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RESUMO

OTTO, J. C. S. SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em genes
relacionados a absorcéao e translocac¢éo de boro em Eucalyptus. 2012. 68f. Tese
(Doutorado) - Instituto de Biociéncias de Botucatu, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2012.

A expanséo da atividade florestal no Brasil tem levado a exploragéo cada vez
maior de solos considerados pobres do ponto de vista nutricional. A necessidade
de adubacdes de correcdo e/ou manutencdo envolve consideravel custo de
producao, o qual é incorporado ao custo final do produto. Os relatos de deficiéncias
do micronutriente Boro (B) nestas situagdes tém levado a realizacdo de muitos
trabalhos com o objetivo de conhecer melhor os mecanismos envolvidos na
absorc¢ao e retranslocagao deste nutriente, assim como a avaliagdo de materiais que
possam apresentar variabilidade genética quanto a resposta a sua deficiéncia. O
grupo CAGEN em parceria com a empresa Fibria desenvolveu este projeto que visa
a busca de SNPs em genes relacionados a absorgao e translocagédo de B. em
Eucalyptus. Como resultado da procura de SNPs, nos genes BOR1 e Sorbitol
dehydrogenase foram encontrados um total de 54 SNPs sendo que, no gene BOR1,
foi localizado 35 SNPs, e destes, 16 foram encontrados em exons e 19 em introns.
Distribuidos da seguinte forma, 13 no “primer” B9 e destes dois em exons, 11 no
“primer” B10 com sete localizados em exons e 11 encontrados no “primer’ B11 com
sete deles em exons, das muta¢des encontradas no gene BOR1, 69% ou 24 do total
de 35 SNPs foram substituicdes por transicdo e 31% ou 11 dos 35 foram
substituicbes por transversdo. Dos 16 SNPs encontrados em exons, dois deles
foram encontrados no “primer’ B9, sete no “primer’ B10 e sete no “primer” B11.
Quanto a classificagcdo das mutagdes em sinbnimas e ndo sinbnimas, dos 16 SNPs,
12 (75%) apresentaram mutagdes sindbnimas e quatro (25%) apresentaram
mutag¢des ndo sinbnimas, destas trés ocorreram nos SPNs encontrados no primer
B10 e uma no "primer" B11. Como resultado da procura de SNPs no gene da
Sorbitol dehydrogenase, foi encontrado um total de 19 SNPs, destes, sete foram
encontrados em exons, 10 em introns e dois nas regides UTRs sendo um na 3’ UTR
e outro na 5 UTR . Distribuidos da seguinte forma, oito no “primer’ B1 e destes um

na regido 3’ UTR, cinco em exons e dois em introns, ja no "primer" B2 foram



encontrados 11 SNPs sendo dois localizados em exons, oito em introns e um na 5’
UTR. Dos sete SNPs encontrados em exons, cinco deles foram encontrados no
“‘primer” B1 e dois no “primer” B2. Destes ocorreram mutagao por transicao em seis
(86%) e mutacao por transvercdo em um deles (14%). Ja a classificagdo das
mutagdes em sindnimas e nao sinbnimas, dos sete SNPs encontrados em exons,
quatro (57%) apresentaram mutagbes sinbnimas e trés (43%) apresentaram
mutagdes n&o sindnimas, das mutagbes nao sinbnimas uma ocorreu no SPN
encontrado no "primer" B1 e duas nos SNPs localizados no "primer" B2. Na analise
da diversidade para o gene BOR1, foram encontrados 16 Haplétipos, a diversidade
haplotipica encontradas foi de 0,957 e a diversidade Nucleotidica Pi (1T) encontrada
foi 0,00308 em média foi encontrado um SNP para cada 120 pb. Para o gene da
Sorbitol dehydrogenase, foram encontrados 18 Haplétipos, a diversidade haplotipica
encontrada foi de 0,967 e a diversidade Nucleotidica Pi (1) encontrada foi 0,00296

em média foi encontrado um SNP para cada 152 pb.

Palavras-chave: SNPs, déficit Boro, Eucalyptus, haplétipo



ABSTRACT

The Brazil forestry expansion has increased the poor nutritional soils
exploitation. The need for fertilizers correction and / or maintenance involves
considerable production costs, which is incorporated into the final product price. The
reports about boron (B) micronutrient deficiencies in these situations have led to
realization of many works for better understand the mechanisms involved in nutrients
uptake and retranslocation, as well as the materials evaluation that may present
genetic variability for response to their disability. CAGEN group in partnership with
Fibria Company idealized this project for search SNPs in genes related to Boron
absorption and translocation in Eucalyptus. On gene BOR1, was found 35 SNPs of
which, 16 were found in exons and 19 in introns, of which, 13 in B9 primer with two of
these in two exons, 11 in B10 primer with seven of these located in exons and 11
found in B11 primer with seven of them in exons. From gene mutations found in
BOR1, 69% or 24 SNPs were transitional substitutions and 31% or 11 were
transversion substitutions. Of the 16 SNPs found in exons, two of them were found in
B9 primer, seven in B10 primer and seven in B11 primer. Mutations were classified
as synonymous and non-synonymous, being that of 16 SNPs, 12 (75%) had
synonymous mutations and four (25%) had non-synonymous mutations, in these,
three occurred in SPNs found in B10 and one in B11 primer. From gene mutations
found in sorbitol dehydrogenase, was found 19 SNPs, of these, seven were found in
exons, 10 in introns and two in UTRs regions, one at 3’ UTR and one another at &’
UTR. Their distribution was, eight in B1 primer and, of these, one in a 3’ UTR region,
five in exons and two in introns. In B2 primer were found 11 SNPs, two being located
in exons, eight in introns and one in 5’ UTR. Of the seven SNPs found in exons, five
of them were found in B1 primer and two in B2 primer. By these, mutation transition
occurred in six (86%) and transversion mutation in one (14%). Of the seven SNPs
found in exons, four (57%) had synonymous mutations and three (43%) had non-
synonymous mutations, one non-synonymous mutations occurred in the SNP found
in B1 primer and two in the B2 primer. For the BOR1 gene diversity analysis were
found 16 haplotypes, with 0.957 haplotype diversity and 0.00308 nucleotide diversity
Pi (1), on average was found one SNP in each 120 bp. For the sorbitol
dehydrogenase gene, were found 18 haplotypes, with 0.967 haplotype diversity and
0.00296 nucleotide diversity Pi (1), on average was found one SNP in each 152 bp.

Keywords: SNPs, Boron deficit, Eucalyptus, haplotype
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1 INTRODUGAO

O género Eucalyptus pertence a familia Myrtaceae e possui cerca de 900
espécies e subespécies a maioria nativa da Australia (Brooker e kleinig, 2006), com
excecdo de E. urophylla e E. deglupta que séo originais do Timor e Papua Nova
Guiné, respectivamente (Pryor, 1985). E um género florestal de interesse econémico
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 carvdo vegetal utilizado nas
siderurgicas. O eucalipto também ¢é muito utilizado na producdo de laminas,
compensados, aglomerados, madeira serrada, méveis, além de outros produtos
como o Oleo essencial utilizado em produtos de limpeza, alimentos, perfumes e

remédios e o0 mel produzido a partir do pélen de suas flores.

Segundo o relatério de margo de 2011 da BRACELPA a produtividade média
de madeira para celulose entre os anos de 1980 a 2009 sofreu um aumento de 24
para 44m°ha/ano que representa um crescimento de 83%, e ainda indica que o pais
tem potencial para chegar a produtividade média de 70 m®ha/ano (BRACELPA,
2011). A producgéo de celulose apresentou um aumento de 5,6% do ano de 2009
para o 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
exportacdes em 2010 chegarama 6,8 bilhdes de dblares com um saldo comercial de
4,9 bilhdes, gerando 115 mil empregos diretos e 575 mil empregos indiretos
(BRACELPA, 2011). Esse crescimento € 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 planejamentos soOcio-ambientais, manejo
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florestal e organizagdo do setor privado, dentre outros. A madeira utilizada na
producdo de papel é principalmente de eucalipto (81,6%) e pinus (17,2%)

(BRACELPA, 2011).

No Brasil, os produtores de eucalipto sempre se preocuparam com a inclusao
de espécies e populacgdes 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 sé&o E.
grandis, E. urophylla e E. saligna (SBS, 2011). O hibrido conhecido como E.
urograndis é 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 exética mais plantada no
Brasil, isso inclui capacidade de adaptacdo as condigbes ambientais e rapido

crescimento.

O crescimento da atividade florestal levou a necessidade de expandir cada vez
mais as fronteiras silviculturais levando a ocupacao de solos de menor fertilidade,
como os do cerrado. Os solos do cerrado se caracterizam principalmente pelo alto
grau de intemperizacao, baixo pH e baixo teor de matéria organica, o que leva a
classificacdo destes solos como de baixa fertilidade. Portanto, deficiéncias
nutricionais nas culturas instaladas em solos de cerrado sem manejo adequado sao
comuns. Dentre os micronutrientes de maior importancia, o Boro €, juntamente com

o Zinco, sdo os micronutrientes que tem apresentado sintomas mais frequentes de
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deficiéncia em plantios florestais (Novelino et al, 1982) e tem merecido justificavel

atencéao por parte de pesquisadores.

Sendo a deficiéncia de B uma das mais comuns entre todos os micronutrientes,
a fertilizacdo parece ser uma alternativa para a manutengdo e/ou aumento da
produtividade de culturas implantadas em solos com este problema. Mas o alto
custo da fertilizagdo corretiva e de manutencdo tem levado a exploracdo da
variabilidade genética natural entre e dentro de espécies com o objetivo de

selecionar materiais mais tolerantes a esta situacao.

Desta forma, ha a necessidade de identificar caracteristicas adaptativas que
aumentem as chances de sobrevivéncia das plantas nessas condi¢des e introduzi-

las no programa de melhoramento do género.

1.1 O Boro na planta

Loomis & Durst (1992) fazem uma revisdo sobre as primeiras citacbes de
exigéncia de B em plantas vasculares, dando o mérito do primeiro trabalho sobre a
essencialidade de B para Warington em 1923. Somente em 1980 foi teorizada a sua
essencialidade, que seria devida a evolugédo das plantas vasculares, tendo o B um
papel primario na biossintese de lignina (Power & Woods, 1997). Dentro do reino
vegetal, embora o B seja importante na nutricdo de plantas, sua exigéncia difere
grandemente, sendo essencial para o desenvolvimento de mono e dicotiledéneas,

coniferas, mas nao para fungos e algumas algas (Shelp, 1993).

Os nutrientes inorganicos requeridos pelas plantas podem ser fornecidos aos
tecidos em crescimento pelo xilema através da agua da coluna de transpiragao, ou

pelo floema, associado ao movimento de escoamento de solutos inorganicos da
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fonte em direcdo aos tecidos. A raz&o de suprimento de nutrientes inorgénicos para
tecidos em crescimento € um determinante primario da planta em desenvolvimento,
sendo que o suprimento insuficiente resulta em redugédo na taxa de crescimento, o
aparecimento de sintomas de deficiéncia e perda de produtividade. A relativa
contribuicdo do transporte realizado no floema e xilema para o suprimento de
nutrientes varia de espécie para espécie e dentro de espécie, diferindo para cada
elemento (Brown et al, 1999). Os elementos Nitrogénio (N), Fésforo (P), Potassio
(K), Enxofre (S) e Magnésio (Mg) s&o prontamente transportados no xilema ou no
floema, enquanto o Calcio (Ca) e, em muitas espécies, o Boro (B) tém mobilidade
limitada e apenas podem ser suprido em tecidos em crescimento pelo xilema

(Malavolta & Kliemann, 1985).

O transporte de nutrientes como o N, por exemplo, também esta entre as
fungdes dos carboidratos, que pode fazer parte da prépria molécula de carboidrato,
passando a ser denominado de amina. Ja o transporte de B é feito na forma de
complexacao e, com a possivel excegédo do carbono (C), B tem a mais interessante

e diversa quimica de qualquer outro elemento (Power & Woods, 1997).

Shelp (1988) relatou que a concentragéo de B na seiva do xilema de plantas de
brécolis diminuiu para a metade quando o B nao foi aplicado, ou foi removido apés
um periodo de suprimento adequado, enquanto que a concentragdao no floema nao
foi afetada, desaparecendo o gradiente de concentragéo entre os tecidos maduros e
as folhas-dreno jovens. O autor concluiu que, quando o B esteve em concentracbes
abaixo da ideal para a espécie, ele é retranslocado das folhas fonte, através da

corrente do floema, suprindo as folhas em desenvolvimento e a inflorescéncia.
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Uma importante propriedade do acido borico (forma como o boro € absorvido)
estd na habilidade de formar complexos cis-diol (forma com o acido borico é
translocado na planta) com uma variedade de moléculas organicas, como polidis
(manitol, sorbitol, glicerol e dulcitol), ribose, apiose, NAD e frutose (Hu & Brown,
1997). A possivel causa para a eficiéncia ou deficiéncia a pouca disponibilidade de
B pode ser a presenga ou n&o de alguns destes compostos, o que poderia explicar a

diferenca na concentracéo do elemento entre tecidos juvenis e maduros.

1.2 Poliois

As plantas sédo capazes de produzir todo material organico requerido para seu
crescimento, metabolismo e reproducédo a partir de moléculas inorganicas muito
simples obtidas da atmosfera e do solo. Através da energia solar, moléculas
inorganicas, principalmente CO,, fosfato e nitrato ou amdnia sdo incorporados a
biomoléculas como triose fosfato e aminoacidos. Estas moléculas sdo entédo
utilizadas na célula para respiragdo ou para a construgdo de biomoléculas mais
complexas como carboidratos, proteinas e acidos nucléicos séo requeridos para o
crescimento e metabolismo. Em espécies agricolas, a incorporagdo de carbono
fixado na forma de carboidratos é particularmente importante determinando a

producao vegetal (Madore, 1994).

Entre os carboidratos estado os polidis ou polihidroxi alcoois ou ainda agucares-
alcoois, que estao provavelmente presentes em todas as espécies de plantas, mas
apenas em relativamente poucas familias estes compostos sao sintetizados a partir
de carbono fixado fotossinteticamente nas folhas (Loesher, 1987). Bieleski (1982)
calculou que acima de 30% do carbono fixado por algumas plantas esta na forma de
polidis. Os polidis mais comuns sao derivados de agucares hexoses nos quais o

grupo aldose ou quetose é reduzido em um grupo hidroxila. Desta forma, manitol,
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sorbitol (ou glucitol) e dulcitol (ou galactitol) s&o polidis equivalentes das hexoses
glicose, frutose e galactose, respectivamente (Figura 1), e sdo os mais frequentes

hexitdis em angiospermas (Noiraud et al, 2001).

Em espécies que translocam polidis, tecidos vegetativos tais como peciolos,
folhas, caule e raizes podem acumular polidis, mas ndo ha evidéncias de que isto
ocorra por sintese direta, mas possivelmente devido ao transporte realizado pelo
floema. Acgucares e poliois carregam de 60 a 95% do carbono transportado e tem

uma concentragao total acima de 180 mg mL™ (Hendrix, 1994).

CH,OH CH,0OH
H OH HO——H
HO——H HO——H
H——0H H——OH
H—f—OH H——OH
CH,OH CH,0OH
Sorbitol Manitol

Figura 1 - Estrutura dos polidis mais comumente encontrados em plantas.

Existe uma variagdo genética entre espécies para a produgdo de polidis.
Dulcitol, manitol, sorbitol e inositol sdo encontrados em espécies de diferentes
familias. Dulcitol pode ser encontrado em Lauraceae (Bourne, 1958), Celestraceae
e Scrophulariaceae (Nouraid et al, 2001). Sorbitol € comum em Rosaceae tais como
em macieiras, pereiras, pessegueiros e ameixeiras (Loescher, 1987), podendo ser
também encontrados em Plantaginaceae (Noiraud et al, 2001). Manitol é o hexitol

mais amplamente distribuido e esta presente em mais de 100 espécies de plantas
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superiores distribuidas entre varias familias incluindo Platanaceae, Rosaceae

(Bourne, 1958) e Rubiaceae (Bieleski, 1982).

Polibis, como outros acgucares, tém outras importantes fungdes em varios
organismos. Manitol é o poliol mais abundante na natureza, ocorrendo em
bactérias, fungos, liquens e muitas espécies de plantas vasculares (Everard et al,
1994). Este € o mais importante fotoassimilador participando na translocacao e
estoque de metabdlitos (Priestley, 1977) e proporcionando as plantas resisténcia a
salinidade e ao estresse osmotico (Yamamoto et al, 1997) bem como a invasao de

patdgenos (Stoop et al, 1996).

Sorbitol € conhecido por ser o produto de transporte primario de fotossintese
em muitas frutiferas comuns (Loescher, 1987). Em algumas espécies, tais como
macieiras e ameixeiras, sorbitol apresenta aproximadamente as mesmas

concentragbes que sacarose (Bollard, 1970).

1.2.1 Polidis e a Mobilidade de Boro

Desde 1949 ja foi sugerido por Berger que B exerceria uma importante funcao
na translocacéo de agucares. Para Dugger (1983), este elemento estaria envolvido
em muitas vias metabdlicas devido a formacao de complexos com uma variedade de

moléculas hidroxiladas.

Na maioria das espécies de plantas a distribuicdo de B entre os érgéos e os
sintomas de deficiéncia e toxidez deste nutriente indica haver uma restrita
mobilidade (Ferreira & Da Cruz, 1991). Entretanto, B esta presente no floema e é
retranslocado via floema, muitas vezes em quantidades insuficientes para suprir a

demanda de regides em desenvolvimento que ndo prontamente respiram. Ja, em
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espécies que produzem quantidades significantes de polidis nas folhas, B é
prontamente retranslocado. Boro é o unico entre os elementos essenciais para as
plantas que tem mobilidade restrita em algumas espécies e é livremente moével em
outras. Nenhum outro elemento é conhecido por variar tanto quanto a mobilidade

(Brown & Shelp, 1997).

Recentemente tem sido demonstrado que a mobilidade de B varia
grandemente entre espécies. As diferencas na base bioquimica destas espécies
resultam em efeitos fisiologicos e consequéncias agrondmicas ja bem descritas por
Brown & Shelp (1997). Existem evidéncias sugerindo que o principal fator que
confere mobilidade de B no floema para espécies de plantas € a sintese de polidis,
levando a um subsequente transporte do B na forma de complexo B-poliol do floema

para tecidos drenos (Hu et al, 1997).

A demonstragcédo da ocorréncia de mobilidade no floema de complexos B-poliol
fornece uma explicagdo de como ocorre a mobilidade deste nutriente no floema de
espécies como aipo e pessegueiro (Brown & Shelp, 1997). Reforcando a hipdtese
de mobilidade de B através da complexacéo, Brown & Hu (1996) encontraram que,
em espécies em que o sorbitol é o poliol em maior quantidade (espécies ricas em
sorbitol), o B é mdvel, enquanto que em espécies com baixas quantidades de
sorbitol (espécies pobres em sorbitol) o elemento é essencialmente imével. Sorbitol
€ conhecido por formar complexos estaveis 1:2 (B:sorbitol) devido ao arranjo
favoravel em zig-zag do 2-,3- e 4-hidroxilas. A estabilidade do complexo com
sorbitol excede a do complexo 3,4,3',4° manitol (Makkee at al, 1985; Nose & Zenki,
1991). Hu et al (1997) identificaram o complexo 3,4- manitol - B - 3,4’ - manitol na
seiva de floema de aipo e complexos similares de sorbitol e frutose a partir de néctar

floral de pessegueiro.
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A comprovagéo da importancia do sorbitol na mobilidade do B foi dada por
Brown et al (1999). A obtenc&o de plantas de tabaco geneticamente modificadas
para maior producédo de sorbitol por parte destes pesquisadores demonstrou que
estas apresentaram significante aumento da mobilidade de B, altura de plantas e
produtividade em relagdo as plantas controle quando tratadas com baixos teores de
B ou interrupcéo do fornecimento do elemento. Experimentos com B verificaram
ainda que o B é mével em floema de plantas transgénicas, mas imével em plantas
controle (Brown et al, 1999). Leite (2003) isolou em folhas jovens de eucalipto os
polidis sorbitol e manitol, os resultados d&o indicativos que o B apresenta mobilidade

condicional em Eucalyptus.

A compreensao dos mecanismos de transporte de Boro a nivel molecular
avangou muito nos ultimos anos (Takano et al. 2008). Dois diferentes tipos de
transportadores, BOR1 e NIP5;1 foram identificados em A. thaliana como moléculas
requeridas para a eficiente absorcado e transporte de B em condigbes limitantes

(Takano et al. 2002, Takano et al. 2006).

1.3 Funcdes do Boro nas plantas

Desde que Warington (1923) comprovou a essencialidade do elemento B para
as plantas até o momento muitas hipoteses tém sido levantadas sobre suas fungdes
dentro das plantas. Ja em 1957, Skok discutia a possibilidade de que o B seria
requerido pela planta ndo apenas para sintese de parede celular, mas também para
outras fungdes fisioldgicas basicas. Loomis & Durst (1992) concluiram que a rapida
resposta do alongamento do tubo polinico para a remog¢éo do B no meio de cultura

indica que a fung¢ao do B ndo esta envolvida nem com sintese de proteina nem com
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metabolismo de acido nucléico, como havia sido postulado por Parr & Loughman

(1983), mas muito provavelmente a funcao do B seja a unidao de paredes celulares.

Deficiéncia de B produz uma ampla variedade de sintomas levando a
formulacdo de muitas hipéteses sobre suas fungdes, mas sua verdadeira fungao
ainda € um enigma (Loomis & Durst, 1992). Muitas das hipéteses foram baseadas
em observagdes das anormalidades causadas pela auséncia de B no meio de
cultura. As anormalidades podem ser o resultado de uma fungdo primaria do
elemento ou meramente a consequéncia secundaria de um efeito primario (Matoh,
1997). Os efeitos da deficiéncia do B incluem rapida inibigdo do crescimento
meristematico, disrupgéo da formacéo da parede celular, rompimento da membrana
e prejuizo de sua fungao, metabolismo alterado de fendis, metabolismo alterado da

auxina, alteragdo do metabolismo de RNA, DNA e outros (Brown & Hu, 1997).

Yamada (2000) resume as fungbes do B, efeitos fisioldégicos e sintomas de
deficiéncia observados nas plantas. Os sintomas caracteristicos da deficiéncia de B,
como a inibicdo de crescimento, a morte de gema apical, a necrose marginal das
folhas e a perda de produtividade de grdos, seriam conseqiéncias finais das
funcdes basicas do B, que, segundo o autor seriam a sintese de parede, a
integridade de membrana, o metabolismo de fendis, a lignificagdo e o crescimento
reprodutivo. Mas outros pesquisadores tém defendido que a funcdo do B se limita

mais a parede celular.

Cerca de 95 a 98% do B total estéo ligados a parede celular, em condi¢cbes
limitantes de disponibilidade de B, deixando somente uma pequena fragcdo que
possivelmente pode estar envolvida em outras fungées da planta (Matoh et al.,

1992). Em células de tabaco (Nicotiana tabacum), Hu & Brown (1994) descrevem
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que o B encontrado na parede celular correspondeu a cerca de 97% e 64% do B
celular total, sob condicbes de deficiéncia e suficiéncia respectivamente. Porém,
segundo Parr & Louglunan (1983), as fragbes de B na parede n&o sao a razédo para

a essencialidade de B.

Hu & Brown (1994) propuseram uma fungdo fundamental do B na estrutura
fisica da expanséo da parede celular. Eles encontraram que o B esta localizado
principalmente na parede, associado com a pectina. Um complexo B-pectina (B-
ramnogalacturona Il ou B-RGIl) com a parede celular foi isolado e caracterizado por
varios autores (Ishii & Matsunaga, 1996; Kobayashi et al., 1996; O’'Neil et al., 1996) e
sua importancia na regulacéo da razao de crescimento celular foi descrita por O’Neil

et al. (1996).

A reducédo na elasticidade da parede celular em raiz de Curucubita pepo
imediatamente apds a transferéncia de plantas para solu¢do com auséncia de B
também foi relatada por Findeklee & Goldbach (1996). Isto sugere uma funcao de B
na ligagdo de macromoléculas na parede celular. Entretanto, durante o decorrer do
tempo do experimento, eles ndo observaram danos no turgor, sugerindo que o B
primeiramente afeta as propriedades fisicas da parede e que o rompimento da

membrana é um efeito secundario.

Kobayashi & Matoh (1997) propuseram que a determinagéo da localizagcéo de
B na célula parece ser um pré-requisito para a identificacdo das suas funcgdes,
porém esses lugares onde se encontra o acido borico pode ser meramente uma
conseqUéncia de sua ligacao di-ester com grupos cis-diol de agucares e fendis. A
maior parte do B soluvel ocorre no apoplasto, exceto em condigbes de toxidez,

porém isto ndo exclui um possivel envolvimento de B em reagbes metabdlicas no
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simplasto e uma possibilidade de transporte via floema em algumas espécies

(Matoh, 1997).

Diferengas no requerimento e na sensibilidade a baixos teores de B no solo
entre espécies de plantas tém sido relatado (Novelino et al, 1982; Blamey et al,
1984). Dicotiledoneas sao conhecidas como espécies de maior requerimento de B
do que as monocotiledéneas. A variagdo genotipica dentro de espécies pode muitas
vezes ser tdo ampla que o “ranking” de espécies quanto a eficiéncia ao B pode
mudar com a comparacao de gendétipos (Rerkasem & Jamjod, 1997). Por exempilo,
a ordem de eficiéncia ao B entre Glycine max, Vignha radiata e Vigna mungo foi
alterada pela selecdo de diferentes gendétipos por comparagdo (Rerkasem et al.,
1993a). Para o trigo (Triticum aestivum), uma ampla variedade de eficiéncia de B foi

reportada (Rerkasemet al., 1993b).

Pesquisas realizadas em espécies do género Eucalyptus revelaram que estas
respondem de diferentes maneiras a diferentes tratamentos de concentragcéo de B,
indicando a existéncia de um fator genético agindo para maior ou menor
necessidade deste micronutriente para seu metabolismo. Novelino et al. (1982),
estudaram o efeito de cinco niveis de boro em solugéo nutritiva sobre o crescimento
de mudas de Eucalyptus camaldulensis, Corymbia citriodora, E. grandis e E.
paniculata, e observaram que a altura e produgcdo de matéria seca total nas plantas
gue nao receberam o nutriente foram maiores para E. camaldulensis, seguido por E.
grandis e C. citriodora e por ultimo E. paniculata. Estas diferengas entre espécies
dao um grande indicio de que ha um fator genético controlando as variacdes
observadas. Diversos trabalhos sugerem que a mobilidade de B se faz através da
complexacao do elemento B com os polidis sorbitol e manitol (Nose & Zenki, 1991;

Brown & Hu, 1996; Brown & Shelp, 1997; Hu et al., 1997).
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O controle genético da eficiéncia ao B tem sido estudado em varias espécies,
sendo reportado como monogénico por alguns autores. Em espécies como aipo,
tomate e beterraba o controle genético tém se mostrado monogénico. Em girassol,
o controle genético para concentragdo de B foliar, sintomas de deficiéncia e
produtividade de grdos mostrou ter acdo predominantemente aditiva ou epistatica e
apresentavam alta herdabilidade (Rerkasem & Jamjod, 1997). O mesmo tipo de
heranca (aditiva ou epistatica) foi determinado por Blamey et al (1984) também para

girassol para eficiéncia de absorc¢ao de B.

A heranga simples encontrada para alguns caracteres relacionados ao B na
maioria das espécies estudadas teria como conseqiéncia a maior facilidade de
obtencao de material genético tolerante a solos que naturalmente apresentam teores
reduzidos deste nutriente. Isto, obviamente, levaria a maior produtividade e menor

custo de produgcdo em menor tempo de pesquisa.

Existe um forte investimento no pais para o melhoramento genético desse
género florestal, porém o longo tempo necessario para a realizagédo de um ciclo de
melhoramento o torna um dos fatores limitantes. Dai a importancia da incorporagao
de novas ferramentas que possibilitem reduzir esse tempo, como é o caso da
aplicacéo de biotecnologia para melhorar a qualidade e aumentar a produtividade da

madeira a cada ciclo de selec¢ao.

A utilizacdo de marcadores moleculares em programas de melhoramento
genético, dentre outros fatores, permite uma avaliagdo prévia de individuos
superiores, otimizando o processo de selecdo dentro dessas espécies, além de
possibilitar o estudo de caracterizagdo de gendtipo de individuos a partir de células e

tecidos em qualquer estadio de desenvolvimento da planta (Ferreira & Grattapaglia,
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1998). A perspectiva de tornar a selecdo mais eficiente faz com que o melhoramento

de espécies florestais seja uma das areas que mais solicita o uso desta tecnologia.

Ja foram desenvolvidos varios marcadores moleculares de interesse em
diversas espécies vegetais (Junghans, 2000; Moretzsohn et al., 2000; Martins Filho
et al., 2002; Benko-Iseppon et al., 2003), em Eucalyptus grandis foi identificado com
sucesso gene de resisténcia a Puccinia psidii Winter (Junghans et al., 2003) onde foi
construido um grupo de ligagdo com o gene de resisténcia e marcadores a ele
flanqueados. Estes marcadores podem ser utilizados em programas de
melhoramento possibilitando a selegéo precoce de individuos portadores do gene de

interesse.

1.4 Single Nucleotide Polymorfism (SNPs)

SNP é uma variacao do DNA que ocorre quando um unico nucleotideo — A, T,
C, ou G — no genoma difere entre membros de uma espécie, ou entre pares de
cromossomos de um individuo. Por exemplo, duas seqiiéncias de um fragmento de
DNA de diferentes individuos, AGTGCCTGA e AGTGTCTGA,; contém uma diferenca
em um unico nucleotideo. Neste caso diz-se que existem dois alelos: C ou T. Esses
marcadores denominados bialelicos devido ao fato de que, geralmente, apenas dois

alelos s&o observados. (Brookes, 1999).

SNPs sao a forma mais freqliente de variagdo genética em genomas de
vertebrados e invertebrados; sdo codominantes e de facil deteccdo quando
comparados, por exemplo, com microssatélites (Taillon-Miller et al.,1998). Sao
gerados por substituicbes de uma unica base ou pequenos eventos de
delegaol/insergdo, ocorrendo a uma taxa muito baixa de aproximadamente 107

alteragdes por sitio por geracédo, ou menos. SNPs podem estar presentes dentro de
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sequéncias codificantes, regides de genes né&o codificantes, ou em regides
intergénicas. Como apenas uma pequena porcentagem dos genomas codifica
proteinas, a maior parte deles localiza-se fora do DNA codificador. SNPs localizados
dentro desta regido tém particular importancia porque € mais provavel que as
variagdes tenham um significado funcional, em nivel do fenétipo. Entretanto, SNPs
de sequéncias codificantes ndo necessariamente acarretardo em mudangas na
sequéncia de aminoacidos de uma proteina que é produzida, devido a degeneragao

do cddigo genético (Hammer, 1995).

Um SNP em que ambas as formas levam a mesma seqiéncia de polipeptidios
€ denominado sinbnimo. Embora SNPs sindnimos nao alterem a seqiiéncia protéica,
eles podem modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro, e
consequentemente, afetar a quantidade de proteina produzida. Se uma seqiéncia
diferente de polipeptidios é produzida eles sdo nao-sindbnimos, neste caso, a
substituicdo pode ser conservativa ou nao conservativa em fungdo das
caracteristicas dos aminoacidos envolvidos na troca. SNPs localizados em regides
nao codificantes do genoma ou em sitios sinbnimos em regides codificantes sem
impacto direto no genoma fornecem ferramentas de grande utilidade para estudos
de evolucao e genética de populacgdes. Enquanto que, SNPs de sitios ndo sinbnimos
que podem alterar a estrutura e a funcédo das proteinas codificantes, representam
marcadores alvo para se identificar variagdes genéticas associadas com

caracteristicas fenotipicas complexas (Hammer, 1995).

A descoberta de SNPs que afetam a atividade biolégica tem se tornado cada
vez mais importante e vem sendo facilitada pela disponibilidade de um vasto
mapeamento. Os métodos de deteccao de sitios unicos s&o, potencialmente, mais

faceis de automatizar e de aplicar na analise genética em larga escala. Deste modo,
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a informacgéo gerada sobre os SNPs pode ser, posteriormente, utilizada em varios
niveis nas analises do DNA como: marcadores no mapeamento genético; material
de estudo na identificagcdo de SNPs funcionais e seu respectivo fenotipo; ferramenta
para estudos populacionais, por comparag¢do do genoma de individuos de diferentes

populagdes (Zhang & Hewitt, 2003).

1.5 Diversidade nucleotidica e haplétipos de SNP

A variabilidade genética, sendo ela de ocorréncia neutra ou seletiva, pode gerar
variagcbes na composicdo dos organismos. A fonte desta variabilidade é uma
alteracdo subita e herdavel no material genético, caracterizada como mutacgao.
Quando estas sao localizadas e alteram apenas poucas bases, sdo chamadas de
mutacdes de ponto, ou mutagdes génicas. Por outro lado, se as mesmas alterarem
muitas bases ou até cromossomos inteiros, sdo chamadas de mutagdes ou
aberracdes cromossémicas. Segundo Nei e Li (1979), uma das estimativas levando

em conta a diversidade nucleotidica (1) € iepresentada pela formula,

q

mw= E‘ Xj Xidij
i

onde “q” é o numero total de alelos, “xi” &€ a frequiéncia na populagdo (em

1l
|

sequéncias) do alelo “", “xj” é a freqUiéncia na populacado (em seqiéncias) do alelo

i” e “dij” € o numero de diferencas nucleotidicas ou substituicdes por sitio entre os
alelos “I” e “”. Resumindo, € o somatério das diferencas de pares de nucleotideos

entre sequéncias de uma amostra e depende tanto das freqiiéncias quanto do

numero de sitios polimorficos. Um exemplo para entendimento dos diferentes
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parametros de diversidade estimados, consideremos um conjunto de 10 seqiéncias

de 11 bases, conforme esta indicado abaixo:

AGCTHAATTAG
AGCTRAATTHG
AGCTHAATTAG
AGTTEAATTAG
AGCTHAATTAG
AGCTJAATTAG
CGCTTAATTAG
CGCTTAATTAG
CGCTTAATTAG

AGCBTARTTAG

Observando estas seqiiéncias temos que:

n = numero de nucleotideos , n = 11

S = numero total de sitios segregantes = 6

Ps = numero total de sitios segregantes por nucleotideo = 6/11 = 0,545
Considerando apenas as primeiras quatro sequencias:

AGCTIAATTAG
AGCTRAATTIG
AGCTJAATTAG
AGTTIJAATTAG

A diversidade nucleotidica 1 € igual a:
m=(1/a)x Zdiferengas/(axn)=
m="%x(12/(4x11)) = 0,06818
onde

n = numero de nucleotideos , n = 11
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a = tamanho da amostra (nUmero de seqiéncias) = 4

O conceito de haplétipo esta intimamente relacionado a diversidade
nucleotidica, e tem como significado, o padrédo de associagdo de SNPs que séo
herdados conjuntamente, isto €, segregam conjuntamente e caracterizam um grupo,

espécie ou populagéo.

Hoje, a tecnologia disponivel e a emergéncia de ferramentas de genotipagem
de alta resolugdo tém acelerado o desenvolvimento de um grande numero de
programas de pesquisa, gerados a partir de projetos genoma, incluindo ferramentas
de genotipagem “high-throughput” para identificar polimorfismos de Unico
nucleotideo (Syvanen, 2001). Isto os tem tornado marcadores genéticos de escolha
para o mapeamento de alta-resolugcdo, genética de populagbes e estudos de

associagao alélica (Botstein & Risch 2003).

1.6 Genes Candidatos

Foram escolhidos para este trabalho cinco genes candidatos trés deles
relacionados a producdo e/ou degradacdao de sorbitol e manitol e dois
transportadores de raiz responsaveis pela captagao de boro via xilema. Sendo estes:
Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase, enzima responsavel pela penultima etapa da
via de produgcdo do Sorbitol (Figura 2A), Sorbitol dehydrogenase, enzima
responsavel pela degradagdo do Sorbitol (Figura 2B), Mannose-6-phosphate
isomerase (phosphomannose isomerase) enzima responsavel pelo primeiro passo

na via de producado do manitol (Figura 2C).

BOR1 é um transportador de acido bérico através do carregamento via xilema

(Takano et al. 2002), sendo identificado um mutante do gene BOR1-1 em A.
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thaliana. O mutante BOR1-1 exibe severa inibicdo do crescimento e tem fertilidade
reduzida em limitacdo das quantidades de B (Noguchi et al. 1997) sendo deficiente
na captagédo de B da raiz para a planta (Noguchi et al. 2000). A super expresséo de
BORA1, resultou na melhora do crescimento da planta e fertilidade sob condigbes de

deficiéncia ao B (Miwa et al. 2006).

O transportador NIP5;1 é um membro da familia de proteinas MIP (major
intrinsic protein) e pertence a subfamilia NIP (nodulin 26-like intrinsic protein) sendo
identificado em A. Thaliana como um canal de acido bérico requerido para o
crescimento da planta sobe condi¢des de limitagdo de B (Takano et al. 2006). As
proteinas MIPs sdo canais de agua ou de pequenas moléculas nédo carregadas
(Wallace et al. 2006 ). Em condigbes limitantes de B, a NIP5;1 faz a regulagéo
positiva dos niveis de mRNA e mutantes NIP5;1 exibem severa redugdo do
crescimento da planta e raiz. A interacao dos dois transportadores pode ser vista na

Figura 3.
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Figura 2 - Rota metabdlica da producdo do sorbitol Figura 2A, onde esta localizada a Sorbitol-6-
phosphate dehydrogenase, enzima responsavel pela penultima etapa da via de produgdo do Sorbitol,
Figura 2B Rota metabdlica da degradacdo do sorbitol onde se se encontra a enzima Sorbitol
dehydrogenase, responsavel pela degradagéo do Sorbitol, Figura 2C rota metabdlica onde se encontra a
enzimao manitol Mannose-6-phosphate isomerase (phosphomannose isomerase) enzima responsavel
pelo primeiro passo na via de produgdo do manitol. (Imagens obtidas em: http://metacyc.org/)
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Figura 3 - Modelo de transporte de Boro em raizes Arabidopsis thaliana, submetidas a limitagéo de boro,
Sob Limitagdo de B, NIP5;1 aumenta a permeabilidade do acido bdrico as membranas celulares, e facilita
fluxo de B do solo pelas células da raiz. BOR1 Exporta B para o xilema e para fora das células de acordo
com um gradiente de concentragdo. Quando em altas concentragcdes de B, a expressdo de NIP5;1 e
BOR1 e regulada por mecanismos transcricional e pos transcricional respectivamente, sendo que a
regulacéo negativa de NIP5;1 e BOR1 pode ser benéfica para evitar a toxidade em casos de altas
concentragbes de B. (Figura adaptada de Miwa e Fujiwara, 2010).

Diante disso o Centro de Anélises Genbmicas (CAGEN) do Instituto de

Biociéncias da UNESP de Botucatu - SP, em parceria com a empresa FIBRIA,

desenvolveu este projeto que visa a busca de marcadores moleculares em genes

candidatos para a caracteristica de tolerancia ao déficit de B.

2 Objetivos

2.1 Objetivos Gerais

Identificacdo de SNPs em genes candidatos relacionados a sintese

e

degradagdo do manitol e sorbitol e dos transportadores BOR1 e NIP5;1 em

eucalipto.
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2.2 Objetivos Especificos

» ldentificacdo, desenho de "primers", sequenciamento e validagéo para
confirmar a regido amplificada de genes especificos relacionados com a
translocacao e absor¢ao de boro em eucaliptos.

> ldentificagdo dos potenciais SNPs através do sequénciamento direto e
alinhamento dos individuos.

» Genotipagem de individuos utilizando os SNPs encontrados.

» Disponibilizar marcadores que poderéao ser utilizados na genotipagem de
populacdes de Eucalyptus contrastantes na eficiéncia ou ndo eficiéncia

na absorgao de Boro.

3 Material e Métodos

3.1 Material vegetal

Para padronizagdo dos “primers” e sequénciamento iniciais foram utilizados
quatro individuos hibridos formados pelo cruzamento de E. urophylla x E. grandis
conhecido como urograndis sem parentesco entre si, ja para a procura e ensaios de
genotipagem com SNPs foram utilizados 12 individuos, sendo seis individuos meio
irmaos de E. Urophylla e seis hibridos formados pelo cruzamento de E. urophylla x
E. grandis sem parentesco entre si. Todos oriundos do programa de melhoramento

da empresa FIBRIA.
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3.2Procura dos Genes candidatos

A procura dos genes candidatos sorbitol deidrogenase, phosphomannose
isomerase, sorbitol-6-phosphate dehydrogenase, sorbitol dehydrogenase, BOR1e
NIP5;1, inicialmente foi realizada em Arabidopsis Thaliana em seguida as
sequéncias de aminoacidos foram utilizadas como referéncia para procura de
sequéncias expressas similares no banco de dados de seqiéncia de ESTs de
eucaliptos da empresa FIBRIA, utilizando tBlastx (Altschul et al., 1997), os clusters
de maior similaridade com a seqiiéncia de referéncia foram anotados, em seguida
estes clusters foram usados como base para a procura da sequéncia completa no
banco de dados do genoma completo de eucaliptos disponivel em

(http://www.phytozome.net).

Estas sequéncias foram utilizadas para o desenho dos “primers”, que apos
padronizacao, foram sequienciadas para confirmar se as seqiéncias amplificadas

correspondem aos clusters desejados.

3.3 Extracdo de DNA

Para a extracdo do DNA foi utilizado o protocolo descrito por Ferreira &
Grattapaglia (1998). A qualidade do DNA foi observada em gel de agarose 0,8% a
quantificacdo e pureza foram efetuadas por espectrofotdmetro especifico
NanoDrop® ND-1000, equipamento que fornece automaticamente a concentracéo
do DNA em ng/ul e razbes de pureza onde uma razdo acima de 1,8 na faixa de
absorbancia 260/280 nm o DNA é considerado puro sendo também fornecida uma

razdo secundaria onde a razdo entre 260/230 nm valores de 1.8 a 2.2 sdo
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considerados para DNA puro. Com estes resultados o DNA foi diluido para uso na

concentragéo de 15 ng/pl.

3.4 Selecéao dos oligonucleotideos iniciadores

Os pares de oligonucleotideos iniciadores foram construidos para amplificarem
produtos em torno de 1000-1200 pb. Utilizando o programa PerlPrimer v1.1.14
(Marshall OJ, 2004). A melhor temperatura de reagéo para cada oligonucleotideo foi
determinada utilizando-se um termociclador PT-100 (Mj Research, Inc., Watertown,

MA, USA).

3.5 Condi¢des de amplificagéo

A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em 32 ciclos de 1
minuto a 95 °C, 1 minuto a X °C e 1 minuto a 72 °C, onde X (temperatura de
anelamento de cada oligoiniciador ). Cada reagao foi composta por 30 ng de DNA
gendmico, 0,3 pM de cada “primer” e concentragéo final de 1x PCR Master Mix
(produto comercial composto por: 50 units/ml de Tag DNA polymerase em buffer de
reacdo com (pH 8.5), 400pM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400pM dTTP, 3mM
MgClI2) em um volume final de 10 pl. As amplificagbes foram efetuadas em
termociclador PTC-100 (MJ Research, Inc., Watertown, MA, USA). O fragmento
resultante foi visualizado em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo e
comparado com um padrdo de peso molecular para confirmagdo do tamanho do

fragmento amplificado.

3.6 Purificacdo dos produtos de PCR
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Os fragmentos de PCR de cada individuo foram purificados por reacao
enzimatica adicionando-se 1,5 pl da enzima ExoSAP IT (GE Healthcare) em 4 pl do
produto de PCR, incubadas a 37° C por 45 minutos e a 80° C por 25 minutos. Apos
purificagdo o produto da PCR foi quantificado utilizando-se espectrofotobmetro

especifico NanoDrop® ND-1000.

3.7 Reagéo de Sequenciamento

As sequéncias de DNA foram determinadas em sequenciador automatico ABI
3100 (Applied Biosystems®) utilizando-se 2 pl de 2,5 Save Money (400mM Tris-HCI
pH 9,0, 10mM MgClI2), 2 pl BigDyeTM Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction
Kit versdo 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 5 pmol dos oligonucleotideos
forward e reverse e produto de PCR purificado suficiente para 400 ng de DNA e H20
g.s.p.. As reagdes foram realizadas em um termociclador PTC-100 (MJ Research,
Inc., Watertown, MA, USA) com os ciclos de temperatura programados para: inicio a
96°C por 2 minutos seguidos de 40 ciclos de 96°C por 30 segundos, 53°C por 45
segundos e 60°C por 4 minutos. Apds a amplificacdo as amostras foram mantidas a
6°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram realizadas duas reacgdes, sendo

uma para oligonucleotideo “foward” e outra para o “reverse”.

3.8 Precipitacdo das reacdes de sequienciamento

As reacdes de seqiienciamento foi adicionado 40 pl de isopropanol 75% e
incubado a temperatura ambiente (T.A.) por 20 min. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a velocidade de 4000 rpm por 45 min a T.A. O isopropanol foi

removido invertendo os tubos e, a seguir, foi adicionado 200 pl de etanol 70%
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seguida de centrifugacdo a 4000 rpm por 10 mim a T.A. Todo o etanol foi removido
com auxilio de micropipeta. As amostras foram secas a T.A. e o produto
ressuspendido em 10 yl de Formamida Hi-DiTM (Applied Biosystems). No momento
da aplicagcdo as amostras foram aquecidas a 95°C por 5 min e rapidamente

transferidas para o gelo.

3.9 Alinhamento das Seqiuiéncias e procura de SNPs

Os eletroferogramas das sequéncias “forward” e “reverse” foram utilizados para
gerar um consenso entre todos os “foward” e todos os “reverse” de cada “primer”.
Quando possivel um consenso entre “foward” e “reverse” foi montado, para tanto foi
utilizado o programa ChromasPro verséo 1.42 (Copyright©2003-2007 Technelysium
Pty Ltd). Ap6s o consenso ter sido gerado a seqiiéncia resultante foi confrontada
com a sequéncia do cluster onde originalmente foi desenhado o “primer” utilizando-
se a ferramenta Blast, para confirmar se a seqiéncia amplificada por PCR tem
similaridade com o cluster de origem ap6s esta confirmacéo foi realizada a

identificac&o visual de potenciais SNPs.

3.10 Analise da diversidade

Utilizando o programa DnaSP 5.10 (www.ub.es/dnasp) (Rozas et al., 2003)
foram obtidas as seguintes estimativas: a) Numero total de sitios segregantes (S); b)
Diversidade nucleotidica ™ (Nei e Li, 1979; Nei, 1987), o numero médio de
diferencas nucleotidicas (SNPs, polimorfismos de bases individuais); e haplétipos de

SNP.
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4 Resultado e Discussio

4.1 Procura dos genes

4.1.1 Gene BOR1

Foi encontrado um "cluster" similar ao do gene BOR1 de Arabidopsis thaliana
no banco de dados de seqiiéncia de ESTs de Eucalyptus da empresa FIBRIA,
indicando que em Eucalyptus ha sequéncias expressas similares ao respectivo
gene. Este "cluster" foi utilizado para procura da sequéncia completa no banco de
dados do genoma completo de Eucalyptus disponivel em
(http://www.phytozome.net) retornando como resultado, um agrupamento com 4200
pb com alta similaridade (valor de e-value 0.0). Este agrupamento foi nomeado pelo
banco de dados como scaffold_8 e abrange o mesmo da posicdo 58896000 a

58900199 (Figura 4).

Defline Score E

scaffold_8 69623 0 Feature scale

Figura 4 — Resultado do Blast do EST similar aoc BOR1 contra o genoma completo, este foi utilizado para estimar o
gene completo.

Apos ter se obtido a sequéncia, a proteina foi predita usando a ferramenta
FGENESH do Foftberry disponivel em (http://linux1.softberry.com/berry.phtml), a
proteina prevista contem 660 aminoacidos. Esta foi utilizada para a procura por
similaridade no GenBank usando a ferramenta tblastn e a mesma retornou
resultados com alta similaridade para o gene BOR1 (Tabela1). O alinhamento do
EST com a sequiéncia completa permitiu estimar o numero de exons e introns da

mesma sendo encontrados 11 exons e 10 introns. Em A. thaliana foram observadas
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duas versdes do gene, uma com 11 exons e 10 introns com estrutura semelhante a
prevista em Eucalyptus e uma com 12 exons e 11 introns, a duas versao possuem

um pequeno intron no exon 10 (Figura 5).

Tabela 1- Alguns resultados do tblastn, usando a proteina prevista para gene BOR1 .

Acesso Descrigéo E-Value
NM 001084602.1 Arabidopsis thaliana BOR1 (REQUIRES HIGH BORON 1); anion 0.0
exchanger/ boron transporter (BOR1) mRNA, complete cds
Arabidopsis thaliana BOR1 (REQUIRES HIGH BORON 1); anion
NM_180138.2 exchanger/ boron transporter (BOR1) mRNA, complete cds 0.0
GU827643.1 Brassica napus boron transporter (BOR1) mRNA, complete cds 0.0

Protein Coding Gene Hodels
AT2G47160 .1 (BOR1Y

Confidence @ ®k&x (T2)
AT2G47160.2 (BORL)

/\ ConfFidence = ¥¥%¥ (T2)

B
Figura 5 — figura 5A Representa o loco AT2G47160 (BOR1) em Arabidopsis thaliana em suas duas

versdes a superior com 12 exons e 11 introns e a inferior com 11 exons e 10 introns, figura 5B mostra
estrutura prevista em Eucalyptus, onde é possivel observar o mesmo numero de introns e exons
observados em uma das versdes de Arabidopsis thaliana estrutura esta semelhante porem com introns
de tamanho diferentes.
Considerando o DNA gendmico sem as UTRs o gene em A. thaliana apresenta
3048 pb e em Eucalyptus 3860 pb sendo esta diferenca devido principalmente aos

introns de Eucalyptus serem maiores que os de A. thaliana.

4.1.2 Gene NIP5; 1

Foi encontrado "cluster" similar ao do gene NIP5;1 de Arabidopsis thaliana no
banco de dados de seqiiéncia de ESTs de Eucalyptus da empresa FIBRIA,
indicando que em Eucalyptus ha sequéncias expressas similares ao respectivo

gene. Este "cluster" foi utilizado para procura da sequéncia completa no banco de
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dados do genoma completo de Eucalyptus disponivel em
(http://www.phytozome.net) retornando como resultado um agrupamento com 4900
pb com alta similaridade (valor de e-value 0.0). Este agrupamento foi nomeado pelo
banco de dados como scaffold_ 4 e abrange o mesmo da posicao 40056900 a

40061399 (Figura 6).
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Figura 6 — Resultado do Blast do EST similar a NIP5;1 contra o genoma completo, este foi utilizado para
estimar o gene completo.

Apos ter se obtido a sequéncia, a proteina foi predita usando a ferramenta
FGENESH do site http://linuxl.softberry.com/berry.phtml, a sequéncia de
aminoacidos prevista contem 294 aminoacidos e foi utilizada para uma procura por
similaridade no GenBank usando a ferramenta tblastn e a mesma retornou

resultados com alta similaridade para o gene NIP5;1 (Tabela 2).

O alinhamento do EST com a seqUéncia completa permitiu estimar o numero
de exons e introns da mesma, sendo encontrados quatro exons e trés introns, os
mesmos numeros sao observados em A. thaliana (Figura 7), da sequéncia de 4900

pb, 885 pb sao referentes a exons.
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Tabela 2 — Alguns resultados do tblastn, usando a proteina prevista para gene NIP5;1.

Acesso Descricdo E-Value

NM 117106.2 Arabidopsis thaliana putative aquaporin NIP5-1 (NIP5;1) mRNA,

complete cds 3e-143

XM 002276283.2 PREDICTED: Vitis vinifera probable aquaporin NIP5-1-like

(LOC100265051), MRNA 6e-148

XM 002317606.1 Populus trichocarpa aquaporin, MIP family, NIP subfamily, mRNA 5e-154

Protein Coding Gene Hodels
AT4GLO3E0.1 CNLME, NLME, NIPSE361)

A Confidence @ ##&E (T2

- — -
B

Figura 7 - Figura 7A Representa o loco AT4G10380 (NIP5;1) em Arabidopsis thaliana, figura 7B
mostra estrutura prevista em Eucalyptus, onde é possivel observar o mesmo numero de introns e
exons estrutura esta semelhante porem com introns de tamanho diferentes.

Considerando o DNA gendmico sem as UTRs o gene em A. thaliana apresenta
1521 pb e em eucalipto 4391 pb sendo esta diferenca devido principalmente aos
introns de Eucalyptus serem maiores que os de A. thaliana, na qual os exons

somam 915 pb.

4.1.3 Gene da enzima Sorbitol dehydrogenase

Foi encontrado cluster similar ao do gene Sorbitol dehydrogenase de Malus
domestica no banco de dados de seqiéncia de ESTs de Eucalyptus da empresa
FIBRIA, indicando que em Eucalyptus ha sequéncias expressas similares ao
respectivo gene. Este cluster foi utilizado para procura da sequéncia completa no
banco de dados do genoma completo de Eucalyptus disponivel em
(http://www.phytozome.net) retornando como resultado um agrupamento com 2889

pb com alta similaridade (valor de e-value 0.0). Este agrupamento foi nomeado pelo
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banco de dados como scaffold_11 e abrange o mesmo da posigcao 2624787 a

2627676 (Figura 8).
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Figura 8 — Resultado do Blast do EST similar a sorbitol dehydrogenase contra o genoma completo, este foi
utilizado para estimar o gene completo.

Apos ter se obtido a sequéncia, a proteina foi predita usando a ferramenta
FGENESH do site http:/linux1.softberry.com/berry.phtml, a proteina prevista contém
290 aminoacidos, esta foi utilizada para uma procura por similaridade no GenBank
usando a ferramenta tblastn e a mesma retornou resultados com alta similaridade

para o gene da sorbitol dehydrogenase (Tabela 3).

O alinhamento do EST com a seqiiéncia completa permitiu estimar o numero
de exons e introns da mesma, sendo encontrados quatro exons e trés introns, da
sequéncia de 2889 pb, 873 pb sao referentes a exons. Em A. thaliana ha duas
versdes para 0 gene uma com cinco exons e quatro introns e outra com seis exons e
cindo introns, neste caso apesar da similaridade encontrada na proteina prevista em
eucalipto com a de Arabidopsis a estrutura do gene prevista é diferente da existente

em A. thaliana (Figura 9).



Tabela 3 — Alguns resultados do tblastn, usando a proteina prevista para gene da sorbitol
deidrogenase.

Acesso Descri¢ao E-Value
AF370161.1 Arabidopsis thaliana putative sorbitol dehydrogenase (At5g51970) mRNA, 0.0
_— complete cds
FJ481100 1 Prunus salicina var. cordata NAD-dependent sorbitol dehydrogenase 0.0
E— mRNA, complete cds

Prunus persica mRNA for NAD-dependent sorbitol dehydrogenase,
AB025969.1 complete cds 0,0
AY849316.1 Malus x domestica sorbitol dehydrogenase (SDH6) mRNA, complete cds 1e-177

Considerando o DNA genbmico sem as UTRs o gene em A. thaliana
apresenta 1589 pb e em Eucalyptus 1982 pb sendo esta diferenca devido
principalmente aos introns de Eucalyptus serem maiores que os de A. thaliana, na

qual os exons somam 1029 pb.

Protein Coding Gene Hodels
ATEGEE1970.1

Confidence @ ##%% (T2)
ATHGE1970.2

A Confidence @ ®EEE (T2)

B

Figura 9 — figura 9A Representa o loco AT5G51970 (sorbitol dehydrogenase) em Arabidopsis thaliana
em suas duas versdes a superior com cinco exons e quatro introns e a inferior com seis exons e cinco
introns, figura 9B mostra estrutura prevista em Eucalyptus, onde e possivel observar uma estrutura com
quatro exons e trés introns, estrutura esta diferente da observada nas duas versdes de A. thaliana.

4.1.4 Gene da enzima Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase

(Aldose-6-phosphate reductase)

Foi encontrado cluster similar ao do gene Aldose-6-phosphate reductase de
Malus domestica no banco de dados de sequéncia de ESTs de Eucalyptus da
empresa FIBRIA, indicando que em Eucalyptus ha sequéncias expressas similares

45



ao respectivo gene, este cluster foi utilizado para procura da sequéncia completa no
banco de dados do genoma de Eucalyptus disponivel em
(http://www.phytozome.net) retornando como resultado um agrupamento com 3150
pb com alta similaridade (valor de e-value 0.0). Este agrupamento foi nomeado pelo
banco de dados como scaffold_ 9 e abrange o mesmo da posi¢cao 23937840 a

23940989 (Figura 10).
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Figura 10 - Resultado do Blast do EST Similar a Sorbitol_6_phosfatase Dehydrogenase contra o
genoma completo, este foi utilizado para estimar o gene completo.

Apos ter se obtido a sequéncia a proteina foi predita usando a ferramenta
FGENESH do site http://linux1.softberry.com/berry.phtml, a proteina prevista contém
357 aminoacidos, esta foi utilizada para uma procura por similaridade no GenBank
usando a ferramenta tblastn e a mesma retornou resultados com alta similaridade

para o gene da Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase (Tabela 4).

O alinhamento do EST com a sequiéncia completa permitiu estimar o numero
de exons e introns da mesma sendo encontrados seis exons e cinco introns, da

sequencia de 3150 pb, 1074 pb sio referentes a exons (Figura 11).
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Tabela 4 — Alguns resultados do tblastn, usando a proteina prevista para gene da Sorbitol-6-
phosphate dehydrogenase.

Acesso Descricao E-Value
PREDICTED: Vitis vinifera NADP-dependent D-sorbitol-6-
XM_002269196.2 phosphate dehydrogenase-like (LOC100243586), mRNA 4e-148

Arabidopsis thaliana aldose-6-phosphate reductase (NADPH2)

NM 127698.3 (AT2G21260) mRNA, complete cds 5e-146
BT025872.1 Arabidopsis thaliana At2g21260 mRNA, complete cds 6e-147
Glycine max NADP-dependent D-sorbitol-6-phosphate !
NM_001253237.1 dehydrogenase-like (LOC100806500), mRNA le-144
Protein Coding Gene Hodels
AT2G21260.1 (T2_td_Star))
—— - _— I

B

Figura 11 - figura 11A Representa o loco AT2G21260.1 Sorbitol_6_phosfatase Dehydrogenase
(aldose-6-phosphate reductase) em A. thaliana que apresenta seis exons e cinco introns, figura 11B
mostra estrutura prevista em Eucalyptus, onde e possivel observar o mesmo numero de introns e
exons estrutura esta semelhante porem com introns de tamanho diferentes.

Considerando o DNA gendmico sem as UTRs o gene em A. thaliana
apresenta 1112 pb e em Eucalyptus 2894 pb sendo esta diferenca devido
principalmente aos introns de eucaliptos serem maiores que os de A. thaliana, na
qual os exons somam 930 pb.

4.1.5 Gene da enzima Mannose-6-phosphate isomerase
(Phosphomannose isomerase )

Foi encontrado cluster similar ao do gene Mannose-6-phosphate isomerase
de A. thaliana no banco de dados de sequéncia de ESTs de Eucalyptus da empresa
FIBRIA, indicando que em Eucalyptus ha sequéncias expressas similares ao
respectivo gene, este cluster foi utilizado para procura da sequéncia completa no
banco de dados do genoma de Eucalyptus disponivel em
(http://lwww.phytozome.net) retornando como resultado um agrupamento com 3900

pb com alta similaridade (valor de e-value 0.0) este agrupamento foi nomeado pelo
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banco de dados como scaffold 6 e abrange o mesmo da posicdo 34607500 a

34611399 (Figura 12).

:ﬂ::::lu: Score E 1arge

- 6433 0 Feature scale

- o] S— J—

Figura 12 — Resultado do Blast do EST similar a Mannose-6-phosphate isomerase contra o genoma
completo, este foi utilizado para estimar o gene completo.

Apobs ter se obtido a sequéncia a proteina foi predita usando a ferramenta

FGENESH do site http://linux1.softberry.com/berry.phtml, a proteina prevista contém

439 aminoacidos e foi utilizada para uma procura por similaridade no GenBank
usando a ferramenta tblasth a mesma retornou resultados com alta similaridade

para o gene da Mannose-6-phosphate isomerase (Tabela 5).

O alinhamento do EST com a sequéncia completa permitiu estimar o niumero
de exons e introns da mesma sendo encontrados cinco exons e quatro introns, da

sequencia de 3900 pb, 1320 pb s&o referentes a exons (Figura 13).

Tabela 5 — Alguns resultados do tblastn, usando a proteina prevista para gene da Mannose-6-
phosphate isomerase.

Acesso Descric&o E-Value

NM 111125.3 Arabidopsis thaliana mannose-6-phosphate isomerase (MEE31) 0.0
- mRNA, complete cds

XM 002283890.1 PREDICTED: Vitis vinifera mannose-6-phosphate isomerase-like

(LOC100263511), mMRNA 0.0
XM 002526947.1 Ricinus communis mannoserfér;\jhgsphate isomerase, putative, 0.0
XM 003541272.1 PREDICTED: Glycine max mannose-6-phosphate isomerase-like 0.0

(LOC100792369), mMRNA
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Figura 13 — figura 13A Representa o loco AT3G02570 (Mannose-6-phosphate isomerase) em A.
thaliana que apresenta cinco exons e quatro introns, figura 13B mostra estrutura prevista em
Eucalyptus, onde e possivel observar o mesmo ndmero de introns e exons estrutura esta semelhante
porem com introns de tamanho diferentes.

Considerando o DNA genbmico sem as UTRs o gene em A. thaliana
apresenta 1533 pb e em eucalipto 3785 pb sendo esta diferenca devido
principalmente aos introns de eucaliptos serem maiores que os de A. thaliana, na

qual os exons somam 1299 pb.

4.2 Desenho dos "primers" e padronizacao

As sequéncias recuperadas do genoma completo foram utilizadas como base
para o desenho de “primers” que permitiram a amplificacdo da regido dos genes
BOR1, NIP5, Sorbitol dehydrogenase, Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase e
Mannose-6-phosphate isomerase, sendo desenhados dois "primers" para Sorbitol
dehydrogenase, trés para BOR1, Sorbitol-6-phosphate e Mannose-6-phosphate
isomerase e quatro para NIP5, os nomes dos "primers" desenhados para cada um

dos genes pode ser observado na (Tabela 6).
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Tabela 6 - Nome de cada "primer" desenhado para os genes em
estudo.

Gene Nome do primer

sorbitol dehydrogenase

B1
B2

Mannose-6-phosphate isomerase

B3
B4
B5

Sorbitol-6-phosphate dehydrogenase

B6
B7
B8

Bor1
B9
B10
B11

Nip5
B12
B13
B14
B15

4.3 Teste e padronizagcéo dos “primers”

Estes “primers” foram ressuspendidos em uma solugédo estoque a 100 pM e
posteriormente diluidos para uso a 10 uM. Foram utilizados quatro individuos para

padronizacao destes “primers”, sendo efetuado testes de temperatura e

concentragdo de DNA e "primers" até se obter um bom padrédo de amplificagao.

Todos os primers testados amplificaram bandas uUnicas, sendo possivel

utilizar os mesmos pra sequienciamento, (Figura 14).
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Figura 14 - Gel agarose 1% com amplificagdo obtida com os “primers” descritos na (Tabela 6).

4.4 Sequenciamento e confirmacao da regido esperada

Para confirmar a amplificagdo com a regido identificada no genoma,
inicialmente foram sequénciados quatro individuos com todos os “primers”
relacionados na (Tabela 6). As sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o
software Cromas pro versao 1.41. A sequéncia consenso foi comparada com a
sequéncia obtida inicialmente do genoma de Eucalyptus disponivel em
http://www.phytozome.net, sendo confirmada a amplificacdo da regido esperada para

todos os "primers" testados.

Apds o sequénciamento inicial e a confirmagado da regido esperada em cada
"primer" foi realizado um piloto para a localizagéo e genotipagem de SNPs com 12
individuos, utilizando para isto os genes BOR1 e Sorbitol dehydrogenase, sendo
estes escolhidos por um estar relacionado a absor¢ado do boro via xilema e o outro

tendo relagdo com o sorbitol envolvido na translocac&o de boro.
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Para os trés genes restantes nao foi feita a procura e genotipagem de SNPs,
a mesma sera realizada através de sequenciamento direto, quando tivermos a
disponibilidade de uma populagdo composta por individuos contrastantes para a
caracteristica de eficiéncia e néo eficiéncia ao déficit de boro, oriunda de populagéo

a ser obtida pela Empresa Fibria.

4.5 Ensaio de genotipagem de SNPs com aregido dos genes BOR1 e
Sorbitol dehydrogenase

45.1 Sequenciamento
Os “primers” B9, B10, B11, B1 e B2 foram utilizados para seqiienciamento.

Primeiramente foi efetuada uma PCR com cada um dos “primers” utilizando 12

individuos.

Apds a reacdo de PCR, seu produto foi purificado por reacdo enzimatica
como descrito anteriormente e apés purificacdo o produto foi quantificado, obtendo-
se em média 450 ng/ul. Foi realizado o sequenciamento das sequéncias “Foward” e
‘Reverse", sendo possivel realizar o alinhamento das mesmas e procura de

potenciais SNPs.

45.2 Procura de SNPs

Apos o seqlienciamento, foi possivel o alinhamento e procura de SNPs com
cada um dos "primers" citados. O alinhamento foi realizado com o Software
ChromasPro versao 1.41 (Copyright©2003-2007 Technelysium Pty Ltd) e os SNPs
identificados visualmente, a Figura 15 mostra um exemplo de alinhamento e um sitio

de SNP.
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580 57 580 530 a00

A CTRGCTCHN T GOGC AR CARCATYTAGAGRGTTAR R RGGCATCCAGRGCCOCT OGS

b e o

540 550 bao 570 520 ]

L CTRGCTCGTGHGC AR CARCH T TAGRGRAGT TRAR A RGECATCCAGRGOCCTOGS

e

550 560 70 580 540 L]

ACTRAGCTCCTEOGC A ARG T T AGAGRAGT TAR R REGECATCCAGREOOCT OGS

o A

550 560 570 580 530

AR CTRGCTCCTGOGC AR CARCGT T AGAGRGTTAR R RGGCATCCAGRGCOCT OGS

ittt A

Figura 15 - Identificagdo de um SNP A/G no “primer” B2, atraves de alinhamento de quatro sequencias.

4.5.3 Genotipagem BOR1

Como resultado da procura de SNPs no gene BOR1, foi encontrado um total
de 35 SNPs, destes, 16 foram encontrados em exons e 19 em introns. Distribuidos
da seguinte forma, 13 no “primer” B9 e destes dois em exons, 11 no “primer” B10
com sete localizados em exons e 11 encontrados no “primer” B11 com sete deles

em exons (Tabela 7).

Quanto a classificagdo de mutagbes de substituicdo por transicdo e
transversao nos SNPs encontrados no gene BOR1, 69% ou 24 do total de 35 SNPs
encontrados foram substituicdo por transicdo e 31% ou 11 dos 35 foram
substituicdes por transversao (Tabela 7), sendo transicado quando uma pirimidina e
substituida por outra pirimidina e transverséao quando uma purina e substituida por
uma pirimidina ou uma pirimidina e substituida por purina. Geralmente as
substituicdes por transicdo ocorrem com maior frequéncia no genoma de diversos

organismos (Lewin, 2009).
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454 Classificag&do dos SNPs localizados nas regides
codificantes

Como os SNPs encontrados em regibes codantes podem alterar o
aminoacido e com isso a proteina; os mesmos foram classificados quanto ao tipo da
mutac&o, posicdo da mutagdo no codom e tipo de substituigdo ocorrida. Dos 16
SNPs encontrados em exons, dois deles foram encontrados no “primer” B9, sete no
“‘primer” B10 e sete no “primer” B11. Destes ocorreram mutagbes por transicdo em
dez (62,5%) e mutagbes por transvercdo em seis (37,5%). A proteina predita
permitiu a separacao de cada cdédon e localizagdo de cada um dos SNPs

encontrados em regides codantes.

A classificagcdo quanto ao local de substituicdo, dos 16 SNPs encontrados em
exons, quatro (25%) apresentaram a substituicdo na primeira base do cdédon, um
(6%) apresentou substituicdo na segunda base do cédon e 11 (69%) a substituigao
ocorreu na terceira base do codon, a ocorréncia da maioria das substituicbes na
terceira base do codon é comum visto que nesta posicdo raramente ocorrera a

substituicdo de aminoacidos (Tabela 8).

A classificagdo das mutagdes em sinbnimas e nao sinénimas, dos 16 SNPs,
12 (75%) apresentaram mutagdes sinbnimas e quatro (25%) apresentaram
mutagdes ndo sindnimas, destas trés ocorreram nos SPNs encontrados no "primer"
B10 e uma no "primer" B11. Os Aminoacidos que foram substituidos podem ser

observados na (Tabela 9).
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Tabela 7 - SNPs encontrados em cada “primer”, sua posi¢do a partir do ATG, tipo de mutagéo, tipo de
substituicdo e sua localizagéo.

Primer Snp paF;?ifldgc?oA‘la'G Mutacgao Su-tla-lspt?tl?i(e;io Localizacao
B9 1 672 CIT Transigdo INTRON
2 701 CIT Transigdo INTRON
3 747 CIT Transi¢&o INTRON
4 756 G/A Transigao INTRON
5 783 CIA Transverséo INTRON
6 975 AIG Transicéo INTRON
7 1075 GIT Transvers&o INTRON
8 1121 CIT Transigao INTRON
9 1475 A/C Transvers&o INTRON
10 1553 AIC Transvers&o INTRON
11 1592 CIT Transi¢do INTRON
12 1652 T/IC Transicao EXON
13 1730 G/A Transicéo EXON
B10 14 1860 T/IC Transicao INTRON
15 1874 T/IC Transigao INTRON
16 2018 GIA Transicao EXON
17 2070 T/IC Transigéo INTRON
18 2114 A/G Transicao INTRON
19 2751 G/A Transigao EXON
20 2837 CIA Transverséo EXON
21 2858 GIA Transigao EXON
22 2875 T/IC Transigao EXON
23 2044 CIA Transverséo EXON
24 3011 C/A Transvers&o EXON
B11 25 3346 AT Transvers&o EXON
26 3485 G/A Transigao INTRON
27 3532 G/A Transigdo INTRON
28 3559 G/A Transicéo INTRON
29 3574 GIT Transverséo INTRON
30 3596 A/C Transverséo EXON
31 3622 crT Transigdo EXON
32 3679 AIC Transvers&o EXON
33 3715 A/G Transi¢do EXON
34 3802 T/IC Transicao EXON
35 3838 G/A Transicdo EXON
Totais Transi¢cao Transversdo Exon Intron
24 11 16 19

Percentagem 69% 31% 46% 54%




Tabela 8 — “Primers” e os respectivos SNPs encontrados na regido codante do gene, o tipo de mutagéo,
localizagdo da substituicdo no codon, aminoacido produzido, pelo codon normal e mutado e os gendtipos

encontrados.
Primer SNP paprgflc(i;g(xll'G Mutacéo Suglsr)t?)tl?izéo Codon-1  Codon-2 Ami-1 Ami-2 Genétipos
B9 12 1652 T/C Transigédo TA(T) TA(C) Tirosina Tirosina (T) (C)
13 1730 G/A Transicéo AG(G) AG(A) Arginina Arginina (G) (G/IA)
B10 16 2018 G/A Transicdo TT(G) TT(A) Leucina Leucina (G) (GIA)
19 2751 GIA Transicao C(G)C C(A)C Arginina Histidina  (A) (G) (G/A)
20 2837 CIA Transverséo (©)TC (A)TC Leucina Isoleucina (C) (A) (C/A)
21 2858 G/A Transicao (G)CA (A)CA Alanina Treonina (G) (A) (G/A)
22 2875 TIC Transigédo TG(T) TG(C) Cisteina Cisteina (T) (C) (T/C)
23 2944 CI/A Transversao GC(C) GC(A) Alanina Alanina (C) (A) (CIA)
24 3011 C/A Transversao (C)GA (A)GA Arginina Arginina (C) (A) (C/IA)
B11 25 3346 AT Transversao GC(A) GC(T) Alanina Alanina (A) (A/T)
30 3596 A/C Transversao (A)TG O)TG Metionina  Leucina (A) (AIC)
31 3622 C/T Transigédo GA(C) GA(T) Aspartato  Aspartato (C) (C/M)
32 3679 A/C Transversao AC(A) AC(C) Treonina Treonina (A) (C) (A/C)
33 3715 AIG Transicédo CC(A) CC(G) Prolina Prolina (A) (G) (AIG)
34 3802 T/C Transicéo AG(T) AG(C) Serina Serina (T) (C) (T/C)
35 3838 G/A Transi¢éo TC(G) TC(A) Serina Serina (G) (A) (GIA)
= Mutacdo Alteracdo Alteragéo .
Totais Transicdo Transverséo S'\iﬂﬁé?]?;c; _ rlég 12 ba(ée 22 ba(ée ﬁgse;aggdo 03:
sindnima codon codon
N° “SNPs” 10 6 12 4 4 1 11
Porcentagem 63% 38% 75% 25% 25% 6% 69%

Tabela 9 — “Primers” onde foram encontradas mutagdes n&o sinénimas, quais SNPs tem a mutagéo, o tipo de
substituicdo encontrada, onde foi a substituicdo em cada codon, qual a mutagdo de aminoacido ocorreu e o tipo

de gendtipo encontrado.

Posicéo a

Tipo de

Primer SNP partir do ATG Mutacéo Substituicao Codon-1 Codon-2 Ami-1 Ami-2 Genotipos
B10 19 2751 GIA Transicdo C(G)C C(A)C Arginina  Histidina (A) (G) (G/A)
20 2837 CIA Transversao (©)TC (A)TC Leucina Isoleucina (C) (A) (C/A)
(OFCY
21 2858 G/A Transicao (G)CA (A)CA Alanina Treonina (G/A)
B11 30 3596 A/C Transverséo (A)TG (O)TG Metionina  Leucina (A) (AIC)
455 Genotipagem do gene da Sorbitol dehydrogenase

Como resultado da procura de SNPs, no gene da Sorbitol dehydrogenase, foi

encontrado um total de 19 SNPs, destes, sete foram encontrados em exons, 10 em

introns e dois nas regides UTRs sendo um na 3 UTR e outro na 5 UTR.

Distribuidos da seguinte forma, oito no “primer” B1 e destes um na regido 3’ UTR,
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cinco em exons e dois em introns, ja no "primer" B2 foram encontrados 11 SNPs

sendo dois localizados em exons, oito em introns e um na 5 UTR (Tabela 10).

Quanto a classificagdo de mutagdes de substituicdo por transicédo e
transversdo nos SNPs encontrados no gene da Sorbitol dehydrogenase, 95% ou 18
do total de 19 SNPs encontrados foram substituicao por transigéo e 5% ou um dos

19 foram substituicées por transversao (Tabela 10).

4.5.6 Classificacdo dos SNPs localizados nas regides

codificantes.

Dos sete SNPs encontrados em exons, cinco deles foram encontrados no
“‘primer” B1 e dois no “primer” B2. Destes ocorreram mutagao por transicao em seis
(86%) e mutacdo por transvercdo em um deles (14%). A proteina foi predita
permitindo a separacdo de cada cddon e localizagdo de cada um dos SNPs

encontrados em regides codantes.

A classificagdo quanto ao local de substituicao, dos sete SNPs encontrados em
exons, trés (43%) apresentaram a substituicdo na primeira base do codon, um (14%)
apresentou substituicdo na segunda base do cdédon e trés (43%) a substituicdo
ocorreu na terceira base do cédon (Tabela 11).

A classificagdo das mutagdes em sinbnimas e nao sinénimas, dos sete SNPs
encontrados em exons, trés (43%) apresentaram mutagdes nao sinbnimas e quatro
(57%) apresentaram mutagdes sinOnimas, das mutagbes ndo sinbnimas uma
ocorreu no SPN encontrado no "primer" B1 e duas no "primer" B2. Os Aminoacidos

que foram substituidos podem ser observados na (Tabela 12).
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Tabela 10 - SNPs encontrados em cada “primer” sua posi¢ao a partir do ATG, tipo de mutagéo

encontrada o tipo de substituicdo e sua localizagao.

Posic__;éo a ) Tipo de o
Snp partir do Mutagéo Substituigdo Localizagéo
ATG
B1 1 162 CIT Transi¢éo 3 UTR
2 232 AIG Transicao EXON
3 271 CIT Transicao EXON
4 367 AIT Transversao EXON
5 414 C/IT Transi¢éo INTRON
6 417 CIT Transicao INTRON
7 563 CIT Transicao EXON
8 745 AIG Transigdo EXON
B2 9 304 AIG Transicéo INTRON
10 311 CIT Transicdo INTRON
11 803 CIT Transicéo INTRON
12 836 CIT Transicdo INTRON
13 904 CIT Transic3o INTRON
14 968 cIT Transi¢ao INTRON
15 988 AIG Transi¢do INTRON
16 999 cIT Transicdo INTRON
17 1038 AIG Transicdo EXON
18 1071 cIT Transicdo EXON
19 1257 AIG Transicgo 5'UTR
Totais Transicdo  Transversdo Exon Intron UTRs
18 1 7 10 2
Percentagem 95% 5% 37% 53% 10%
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Tabela 11 — “Primers” e os respectivos SNPs encontrados na regido codante do gene, o tipo de mutagéo,
localizagdo da substituigdo no codon, qual aminoacido é produzido pelo codon normal e mutado e os gendtipos

encontrados na amostra.

Posicéo a

Primer SNP partirdo Mutacdo S Elpp d.e~ Codon-1 Codon-2 Ami-1 Ami-2  Genotipos
ATG ubstituicédo

(A) (G)

B1 2 232 AIG Transicao GG(G) GG(A) Glicina Glicina (G/A)

(C) (M)

3 271 cIT Transicao (MTA (C)TA Leucina  Leucina (CIM)

(A)(T)

4 367 AIT Transversao GT(T) GT(A) Valina Valina (A/T)

©m

63 CIT Transi¢ao (C)GC (T)GC Alanina Cisteina (CIT)
B2 8 745 AIG Transicao AC(A) AC(G) Treonina Treonina (A) (A/G)

Isoleuci (A) (G)

17 1038 AlG Transicéo (A)TT G)TT na Valina (GIA)

Metionin < m

18 1071 CIT Transi¢do A(C)G A(T)G Treonina a (CIT)
Mutacso Mutacéo Alteracdo Alteracdo  Alteragéo

Totais Transicdo  Transversao futac nao 13 base 22 base 32 base

sinonima — gingnima codon codon codon

NO
“SNPs” 6 1 4 3 3 1 3
Porcenta
gem 86% 14% 57% 43% 43% 14% 43%

Tabela 12 — “Primers” onde foram encontradas muta¢des ndo sinénimas, quais SNPs tem a mutagéo, o tipo de
substituicdo encontrada, onde foi a substituicdo em cada codon, qual a mutagdo de aminoacido ocorreu e o tipo de

gendtipo encontrado.

Posicéo

a partir Tipo de Codon-
Primer SNP do ATG Mutagdo  Substituicdo Codon-1 2 Ami-1 Ami-2  Gendétipos
(€) (M)
B1 7 563 CIT Transicao (C)GC (MGC Alanina  Cisteina (CIT)
(A) (G)
B2 17 1038 AIG Transicao (A)TT (G)TT Isoleucina Valina (G/A)
(©) (M)
18 1071 CIT Transicéo A(C)G A(T)G  Treonina Metionina (CIT)

Apesar da maioria das mutagdes serem sindnimas, estudos recentes mostram

que este tipo de mutagao, algumas vezes, participa de alteracées em expressdes de

genes e dobramentos de proteinas (Chamary et al., 2006; Gupta e Lee, 2008). Nos

Ultimos anos, estudos com cédons sindbnimos demonstraram resultados diferentes na

expressao de genes, mostrando, desta forma, que SNPs sinbnimos também podem

produzir diferentes fenétipos (Kudla et al., 2009).
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A importancia de se encontrar SNPs que possam alterar a estrutura e fungéo
da proteina codificada, € que os mesmos representam marcadores alvo para se
identificar variacbes genéticas associadas com caracteristicas fenotipicas complexas

(Hammer, 1995).

45.7 Andalise da diversidade

Para o gene BOR1, foram encontrados 16 haplétipos, a diversidade haplotipica
encontrada foi de 0,957 e a diversidade nucleotidica Pi (1) encontrada foi 0,00308;
em média, foi encontrado um SNP para cada 120 pb.

Para o gene da Sorbitol dehydrogenase, foram encontrados 18 haplétipos, a
diversidade haplotipica encontrada foi de 0,967 e a diversidade nucleotidica Pi (1T)
encontrada foi 0,00296; em média, foi encontrado um SNP para cada 152 pb.

Outros estudos relacionados a Eucalyptus demonstram resultados parecidos
para valores de 1. Santos (2005) estudando um segmento do gene ccoaomt pode
observar que os niveis de diversidade nucleotidica para as espécies E. grandis, E.
globulus e E. urophylla, foram respectivamente, 0,00356, 0,00168 e 0,00254. Ja em
outro estudo mais recente, Neves et al. (2008), trabalhando com os genes CCR e
F5H, observaram que os valores médios para 1 nas espécies E. grandis, E. globulus
e E. urophlylla foram respectivamente 0,01604; 0,00391 e 0,00305.

Em outras espécies relacionadas a silvicultura, Pot et al (2006) avaliando a
diversidade nucleotidica em oito genes candidatos envolvidos na formacdo da
madeira, encontraram valores médios de 0,00241 para Pinus pinaster e 0,00186 para
Pinus radiata.

Em linhas gerais, devido a polinizagdo cruzada, elevada heterozigosidade,

baixo nivel de domesticagao e incipiente selecao artificial, espécies florestais tendem
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a apresentar elevada diversidade nucleotidica quando comparada com outras
espécies de plantas, como o milho, que ja se apresenta altamente domesticado,
possuindo uma diversidade nucleotidica baixa (Savolainen e Pyhajarvi, 2007).

Quanto a média de SNPs encontrados por pb estudos também relacionados
ao género Eucalyptus revelam uma frequéncia relativamente semelhante
dependendo do gene em estudo. Thumma et al (2005) mostraram que a freqiiéncia
observada no gene CCR (cynnamoyl coA redutase), em Eucalyptus nitens € de um
SNP para cada 94 pares de base. Neves et al (2008) também trabalharam com o
gene F5H, em E. globulus, E. grandis e E. urophylla, onde foi apresentado uma
frequéncia, respectivamente de um SNP para cada 155, 77,5 e 52 pb. No geral, para
genoma de plantas, o polimorfismo de base unica variam entre 1 SNP para cada 100
a 300 pb (Gupta et al., 2001).

Nos ensaios de genotipagem os resultados encontrados sao similares a outros
da literatura validando os resultados. A procura de SNPs em dois genes permitiu o
mapeamente de 54 novos SNPs que a podem ser utilizados para analise de

diversidade em Eucalyptys.

5 Condusbes

» A metodologia empregada permitiu a busca de sequencias expressas
no banco de ESTs e posteriormente encontrar a localizagdo do gene no
genoma completo;

» Foi possivel desenhar "primers" e sequenciar 0s genes para
mapeamentos dos SNPs;

» Com a Disponibilidade de populagbes contrastante quanto a eficiéncia e

nao eficiéncia a deficiéncia de Boro os SNPs mapeados podem ser
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utilizados para genotipagem da populacdo em busca de um padréao

molecular que diferencie os individuos.
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