambara e Marion-Poll, 2005.
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2.4. Nove-cis-epoxicarotendide dioxigenase (NCED)

O acido absicisico € um composto apocarotenoide gerado pela clivagem
oxidativa dos carotenoides, esta reacdo ocorre, na maioria das vezes, com a
atividade de enzimas da familia dioxigenase que clivam o carotenédide (Auldridge et
al., 2006, Tan et al., 2003).

Evidéncias bioquimicas (Zeevaart e Creelman, 1988) e genéticas
(Koorneef et al., 1998) indicaram que a clivagem de 9-cis-xantofilas, realizada pelas
dioxigenases, € provavelmente a principal etapa na rota biossintética do ABA.

A confirmacao dessa natureza regulatoria da reacdo de clivagem foi
comprovada pela caracterizacao do mutante viviparous de milho (Zea mays), vpI14, o
qual catalisa a reacao de clivagem dos compostos 9-cis-epoxicarotenoide-
violaxantina ou 9-cis-epoxicarotenoide-neoxantina (Tan et al., 1997). O mutante
vpl4 exibiu um defeito na biossintese do ABA, por insercdo de transposon, esse
gene foi clonado e a sequencia de aminoacido derivada foi muito similar a
lignostilbene dioxygenase (LSDs) de Pseudomonas (Sphingomonas) paucimobilis (Tan
et al., 1997).

Apoés isso, sequencia homologa ao gene vpl4 foi obtida em Lycopersicon
esculentum (Burbidge et al., 1997), denominado LeNCEDI. E, atualmente, muitos
genes NCEDs tém sido clonados e caracterizados em diferentes espécies como
Stylosanthes guianensis (Yang e Guo, 2007), Arabidopsis thaliana (luchi et al.,
2001), Vigna unguiculata (Iuchi et al., 2000), Persea americana (Chernys e Zeevaart,
2000) e Phaseolus vulgaris (Qin e Zeevaart, 1999).

No genoma de Arabidopis thaliana existem nove proteinas hipotéticas que
compartilham similaridade a sequencia NCED e, através de analises filogenéticas,
foi verificado que cinco dessas sequencias agruparam-se com NCEDs caracterizadas

em outras espécies (Schwartz et al., 2003). Em Iuchi et al., (2001), foi relatado que
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AtNCED2, 3, 6 e 9 foram capazes de catalisar a reacao de clivagem para sintese do
ABA, enquanto que AtNCEDS, apesar da similaridade da sequencia, nao foi
demonstrada a reacdo bioquimica experimentalmente. As quatro proteinas
restantes de Arabidopsis thaliana, mais distantes relacionadas, foram nomeadas
AtCCD (Carotenoid Cleavage Dioxygenase), nao apresentando envolvimento com a

biossintese do ABA (Schwartz et al., 2001).

2.5. Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Recentemente, os marcadores SNPs tem ganhado muito interesse na
comunidade cientifica e de melhoramento, por ocorrerem em um numero ilimitado
sendo, portanto, um marcador de grande potencial (Ganal et al., 2009).

Single Nucleotide Polymorphism, ou seja, polimorfismo de base individual
ou Unica, € uma variacdo nas sequencias do DNA (Figura 2) que ocorre em uma
posicao individual e, difere no genoma entre membros da mesma espécie ou entre
pares de cromossomos de um individuo, com frequencia de pelo menos 1%
(Brookes, 1999).

A maioria dos polimorfismos observados ocorre na forma bialélica, pois a
probabilidade de alteracao de duas bases independentes, presentes em uma mesma
posicao, € pequena. No entanto, polimorfismos do tipo insercoes, delecoes, tri- ou
tetra-alélicos sdo também denominados SNPs, quando encontrados em pelo menos
1% da populacao (Liao e Lee, 2010).

Esses polimorfismos sdo gerados por substituicio de uUnica base ou
pequenos eventos de delecao/insercédo ocorrendo a uma taxa de aproximadamente
10-7 alteracdes por sitio por geracoes, ou menor. As substituicoes de inica base tém
sido bem caracterizadas desde o advento da tecnologia do sequenciamento em 1977

e, indiretamente, os SNPs e indels tém sido as bases para marcadores genéticos,
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como por exemplo, RFLPs (Restriction Fragment Lenght Polymorphisms), AFLPs
(Amplified Fragment Lenght Polymorphisms e RAPD (Random Amplification of
Polymorphic DNA), entre outros (Cordeiro et al., 20006).

Ha muitas técnicas de identificacdo de SNPs que sao usadas para
encontrar tal variacdo nos organismos, baseada em: bancos de dados de sequencias
de ESTs; analises de array; resequenciamento de amplicons; genomas
resequenciados, tecnologia de sequenciamento next generation (Vignal et al., 2002).
A escolha da técnica de identificacao é dependente da aplicabilidade, necessidades e

algumas limitacdées dos métodos (Ganal et al., 2009).
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Figura 2: Alinhamento no Chromas Pro de trés sequencias de DNA de um
mesmo gene, referentes a organismos de uma mesma espécie, no qual estao
marcados no retangulo em vermelho o polimorfismo (G-A). As sequencias um
e dois sdo homozigotas no sitio em destaque, apresentando, respectivamente,
guanina e adenina, enquanto a sequencia trés é heterozigota.
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Nos ultimos anos, o interesse nas mutacdes de ponto tem aumentado
como resultado da sua numerosa aplicacdo na genética médica, evolucionaria e
forense.

Grandes avancos tém sido realizados com o uso de SNPs no estudo de
doencas em humanos, além da utilizacao dessa variacao na farmacogenética, para
melhores resultados nas respostas a drogas (Cordeiro et al., 2006). Os individuos
podem, por exemplo, ser distinguidos por um conjunto de SNPs, sendo assim 1util,
na separacao de diferentes origens de amostras heterogéneas (plasma de mulher
gravida e pacientes cancerigenos), na capacitacao de diagnoéstico pré-natal nao
invasivo, diagnéstico de cancer e monitoramento da doenca (Ding, 2007).

Os polimorfismos de Unica base sdo menos mutaveis, o que faz deles
marcadores estaveis, sendo excelentes para estudo de caracteristicas genéticas
complexas e para entendimento da evolucdo genomica. Logo, sdo marcadores
adequados e mais faceis de suceder em estudos populacionais (Jehan e
Lakhanpaul, 2006). Devido a capacidade de gerar haplétipos (padrao de associacao
de SNPs que sao herdados conjuntamente), o uso dos SNPs permite a comparacao
estatistica entre grupos de estudos ou controle.

SNPs localizados dentro da parte ndo recombinante do cromossomo Y e
no genoma mitocondrial sdo particularmente valiosos por possuirem heranca
uniparental (paterna e materna, respectivamente), e nao sofrerem recombinacao,
sendo, assim, herdados como blocos haplétipos. Este aspecto permite identificar
como as mutacdoes foram transferidas de geracdo para geracdo, para analisar a
historia evolutiva de cada locus génico e deduzir padroes de migracdes por estudo
presentes nas linhagens (Quintans et al., 2004).

A distribuicao dos SNPs varia no genoma, sendo menos frequente em
regioes codificadoras que nas nao-codificadoras (Liao e Lee, 2010). Nas regides

codificantes, as mutacoes sdo categorizadas em duas classes: ndo sinonimas, as
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quais alteram a sequencia do produto protéico e sindénimas que nao afetam a
estrutura primaria dos produtos. No entanto, um SNP sinénimo pode modificar a
estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, consequentemente, afetar a
quantidade de proteina produzida (Griffiths et al., 2001). Além do mais, SNPs
podem afetar o splicing alternativo, gerar ou suprimir cédons de terminacdo ou
poliadenilacdo na molécula de RNA mensageiro e alterar codons de iniciacdo de
traducao (Liao e Lee, 2010).

A informacdo gerada dos SNPs podera, posteriormente, ser utilizada em
varios niveis nas analises como: marcadores no mapeamento genético; material de
estudo na identificacao de SNPs funcionais e seu respectivo fenotipo; ferramenta
para estudos populacionais, por comparacao do genoma de individuos de diferentes

populacoes (Zhang e Hewitt, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

O objetivo desse trabalho foi identificar SNPs no gene que codifica a
enzima NCED, proteina envolvida na rota biossintética do acido abscisico, em

Eucalyptus.

3.2. Objetivos especificos

- Identificar namero e distribuicao de haplotipos para os polimorfismos
encontrados entre os individuos das espécies E. urophylla, E. grandis e hibrido
Urograndis;

- Disponibilizar primers especificos para genotipagem em estudos de

populacoes e programas de melhoramento genético assistido.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material utilizado

O material wutilizado neste trabalho pertence ao programa de
melhoramento da empresa FIBRIA Celulose, consistindo em um total de 65
individuos divergentes geneticamente, sendo 22 desses da espécie Eucalyptus
grandis, 12 E. urophylla e 31 hibridos Urograndis.

Entre essa amostra, dez individuos Urograndis constituem um ensaio
biologico de caracterizacao de eucalipto exposto a estresse hidrico, sendo que cinco
individuos mostraram-se tolerantes e cinco suscetiveis. O ensaio foi realizado pelo
Professor Doutor Rinaldo César de Paula, do Departamento de Producao Vegetal -
UNESP Jaboticabal, baseado em caracteristicas fisiolégicas (principalmente:
fotossintese, condutancia estomatica, transpiracdo, potencial hidrico foliar,
conteudo relativo de agua) e de crescimento (secundarias: area foliar, nimero de
folhas, massa seca). As plantas foram submetidas a duas condicoes de
disponibilidade de agua: testemunha (sem limitacdo de agua) e estressadas
(suspensao da irrigacao até o aparecimento de sintomas de estresse hidrico -

murcha).

4.2. Delineamento experimental

O organograma abaixo ilustra os procedimentos realizados ao longo do

trabalho (Figura 3).
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Figura 3: Organograma com as principais etapas desenvolvidas ao longo do trabalho, no
qual estdo, inicialmente, a definicao da regiao alvo e alinhamento de sequencias de ESTs,
para desenhos de primers locus especificos. Em seguida, os amplicons foram purificados
com ExoSap e sequenciados. Através do alinhamento das sequencias obtidas foram
identificados os SNPs e os dados analisados. Com a definicdo desses sitios polimérficos,
foram desenhados primers de extensao Unica, utilizados na reacdo de SNaPshot. A reacéo
foi purificada com a enzima SAP e submetida a eletroforese de capilaridade para,
posteriormente, analise dos dados.
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4.3. Extracao do DNA

O DNA foi extraido utilizando o protocolo de extracdo descrito por
Ferreira e Grattapaglia (1998).

Em um tubo foram adicionados 150 mg de folhas maceradas na presenca
de nitrogénio liquido, 700 pul de solucao de extracdo com PVP e 2-mercaptoetanol (2
ul/ml de solucao de extracdo). Esta mistura foi aquecida a temperatura de 65°C,
por 45 a 60 minutos.

Para a primeira extracao foram adicionados 600 pul de cloroférmio-alcool
isoamilico (CIA 24:1), os tubos levados a centrifuga refrigerada a 10°C, por 5
minutos, na rotacdo de 12000 rpm. A fase superior foi transferida para um novo
tubo, a esta solucdo foram adicionados 100 pl de CTAB 5% e homogeneizada
levemente. A segunda extracao foi realizada adicionando 600 pl de CIA 24:1 e a
solucao centrifugada nas mesmas condicoes anteriores.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, no qual foram
adicionados NaCl 1,5 M e centrifugado nas condi¢cées anteriores. O sobrenadante
foi, entao, transferido para um novo tubo, no qual foram adicionados 400 ul de
alcool isopropilico gelado, a solucdo foi armazenada a temperatura de —20°C até o
dia seguinte e, centrifugada nas mesmas condi¢coes anteriores.

O sobrenadante foi descartado, o pellet lavado com etanol, seco em
centrifuga a vacuo e, posteriormente, suspendido em 80 pul de tampao TE contendo
10 ng/ul de RNAse. Em seguida, foi incubado em banho-maria a 37°C para a
digestdo do RNA, por no minimo 40 minutos ou até completa dissolucao do pellet.

O material extraido teve seu DNA quantificado por espectrofotémetro

Nano Drop® ND-1000.
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4.4. Selecao dos oligonucleotideos iniciadores

A sequencia de aminoacido da enzima NCED foi obtida no banco de
dados GenBank e, utilizando a ferramenta BLAST (Altschul et al., 1997), foi
realizada procura por sequencias similares no banco de dados de ESTs de
Eucalyptus FORESTs-FAPESP (Vicentini et al., 2005). Os reads selecionados foram
aqueles que possuiam maior similaridade a sequencia de referéncia da procura
inicial. Em seguida, pares de primers foram construidos através do software Perl
Primer v1.1.14 (Marshall, 2004), para amplificarem regido com tamanho de
aproximadamente 600 pb. A melhor temperatura de reacdo para cada par de

oligonucleotideo foi determinada e avaliada a qualidade de amplificacao.

4.5. Validacao dos oligonucleotideos e condicoes de amplificacao

Reacoes de amplificacao foram confeccionadas para um volume final de
10 ul contendo: 0,3 uM de cada primer, 10-20 ng DNA genémico e PCR Master Mix,
da Promega Corporation, o qual contém SO unidades/ml de Taq DNA polimerase
suprido de um tampao para reacao (pH 8,5), 400 uM dATP, 400 uM dGTP, 400 uM
dCTP, 400 uM dTTP e 3 mM MgCl. As reacoes foram realizadas no termociclador.

Os ciclos de amplificacdo foram os seguintes: desnaturacao inicial
durante 5 minutos a 96°C, seguida de 32 ciclos compreendendo 30 segundos a
96°C, 45 segundos a temperatura de pareamento dos primers e 1 minuto a 72°C,
com extensao final de 15 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR (6 uL) foram verificados utilizando gel de agarose a
1%, preparado com tampao Tris-borato (TBE 1x pH 8,0), corado com brometo de

etidio e comparado ao DNA ladder de 250 pb (Invitrogen). Os restantes dos
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produtos de PCR foram sequenciados, utilizando cada oligonucleotideo iniciador

especifico forward e reverse.

4.6. Purificacao dos produtos de PCR

De acordo com as especificacoes do produto, deve-se adicionar 2 pl da
enzima ExoSAP IT a 5 ul do produto de PCR e, posteriormente, incubar a solucao a
37°C durante 15 minutos (para ocorrer a degradacdo do excesso de primers e
nucleotideos) e a 80°C por 15 minutos (para a inativacao da enzima).

Nesse trabalho foi realizado tratamento com a enzima ExoSAP IT
adicionando 1 pl da enzima a 4 ul do produto de PCR, seguido de incubacdao como
recomendado pelo fabricante. Esses produtos de PCR purificados foram submetidos

ao sequenciamento ou minissequenciamento.

4.7. Reacao de sequenciamento

As reacdoes de sequenciamento foram realizadas utilizando cerca de 100
ng de produto de PCR purificado com a enzima ExoSAP IT, tampao de
sequenciamento 1x; 1,8 ul de Big Dye; 1 uM dos oligonucleotideos forward e
reverse;, a reacdo foi completada com agua deionizada para um volume final com
10 ul.

As condicoes de amplificacdao foram as seguintes: extensao inicial de
96°C; 40 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 10 segundos, 60°C por 4
minutos. Para cada amostra foram realizadas duas reacodes, sendo uma para o
oligonucleotideo forward e outra para o reverse.

Antes do sequenciamento, a reacdo foi purificada com 80 uL de

isopropanol 75%, por 15 minutos, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 4000
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rpm, o alcool descartado e foi adicionado etanol 70% para lavagem dos pellets, em
seguida, realizada uma nova centrifugacdo nas condi¢oes anteriores, por 10
minutos. O alcool foi descartado e, apds os pellets estarem secos, adicionou-se 40
uL de formamida. Em seguida, foi realizada a desnaturacao a 95°C por 5 minutos e
choque térmico em gelo. O sequenciamento foi realizado em sequenciador

automatico 3100 Applied Biotechnology.

4.8. Alinhamento das sequencias

Os eletroferogramas das sequencias forward e reverse, geradas
automaticamente, foram inspecionadas visualmente e os heterozigotos detectados.
O alinhamento das sequencias de diversos individuos foi realizado através do
software ChromasPro v.1.42, sendo as sequencias identificadas utilizando o BLAST

e comparadas a outras disponiveis no GenBank.

4.9. Analise in silico da sequencia

A sequencia obtida foi traduzida no site Expasy (Gasteiger et al., 2003) e
no site Softberry (www.softberry.com). A proteina predita foi alinhada no software
ClustalX 2.0.11 com sequencia de proteina de Arabidopsis thaliana a fim de

comparar a regiao sequenciada com a proteina de outro organismo.

4.10. Analises dos SNPs

O alinhamento das sequencias foi realizado para possibilitar a
identificacdo visual dos SNPs e a classificacao em transicées ou transversdes. Em

regioes codificantes e ndo-codificantes, conforme predicio da proteina, as mutacoes
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foram classificadas em sindnimas e nao sindnimas, além da determinacido da

posicao do SNP no codon.

4.11. Selecao dos oligonucleotideos flanqueadores

No presente estudo, cada oligonucleotideo flanqueador foi construido
adjacente ao sitio da mutacao, com até 18 pb. Para facilitar a discriminacado dos
SNPs de um mesmo gene, em algumas sequencias de oligonucleotideos foram
inseridas cauda nao homologa na extremidade 5’ dos primers, para a diferenciacao

por tamanho.

4.12. Reacao e purificaciao do minisequenciamento

A reacdo de SNaPshot é baseada na extensdo de base Unica de um
oligonucleotideo nao marcado na posicao 37, a qual esta imediatamente adjacente
ao SNP, por um dideoxi (ddNTP), na auséncia de dNTPs. Cada ddNTP é marcado
com corante fluorescente diferente e a quinta cor é usada para marcar o tamanho
interno do marcador LIZ-120.

Essa estratégia é baseada na combinacado de cores (usando diferentes
fluorocromos para analisar polimorfismos A/G e C/T) e tamanho de extensao dos
primers (o tamanho do primer foi modificado pela adicdo de uma cauda nao
homologa a terminacéao 57). O tamanho final dos primers abrangeu entre 18 a 30 pb.

Reacoes de minisequenciamento foram montadas com volume final de 10
ul, contendo: 2 ul do produto de PCR purificado, 1 ul de 2,5x save money (400 mM
Tris-HCI, pH 9,0, 10 mM MgCl,), 1 ul de SNaPshot™ Multiplex mix, 0,4 mol de cada

oligonucleotideo e agua q.s.p.. As amostras foram submetidas a uma
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desnaturacdao a 96°C por 10 segundos, em seguida, 30 ciclos a 96°C por 10
segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 30 segundos.

As reacoes de minisequenciamento (volume de 10 ul) foram tratadas com 1 U
de Shrimp Alcaline Phosphatase (USB), por 45 minutos a 37°C e 20 minutos a 80°C.
O produto purificado (1 pl) foi misturado a 10 pl de formamida e padrao GenScan —
120 Liz (Applied Biosystems). No momento da aplicacdo no sequenciador, as
amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e transferidas para o gelo durante

5 minutos.

4.13. Analise da estrutura genética populacional

Os dados foram obtidos apds seqienciamento ou minisequenciamento.
Os SNPs foram identificados, através da técnica de SNaPshot, com base no
tamanho do produto amplificado e na fluorescéncia emitida, com a utilizacao do
software Gene Scan ™ v. 3.7 (Applied Biosystems).

A identidade de nucleotideos e aminoacidos foi obtida pela contagem
direta dos sitios conservados das sequencias de DNA de eucalipto, quando
comparadas par a par com outras de Arabidposis thaliana depositadas no
GenBank. As substituicoes sinonimas e nao-sinbnimas foram, também,
determinadas por contagem direta, com a comparacdao das sequencias disponiveis
no GenBank.

O software DnaSP v.5 (Librado e Rozas, 2009) foi utilizado para
determinar o numero de sitios polimérficos, o nimero de haplétipos e o numero
médio de substituicoes nucleotidicas por sitio (1) das sequencias obtida para o
gene. As combinacodes de dois haplétipos geraram um genoétipo, esses dados foram
desenvolvidos em planilhas, para a realizacdo de estimativas de frequencias e

distribuicao dos genétipos na amostra.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Busca de Homoélogos de NCED

A sequencia de aminoacido da enzima NCED foi obtida da espécie
Arabidopsis thaliana, com tamanho de 599 aminoacidos (E.C. number - 1.13.11.51
e numero de acesso no GenBank — NP_188062) (Tabela 1).

A sequencia escolhida foi referente ao gene NCED3, o qual apresenta os
seguintes sinonimos na literatura: ATNCEDS3, nine-cis-epoxycarotenoid dioxygenase
3, salt tolerant 1, sis 7, stol, sugar insensitive 7. Esse gene esta envolvido na
resposta a privacdo de agua, processo biossintético do ABA, resposta a salinidade e
estresse osmotico (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/15231856).

O gene NCED3 ¢é formado por uma regidao codificante de 1800 pb, nao
apresentando regidao intronica. As regides 5° e 3~ UTRs (Untranslated Region)

apresentam tamanho de 122 e 390 pb, respectivamente.

Tabela 1: Enzima 9-cis-epoxicarotenoide dioxigenase selecionada através do banco de
dados GenBank, estdo apresentados sigla, E.C. number, numero de acesso no
GenBank, tamanho e organismo onde foi encontrada.

Sigla Acesso E.C. number Tamanho Organismo
NCED3 NP_188062 1.13.11.51 599 Arabidopsis thaliana

Entre as angiospermas, a espécie Arabidopsis thaliana é utilizada como
planta modelo em diferentes ensaios de biologia molecular para o estudo de genes
de interesse. O mesmo ocorre com as espécies Oryza sativa e Populus trichocarpa,
as quais tiveram seu genoma sequenciado e, caracteristicas nelas encontradas,
podem ser utilizadas em espécies menos caracterizadas, como as do género

Eucalyptus (Poke et al., 2005).
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Os genes de florescimento, por exemplo, muito estudados em espécies
como Arabidopsis e Antirrhinum (quanto a morfogénese floral, estrutura e
desenvolvimento das flores), foram utilizados na busca de homoélogos em outras
espécies, sendo isolados e caracterizados em E. globulus e E. grandis. Homoélogos de
Eucalyptus foram encontrados em Arabidopsis (LEAFY e API) e em Antirrhinum
(FLORICAULA), os quais sao genes envolvidos na primeira etapa do desenvolvimento
das flores, o meristema floral (Kyozuka et al., 1997; Southerton et al., 1998).

A partir da obtencdo da sequencia da enzima (NCEDJ3), foi realizada a
busca por sequencias similares no banco de dados de ESTs de Eucalyptus, atravées
da ferramenta BLAST.

A comparacao da sequencia quanto a cluster, apresentou similaridade a
um conjunto de 20 ESTs (19 ESTs de caule de mudas em condi¢oes de déficit
hidrico e um EST de folha adulta em condicdes de ferrugem, cancro, déficit de
fosforo e boro). Essas sequencias apresentavam, geralmente, a regido das
extremidades com padrao de qualidade reduzido, segundo dados do préoprio banco
de dados, no qual regioes com melhores padroes estavam indicadas na cor verde e a
representacao da qualidade decaia reflexo de um gradiente até a cor vermelha
(Figura 4). Um dos problemas no uso de banco de dados esta, justamente, na baixa
qualidade de algumas sequencias, isso se deve as dificuldades em sequenciar

determinadas regides do genoma.
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Seqiiéncia Original

1 60
61 120
121 180
181 240
241 300
301 360
361 420
421 480
481 540
541 600
601 660
661 720
721 780
781 840
841 Q00
. Artefato Posicao Inicial Posicao Final
Cor Qualidade Phred low quality 5 end 1 c3
Bl entreoeo low quality 2' end 687 850

B entre 10 e 10
B entre 20 e 29
P entre 30 e 39
- Maior que 40

Figura 4: Representacdo do padrdo de qualidade da sequencia de EST
(EFFOSTHO2AB082G07.g) encontrada no banco de dados de Eucalyptus FORESTSs-
FAPESP. Regioes na sequencia representadas na cor préoxima a tonalidade vermelha
indicam qualidades baixas, enquanto na verde correspondem a padrdes mais altos. Na
figura estao determinadas as posicoes iniciais e finais, com baixa qualidade, nas
terminacodes 5'e 3°.

5.2. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

As sequencias de ESTs foram, entdo, alinhadas no Chromas Pro e,
levando em consideracdo as regioes com melhor padrao de sequenciamento e os
locais de alinhamento de mais de uma sequencia, foram desenhados os trés pares
de oligonucleotideos iniciadores (A_2; A_2.1, A_2.2) (Tabela 2), para uma regiao de
amplificacao de aproximadamente 1200 pb. Vale ressaltar que o desenho desses
primers foi baseado em sequencias Unicas de ESTs, na regidao de melhor qualidade.

Recentemente, com a disponibilidade do banco de dados do genoma do
eucalipto, foi possivel o desenho de primers que englobam tamanho maior do gene
que codifica NCED nessa espécie. O Eucalyptus Genome Database

(http://eucalyptusdb.bi.up.ac.za/) € um banco de dados gerenciado pelo
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Eucalyptus Genome Network (EUCAGEN) em colaboracdao com US Department of
Energy (DOE) Joint Genome Institute (JGI). O genoma do E. grandis esta atualmente
sendo sequenciado, mas ja se encontra disponivel para o acesso em sua montagem
preliminar (8 vezes sequenciada) de 600 Mpb (690 Mpb em 6043 scaffolds).

Essa fonte de informacao foi itil para a construcao dos oligonucleotideos
(ABA_1, ABA_2, ABA_3, ABA_4, ABA_5) a fim de amplificar uma regido do gene
NCED, upstream (964 pb) e downstream (263 pb) da sequencia obtida pelos primers

A 2;A 2.1eA_2.2.

Tabela 2: Primers da enzima NCED que amplificaram banda Unica e seus respectivos
tamanhos esperados (pb), temperaturas de pareamento (°C) e sequencias.
Primer Tamanho Temperatura (°C) Sequencias
A2 597 53 S CTCATGCTCTTCTACGCCC 3
3" GATCTCGTCGGTCTCTGTC 5°

A 2.1 626 53 5" ATTGCTTCTGCTTCCATCTC 3~
3'ACTAAGTTCAACCTCTACACAGYS”

A 22 596 53 S’AGAGCAAATCAATCTGGAGG3”
3" TTGAAACTTGAACAACACCC &5°

ABA 1 320 57 S5’AAGAAGAACAATCCGACACTCC3”
3'CCACCTCCAGAAGAAACGAC 5°

ABA 2 497 57 5" TCTCTTCTGCTTCAGCTCACS3®
3'CTCCACGACATCTAATGCGA 5°

ABA 3 292 57 5" GTCAAGTCTAGTTTCCTCTCG 3°
3" GACTCCACGACATCTAATGC 5°

ABA 4 677 57 5" GAAACAGAGCTCCACCTCC 3°
3" GATCATCGGAGAGTCGAGC 5°

ABA 5 562 57 5" TACACGATGAGAAGGAGAGG 3°
3'AAGCAGAAGATACACAGATCACS®
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5.3. Validacao dos oligonucleotideos iniciadores

Apbs testes de amplificacao, os oito primers apresentaram banda Unica,
conforme figura 5. As condicdes das reacdes, tamanho e sequencia dos primers

estao na tabela 2.

A_22
I'—l—l

Vi Vv2Zv3: v4 B

V1l V2 V3 V4 B Vi V2 Vi v4 B

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose 1% com produtos de amplificacao dos
primers. Legenda — A_2, A 2.1 e A_2.2: primers. V1, V2, V3, V4: individuos.
B: branco. L: padrao molecular.

A regidao sequenciada pelos primers A_2; A_2.1 e A_2.2 apresentou
tamanho aproximado de 1230 pb. Essa regido recebeu o nome de EulNCED, para
facilitar a citacdo no discorrer do texto.

As regioes amplificadas pelos oligonucleotideos ABA_2; ABA_3; ABA_4;
ABA_5 foram sequenciadas e apresentaram similaridade as regioes
correspondentes, segundo banco de dados do genoma de Eucalyptus. Exceto a
regido amplificada pelo primer ABA_1, com sequenciamento de péssima qualidade,
nao foi possivel realizar analise de similaridade.

O tamanho total obtido para esta sequencia foi, aproximadamente, 2.400
pb, somando regioes codificantes e UTRs. Mas, devido a recente disponibilidade do
banco de dados do genoma de Eucalytpus, os primers dessa regidao foram

amplificados e sequenciados em dois individuos, para a confirmacdo da regido
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através do BLAST, sendo parte de um plano futuro, a procura de SNPs também
nessa regiao do gene.

Na tabela 3 esta o resultado do BLAST da regidao total obtida pelo
sequenciamento das regides amplificadas pelos primers: A_2, A_ 2.1, A_ 2.2, ABA_2,
ABA_3, ABA_4, ABA_5. Essa regidao apresentou identidade maior que 80% entre as

regioes de NCED nos outros organismos, através do BLASTX.

Tabela 3: Resultado do BLASTX no GenBank da sequencia total obtida para NCED em
eucalipto, estdo apresentados o acesso, nome da enzima, organismo encontrado, score, E-
value e maxima identidade (%).

Acesso Enzima/ Organismo Score E-value Max. Identidade
XP_002316871 NCED/ 877 0.0 81
Populus trichocarpa
XP_002330729.1 NCED/ P. trichocarpa 864 0.0 81
XP_0022773541 Proteina hipotética/ 860 0.0 81
Vitis vinifera
AAY98512.2 NCED/ 859 0.0 79
Stylosanthis guianensis

AAR11193.1 NCED/ V. vinifera 859 0.0 81
CAE00459.2 NCED/ Arachis hypogaea 853 0.0 79

A regiao EuNCED apresentou identidade maior que 80% entre as regioes
no BLASTX: o par de primer A_2 apresentou um fragmento com 85% de identidade
em 161 aminoacidos, o A_2.1 obteve identidade de 81% em 183 aminoacidos e
A_2.2 com 81% de identidade em 118 aminoacidos. Na tabela 4 estdo os valores

obtidos com o BLASTX da sequencia EuNCED.
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Tabela 4: Resultado do BLASTX no GenBank da sequencia EulNCED, estao apresentados o
acesso, nome da enzima, organismo encotrado, score, E-value e maxima identidade (%).

Acesso Enzima/ organismo Score E-value Max.
Identidade
XP_002316871.1 NCED/ P. trichocarpa 613 2e-173 83
XP_002330729.1 NCED/ P. trichocarpa 607 le-171 82
AAY98512.2 NCED/ S. guianensis 598 6e-169 81
XP_002277354.1 Proteina hipotética/ 597 le-168 82
V. vinifera
CAN81383.1 Proteina hipotética/ 595 3e-168 82
V. vinifera
AAR11193.1 NCED1/ V. vinifera 595 4e-168 82
CAE00459.2 NCED/ A. hypogaea 593 2e-167 81
ABC26013.1 NCEDS3/CitrusClementina 589 3e-166 81
XP_002529528.1 NCED/ Ricinus communis 582 3e-164 80
AAY89370.1 NCED1/ C. sinensis 581 Se-164 80
ABA43901.1 NCED3/ 579 2e-163 80
Coffea canephora
AAS47838.1 NCED/ Gentiana litea 573 le-161 78
AAT75151.1 NCED1/ 573 2e-161 78

Solanum tuberosum

A partir de analises de similaridade de sequencias homoélogas no banco
de dados foi possivel verificar a existéncia de uma grande diversidade de NCED,
sendo plausivel que, segundo Chernys e Zeevaart (2000), genes com 60% ou mais
de identidade exercam a mesma funcdo, enquanto que aqueles com menor
identidade catalisam reacoes distintas. Essas regides conservadas entre as
sequencias de proteinas estdo envolvidas na ligacado de substratos e cofatores.

Estes resultados indicam que genomas de uma diversidade de

angiospermas apresentam muita similaridade em relacao a enzimas dioxigenases de
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carotenodides, sugerindo que o caminho biossintético do apocarotenoide, ABA, esta

altamente conservado (Tan et al., 2003).

5.4. Identificacao dos SNPs

Através do alinhamento das 20 sequencias de ESTs (anteriormente
citadas), referente a enzima NCED, foi realizada a procura prévia de SNPs in silico.
De acordo com Schmid et al., (2003), deve-se adotar um critério de qualidade para
evitar erros de sequenciamento, sendo considerado como polimorfismo, quando o
alelo menos frequente ocorrer em pelo menos duas sequencias confiaveis da lista de
sequencias de ESTs. A partir desse pressuposto, ndo foi identificado SNP, pois
quando feito o alinhamento, cerca de 30 nucleotideos de ambas as extremidades
das sequencias (regides 5 e 37) foram descartados e o alelo menor, quando ocorria,
apresentava-se em apenas sequencias individuais.

Apesar da valiosa contribuicdo da bioinformatica na descoberta de SNPs,
a validacao experimental dos dados se faz necessaria para avaliar o real potencial
informativo de cada polimorfismo.

Mesmo com a disponibilidade de inumeras técnicas modernas de
genotipagem, o sequenciamento de fragmentos especificos foi utilizado nesse
trabalho, por ser empregado no laboratério no qual foi realizado, mostrando-se
eficiente na identificacdo de polimorfismos e ndo se necessitava da compra de novos
equipamentos. Este € um método confiavel com taxa de erro inferior a 5%, no
entanto caro e requer maior trabalho (Liao e Lee, 2010; Jehan e Lakhanpaul, 2006;
Vignal et al., 2002).

Para a identificacdo de SNPs, inicialmente, foram sequenciados 20
individuos para as regides amplificadas pelos primers A_2; A_2.1 e A_2.2. Sete
polimorfismos de Unica base foram encontrados na sequencia EuNCED (Figura 6).

No alinhamento dessas sequencias, foi observado que os polimorfismos estavam
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nas regides amplificadas pelos primers A_2 e A_2.2, diante desse resultado, foram
estes os dois primers locus especificos utilizados no sequenciamento para maior
numero de individuos.

Os sete SNPs considerados estdo de acordo com Brookes (1999), pois o
alelo polimorfico ocorre em pelo menos 1% da populacdo testada. Importante
ressaltar que os picos adjacentes (15 a 20 pb) aos SNPs foram verificados quanto ao
padrao de qualidade para evitar a classificacdo incorreta do polimorfismo, devido a

artefatos de sequenciamento.

Ais:> A_u: :A_‘-’l ¥ &
1 1

3SNPs 4SNPs

Figura 6: Esquema ilustrando a distribuicdo dos SNPs na sequencia EUNCED (barra verde).
Os polimorfismos estdo nas regides amplificadas pelos primers A_2 (seta azul) e A_2.2 (seta
laranja). Na regido amplificada pelo primer A_2.1 (seta roxa) nao foi encontrado SNP.

No alinhamento das sequencias, foram encontradas algumas mutacoes
pontuais que ocorrem em determinados individuos. Essas alteracdes, algumas
vezes, podem ser devido a erros de incorporacao de bases, durante a replicacao do
DNA ou causadas por lesdes no DNA por agentes ambientais. No entanto, se estas
mutacoes ocorrerem em células germinativas e, dessa forma, forem transmitidas as
geracoes seguintes, se fixando na populacdo na frequencia minima de 1%, passam

a ser consideradas como polimorfismos (Kwok e Gu, 1999).



48

5.5. Genotipagem de SNPs

Na sequencia EulNCED (1230 pb) a frequencia de SNPs encontrada foi um
a cada 176 pb, que se encontra dentro da média encontrada nas espécies de
plantas, a qual é cerca de um SNP a cada 100 - 300 pb (Gupta et al., 2001).
Entretanto, em Hao et al., (2009), a frequencia de SNPs para a enzima NCED, em
Arabidopsis thaliana, foi de um SNP a cada 87.4 pb, abrangendo, nesse estudo, o
gene total (2011 pb).

Outros exemplos de distribuicdo de SNPs, que denotam a abundancia
desses polimorfismos em espécies vegetais sdo encontrados em: milho - um SNP a
cada 104 pb (Tenaillon et al., 2001); trigo - um SNP a cada 540 pb (Somers et al.,
2003); Arabidopsis - um SNP a cada 336 pb (Schmid et al., 2003); soja - um SNP a
cada 336 pb (Zhu et al., 2003); arroz - um SNP a cada 232 pb (Nasu et al., 2002);
Populus - um SNP a cada 60 pb (Ingvarsson, 2005).

Em estudos relacionados ao género Eucalyptus foi observada frequencia
de um SNP a cada 94 pb no gene CCR (cynnamoyl coA reductase), em Eucalyptus
nitens (Thumma et al., 2005). Enquanto em uma analise mais ampla, envolvendo
quatro espécies de Eucalyptus, foram sequenciados 23 genes em 1.764 individuos e
descobertas diferentes frequencias de SNPs: um a cada 33 pb em E. nintens; um a
cada 31 pb em E. globulus; um a cada 16 pb para E. camaldulensis e um a cada 17

pb em E. loxophleba (Ktilheim et al., 2009).

5.6. Classificacao dos SNPs

A sequencia EulNCED, de 1230 pb, foi traduzida no site Softberry
(www.softberry.com) gerando uma proteina hipotética de 356 aminoacidos, a qual

foi utilizada na comparacao com a sequencia de NCED de Arabidopsis.
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O alinhamento no ClustalX da sequencia da proteina predita de EuNCED
e a sequencia da enzima de NCED em Arabidopsis, apresentou similaridade entre a

regidao dos aminoacidos 245 ao 600, conforme figura 7.

o ———___22
—

I *uhh ml
EuNCED

Figura 7: Alinhamento no ClustalX entre a sequencia da proteina predita de
EuNCED e a sequencia da enzima de NCED em Arabidopsis thaliana.

A sequencia EuNCED nao apresentou indicios de introns quando
realizado o alinhamento entre as sequencias das proteinas (EulNCED e AtNCEDJ3). Ja
que essa € uma das caracteristicas importante desta enzima, relatada em Tan et al.,
(2003), que denota a auséncia de introns nos cinco genes da subfamilia AtNCED e
no gene AtCCD4, enquanto AtCCDI1, AtCCD7 e AtCCDS8 apresentam estruturas de
genes mais tipicas a de eucariotos, incluindo multiplos introns.

Enquanto a importancia regulatéria de poucos ou nenhum intron na
estrutura do gene nao foi esclarecida, tal propriedade também se mostrou
conservada em genes que codificam a NCED em outras espécies, como milho VpI14
(Tan et al., 1997), Notabilis do tomate (Burbidge et al., 1999) e feijao PUNCED1 (Qin
e Zeevaart, 1999).

Ha evidéncias de que a eficiéncia do splicing de introns possa sofrer
degradacao quando sob severos estresses em plantas (Bournay et al., 1996, Marrs e

Walbot, 1997), logo a auséncia de introns, neste caso, pode significar um
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mecanismo para aumentar a expressao de NCED e, consequentemente, a sintese do
ABA sob estresse.

Os SNPs encontrados na sequencia EulNCED foram classificados de
acordo com o tipo de variacdo do nucleotideo: transicdo, purina-purina ou
pirimidina-pirimidina (duas possibilidades) ou transversdes, purina-pirimidina
(quatro possibilidades).

Na sequencia EulNCED, dos sete SNPs encontrados, quatro foram
transicoes (57%) e trés transversoes (43%), com frequencias de substituicoes G/C
(28%), G/A (28%), C/T (28%) e G/T (14%). A razdo transicao/transversao foi de
1.33, proximo ao encontrado em uva (1,46 (Lijavetzky et al., 2007)), batata (1,48
(Simko et al., 2006)) e beterraba (1,63 (Schneider et al., 2007)), no entanto maior
que aquela encontrada em soja (0,93 (Zhu et al., 2003)).

Outra classificacao realizada foi de acordo com a mudanca na codificacao
de aminoacidos em mutacoes sindnimas e nao-sindénimas. Para a realizacdo desta
analise foi definido o quadro de leitura da sequencia, através de um alinhamento
BLASTX contra os peptideos de Arabidopsis thaliana e, em seguida, os codons
contendo os SNPs foram isolados e os aminoacidos traduzidos para cada alelo.

Dentre os sete SNPs encontrados, cinco estavam situados na regiao
codificadora do gene (1071 pb), apresentando a frequencia de um SNP a cada 214
pb, enquanto dois polimorfismos estavam localizados na regido 3° UTR da
sequencia, ocorrendo um SNP a cada 79 pb.

Em Arabidopsis thaliana (AtNCED3), a frequencia de SNP na regiao nao
codificadora foi 2,59 maior que na regido codificadora (Hao et al., 2009). Na
sequencia EuNCED, a qual representou uma parcela do gene, a regido nao
codificadora apresentou distribuicdo de SNPs trés vezes maior que na regiao
codificadora. Esta distribuicdo ocorreu de modo similar em milho (Ching et al.,

2002) e soja (Zhu et al., 2003).
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Na regidao codificadora, quatro das mutacdes ocorreram na terceira
posicao do cédon, enquanto uma delas na primeira posicao. No entanto, todas as
mutacoes foram sindnimas (Figura 8), contrastando com o resultado encontrado
por Hao et al., (2009), em AtNCED3, no qual a maioria foi mutacoes nao-sinénimas
(onze nao sindénimas e oito sindénimas).

As mutacoes sindnimas néo acarretam em troca de aminoacidos e, com
isso, mudanca da proteina. Entretanto, ha perspectivas de que existam
aminoacidos preferenciais (cédon usage bias) em Eucalyptus (Mattioli et al., 2008),
sendo, assim, algumas trincas de codons ocorrem em maior frequencia e, dessa
forma, tais diferencas sinonimas seriam fatores limitantes para expressado das

proteinas.

SNPs Codon Mutacao
C/G GCC GCG Alanina
G/A GAG GAA Acido Glutamico
G/A GAG GAA Acido Glutdmico
c/T GTC GTT Valina

c/T CTG TTG Leucina

Figura 8: SNPs da sequencia EulNCED. Através da predicao da
proteina foi possivel analisar a variacdo do coédon e o aminoacido
correspondente. Em amarelo estdo marcadas as posicoes dos SNPs
no coédon.
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5.7. Analise populacional

A sequencia EulNCED (regioes codificantes e nao codificantes), com 1230

pb, apresentaram sete sitios polimorficos entre 65 individuos analisados (Tabela 5).

Tabela 5: Distribuicao dos sitios de polimorfismos entre os individuos.
Legenda - SNPs: SNP1; SNP2; SNP3; SNP4; SNP5; SNP6; SNP7.
Grandis: E. grandis. Urophylla: E. urophylla. Urograndis: Urograndis.
Clone: Clone.

Espécies SNP1 SNP2 SNP3 SNP4 SNP5 SNP6 SNP7
Clone 1 A T
Clone 2

Clone 3

Clone 4

Clone 5

Clone 6

Clone 13

Clone 14

Clone 15

Clone 16

Clonel?7

Clone 18
Urograndis 1399
Urograndis 1460
Urograndis 1406
Urograndis 1462
Urograndis TC30
Urograndis 1348
Urograndis VR3709
Urograndis C219
Urograndis VR3748
Urograndis 1401
Urograndis 1288
Urograndis 1395
Urograndis 1313
Urograndis 1315
Urograndis 1372
Urograndis 1229
Urograndis 1163
Urograndis V1
Urograndis V2
Grandis 62

Grandis 81
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Continuacao Tabela 5
Grandis 67
Grandis 75
Grandis 87
Grandis 107
Grandis 57
Grandis 76
Grandis 124
Grandis 121
Grandis 85
Grandis 86
Grandis 71
Grandis 50
Grandis 59
Grandis 93
Grandis 56
Grandis 55
Grandis 53
Grandis 52
Grandis 47
Grandis 46
Urophylla 54
Urophylla 47
Urophylla 86
Urophylla 91
Urophylla 84
Urophylla 59
Urophylla 60
Urophylla 46
Urophylla 77
Urophylla 75
Urophylla 68
Urophylla 85

ol ol NN/ M/ Mol N/ Mol ocNeoNoNoNoNoNoNo N NN N R Ro Ro N NoNo o N
QOO0 QFT TR QQOONQOQOHOQQ
> QPP AA> A IAQOIAA A0 AQO> > I D>
KKK OHRRAIKELEOOOO0O0O0000000000000O0
K O<OHORK<KOK<KOHES9 9333333333333+ +-3+-3 3
XA ROHORRAARRAASA S I A3 3993393393343
NN Mol oW N N/ NN N/ /Mol oNaololoNoNalolo Mol ol oMol ol ol oMol ol oMol o

O numero de haplotipos encontrados nessa amostra foi sete (Tabela 6),
sendo o Hap_1 mais frequente (36,9%), seguido de Hap_3 (23,8%) e Hap_4 (23%).
Os haplotipos Hap_2 e Hap_4 estavam presentes nas trés espécies. Enquanto
Hap_1, Hap_3, Hap_5 e Hap_7 apareceram nas espécies E. urophylla e no hibrido

Urograndis. Ja o Hap_6 foi encontrado unicamente no organismo Urograndis.
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Tabela 6: Haplotipos encontrados na amostra, onde estdo os nomes dados,
sequencias, distribuicdo na populacao, porcentagem na amostra e espécies nas quais
foram encontrados os haplétipos.

Nome Sequencia Distribuicao % na Espécies
amostra

Hap 1 CGACTTG 48 36,9 E.urophylla e Urograndis

Hap 2 GGATCTC 4 3,1 E.grandis, E.urophylla e
Urograndis

Hap 3 GGATCGC 31 23,8 E.urophylla e Urograndis

Hap 4 CGGCTTG 30 23 E. grandis, E.urophylla e
Urograndis

Hap 5 CAGCTTG 11 8,5 E.urophylla e Urograndis

Hap 6 GGACCTG 3 2,3 Urograndis

Hap 7 GGACCGC 3 2,3 E.urophylla e Urograndis

Com a combinacdao dos sete hapléotipos encontrados foi possivel
identificar 15 genotipos. Os genotipos mais frequentes foram I (16,92%), II (15,38%)
e III (20%), distribuidos entre os trés tipos de eucaliptos. Enquanto os menos
frequentes foram XIII, XIV, XV (1,54%). A distribuicado desses genétipos na amostra
demonstrou que os genétipos IV, VII, IX, XII, XIII, XIV e XV foram tnicos para o
hibrido Urograndis. Enquanto que os demais genotipos estavam distribuidos entre
as espécies, como mostrado na tabela 7.

Para esses polimorfismos, os individuos caracterizados como tolerantes
ou susceptiveis ao déficit hidrico nao apresentaram padrdoes genéticos que os
diferenciassem em haplotipos ou genétipos especificos.

Como, por exemplo, Hao et al., (2009) sugeriu em seu trabalho, que um
acesso, o 163av de Arabidopsis, quando comparado a outras sequencias da mesma
espécie, apresentou variacoes de aminoacidos especificas que o distinguia em um
haplétipo. As variacdes estavam no sitio conservado da proteina NCED, sendo que

uma variacdo nessa regidao, segundo o autor, poderia alterar a atividade enzimatica,
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levando, assim, ao aumento da sintese de ABA, quando em condicdes de estresse

hidrico, tornando esse acesso mais tolerante a seca.

Tabela 7: Genotipos encontrados na amostra, onde estido os nomes
dados, distribuicdo na populacado, porcentagem na amostra e espécies

nas quais foram encontrados os genoétipos.

Nome Genétipos Distribuicio % na amostra

Espécies

I

II

III

v

VI

VII

VIII

IX

XI

XII

XIII

XIV

XV

1/1

1/3

1/4

1/5

2/3

3/3

3/4

3/5

3/6

3/7

4/4

4/5

4/6

5/5

5/7

11

10

13

16,92

15,38

20

4,62

0,15

4,62

0,15

4,62

3,08

3,08

7,69

3,08

1,54

1,54

1,54

72,7 % E. grandis;
27,3 % Urograndis

60 % E. urophylla
40 % Urograndis

84,6 % E. grandis
15,4 % Urograndis

100 % Urograndis

25 % E. urophylla
75 % Urograndis

33,3 % E. urophylla
66,7 % Urograndis

100 % Urograndis

66,7 % E. urophylla
33,3 % Urograndis

100 % Urograndis

50 % Urograndis
50 % E. urophylla

60 % E. grandis
20 % E. urophylla
20 % Urograndis

100 % Urograndis

100 % Urograndis

100 % Urograndis

100 % Urograndis
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Como esses dados foram obtidos a partir de um numero reduzido de
amostra, é preciso destacar a necessidade de validacao desses SNPs em um numero
maior de individuos. Mas, essas informacdes ja sao indicativas da presenca de
alelos especificos entre as espécies estudadas. Uma possivel utilizacdo desses dados
seria o desenvolvimento de marcadores espécies-especificos para o monitoramento
de cruzamentos interespecificos em programas de melhoramento de eucalipto.

Outro parametro utilizado nas analises populacionais foi a diversidade
nucleotidica, ou seja, a taxa de diferencas nucleotidicas que ocorre entre duas
sequencias escolhidas aleatoriamente. No entanto, essas estimativas podem variar
dependendo de diversos fatores, sendo os principais: sistema reprodutivo, efeitos de
amostragem, tanto em termos de individuos e populacdo, como em quais ou
quantos genes foram analisados.

As diversidades nucleotidicas (n) de E. urophylla e Urograndis foram 0,41
e 0,44, respectivamente. Enquanto que o valor encontrado em E. grandis foi bem
menor, 0,06. Em Santos (2005), em um trecho de 440 pb do gene ccoaomt, E.
grandis (n = 0,00356) apresentou diversidade nucleotidica duas vezes maior que E.
globulus (m = 0,00168) e cerca de 1,4 vezes maior que em E. urophylla (n = 0,00254).
Esses resultados foram muito contrastantes em relacdo ao encontrado no gene
NCED.

Resultado diferente do obtido em NCED foi o encontrado no estudo com
Pinus sylvestris, no qual a diversidade nucleotidica na regiao do fitocromo O variou
entre 0,0020 a 0,0037 na regido intrénica e 0,0005 a 0,0020 na regido do éxon
(Garcia-Gil et al., 2003).

No entanto, vale destacar, que ndo foram realizados testes estatisticos
para verificar se existiam diferencas significativas entre as estimativas obtidas para

as espécies. Além de que, fazem-se necessarias analises com maior extensao da
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sequencia do gene, para revelar estimativas mais proximas do parametro real e,

possivelmente, confirmar esses dados.

5.8. Testes de extensao dos oligonucleotideos adjacacentes aos

polimorfismos

Nos sitios polimoérficos encontrados foram desenhados primers adjacentes
aos pontos de mutacao, com o objetivo de reduzir os custos e permitir a realizacao
de genotipagem em larga escala desses polimorfismos de inica base em populacoes
de Eucalyptus.

Os testes de reacao SNaPshot (Tabela 8) mostraram que: quatro primers
falharam (A_S2, A_S3, A_S5 e A_S6), mesmo apods ajustes nas concentracoes dos
mesmos, indicando a auséncia de pareamento com a sequencia de DNA; o primer
A_S1 apresentou monomorfismo quando testado em wuma populacdo de 96
individuos, fato que se deve a provavel formacao de ligacdes inespecificas; A_S4 teve
tamanho maior que o esperado, devido também a possivel formacao de
pareamentos inespecificos; e, A_S7 apresentou polimorfismo, quando testado em
cinco individuos, mas necessita de padronizacao, em uma populacdo maior.

No entanto, no ultimo teste realizado ocorreu erro na genotipagem com
problemas relacionado a reagentes, supostamente, a enzima SAP nao estava
purificando corretamente. Dessa forma, a padronizacdo em uma maior populacao

sera realizada posteriormente.
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Tabela 8: Primers utilizados na reacao de SNaPshot, com tamanho (pb), o polimorfismo e as
concentracoes (UM) testadas.

Primer Sequencia 5> 3~ Tamanho Polimorfismo Concentracoes

A_S1 GTACCCGCAGCGCTTG 18 C/G 0.2;0.4; 0.8
CG

A_S2 AAAAGCTCTAGGGGGA 22 G/A 0.2; 0.4;0.8; 1.5
CCGACT

A_S3 AAAAAAAAGCCTTAGTT 26 G/A 0.2;0.4;0.8; 1.5
CACCTATCT

A_S4 AAGACCCAAGCGCTTC 18 C/T 0.2;0.4;0.8; 1.5
CA

A_SS5 AAAATTCCTCTCCTCTA 22 Cc/T 0.2; 0.4;0.8; 1.5
GCCTC

A_S6 AAAAAAAAACTACTACT 26 G/T 0.2; 0.4;0.8; 1.5
ACCATTTAT

A_S7 AAAAAAAAAAAACCCG 30 G/C 0.2
CTGCTGAACGCTTA

Novos primers para esses sitios de polimorfismos que falharam foram

confeccionados e serdo testados, a fim de realizar genotipagem com maior numero

de individuos através da técnica de SNaPshot,

automatizado.

um método mais rapido e
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A identificacdo e validacao de novos marcadores moleculares em
Eucalyptus, em genes expressos, € uma estratégia utilizada por diferentes grupos de
pesquisas. Essa tatica foi facilitada com a disponibilidade de diferentes bancos
publicos de sequencias de DNA.

Nesse trabalho foram disponibilizados novos marcadores presentes em
uma copia do gene que sintetiza a proteina NCED, em eucalipto. Esses marcadores
foram caracterizados em duas espécies de eucalipto e em wum hibrido,
demonstrando, assim, a aplicabilidade em estudos de genética de populacao e em
pesquisas, as quais possam inferir sobre a participacdo desses polimorfismos na
resposta da planta a diferentes tipos de estresse abi6tico.

Por se tratar de um gene que, segundo a literatura, apresenta grande
impacto na resposta das plantas ao estresse hidrico, esses marcadores poderao ser
avaliados em progénies segregantes para o estresse hidrico. Com isso, diferencas

alélicas desse gene poderao ser validadas com o uso dessas progénies.
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7. CONCLUSOES

- O gene que codifica a enzima NCED, em Eucalyptus, apresenta a mesma estrutura
descrita em Arabidopsis, sem regido intronica.

- Na regiao de 1230 pb avaliada do gene NCED foram identificados sete sitios
polimoérficos, cinco na regido codificante e dois na nao-codificante.

- As mutacodes encontradas na regido codificante sao sinonimas.

- Os sete polimorfismos encontrados na regiao formaram sete haplétipos, os quais,

por sua vez, geraram 15 combinacoes haplotipicas.
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