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RESUMO

As lacases, p-diphenol-O»-oxidoredutase, sdo enzimas que desempenham papel fundamental
na oxidacdo de monolignois durante a biossintese de lignina, estando associadas com processos de
crescimento e tolerancia a alguns estresses abioticos, podendo ser encontradas em bactérias, fungos,
plantas e insetos. Estudos apontam que as lacases vegetais apresentam comportamento similar as de
origem fungica, atuando de formar complementar a rota de lignificagdo, em resposta ao estresse
oxidativo, promovendo a detoxicagdo celular. A literatura indica, ainda, a correlagdo de lacases na
aclimatacdo de condi¢des de estresse salino em milho e tomate. As lacases sdo geralmente
codificadas por familias multigénicas compostas por varios membros. Empregando analises in
silico, o presente estudo identificou 49 sequéncias génicas relacionadas com lacases no genoma de
eucalipto. Apos andlises mais minuciosas, distinguiram-se 35 sequéncias génicas codificando
lacases em eucalipto, as quais foram filogeneticamente distribuidas em seis subgrupos. Com base
em dados de sequenciamento de transcriptoma foram observados padrdes distintos de expressao
para as 35 lacases identificadas, sendo algumas especificas (especialmente em raiz) e outras
enriquecidas em um dado 6rgdo/tecido. Por outro lado, alguns genes ndo tiveram sua expressao
detectada pela técnica. Em paralelo, o padrao de expressao do gene EgLac4 em resposta a estresses
foi caracterizado por RT-qPCR. Esse gene mostrou-se responsivo aos estresses oxidativo e

mecanico, especialmente em caules e em folhas.
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INTRODUCAO

1. Importancia do Eucalipto

Pertencente a familia Myrtaceae, o género Eucalyptus, originario da Australia, reine mais de
700 diferentes espécies, sendo o género mais cultivado no mundo, distribuido em mais de 90 paises.
Este cultivo tende a continuar se intensificando, especialmente em paises tropicais, onde seu
crescimento ¢ otimizado e a rota¢do de sua cultura ¢ reduzida sem que sua produtividade seja

afetada (ROCKWOOD, 2008).

No Brasil, o género Eucalyptus foi introduzido ao final do século XIX e inicio do século XX,
no entanto, somente em 1957 sua producdo alcangou niveis massivos. A silvicultura, segundo dados
da ABRAF, ocupava, em 2012, uma totalidade de 5.102.030 ha plantados, apresentando um indice
de crescimento equivalente a 4,3% frente ao ano anterior. Esse fato se deve a consolidacdo do
segmento industrial de papel e celulose que, atualmente, envolve 220 empresas distribuidas em 18
estados federativos nacionais, gerando 128 mil empregos diretos e 640 mil empregos indiretos,
compondo, portanto, um importante setor na economia nacional.

Segundo dados da Bracelpa, em 2012, o Brasil ocupou o 4° lugar no ranking mundial de
producdo de celulose, enquanto, na produ¢do de papel apresentou-se como 9° colocado. A alta
produtividade nacional que a cultura de eucalipto alcanga e supera anualmente, atribui-se se as
condi¢des propicias de clima e solo, qualidade de mao de obra e gestdo do setor. Esta alta
produtividade pode ser atribuida também aos avangos biotecnoldgicos e das técnicas de
melhoramento genético, as estratégias operacionais de rotagdo de culturas, entre outros fatores.
(SASSAKI, 2008; BRACELPA, 2013; ABRAF, 2013)

Silva e colaboradores (2005) apontam, ainda, que a espécie com maior expressdo em area
cultivada no Brasil ¢ Eucalyptus grandis, por sua alta adaptabilidade ao clima tropical predominante
no pais e, ainda, por seu rendimento otimizado comparado a outras espécies. Paralelamente,
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Trugilho e colaboradores (2001) verificaram que E. grandis apresenta uma proporgao duplicada de
celulose para lignina, todavia, a polimerizagdo de lignina ¢ superior quando comparada com outras

espécies do género Eucalyptus.

2. Lacases

A lignificagdo ¢ um processo bioquimico que envolve a biossintese e o transporte de
monolignodis e a sua polimerizacdo junto a parede celular. Inicialmente, enzimas intrinsecas atuam
na produgdo de precursores bioquimicos em seus devidos compartimentos celulares,
posteriormente, ja na parede celular, enzimas mediam reagdes de oxidacdo desidrogenativas de
monolignois existentes, promovendo a sintese de lignina. Dentre as enzimas descritas como
envolvidas nesta etapa do processo, encontram-se as lacases (MONTEIRO et al., 2004).

Geralmente, uma enzima oxidativa ¢ uma potencial candidata ao processo de lignificacao se
ela estiver espacialmente relacionada com o referido processo, ou seja, associada a parede celular
em diferenciagdo do xilema. Além disso, o fato da enzima purificada ser capaz de oxidar
monolignois, in Vitro, ou ainda, se o knock-out (KO) in planta dos genes relacionados comprometer
diretamente a sintese de lignina (RANOCHA et al., 1999), constituem outros indicios importantes
de seu envolvimento com a lignificagao.

Lima e colaboradores (2005) destacam a importancia das vias de deslignificacdo da biomassa
vegetal para a industria de papel e celulose, onde a matéria precisa ser tratada por processos que
promovam a eliminacao da lignina, otimizando o acesso a celulose, permitindo, assim, a produgao
de papel.

As lacases (p-diphenol O, oxidoredutase) sao glicoproteinas que podem ser encontradas em
bactérias, fungos, plantas e insetos. Sua atividade bioquimica ¢ muito variavel por tratar-se de uma
enzima altamente promiscua, tendo afinidade por qualquer molécula derivada ou similar a p-

diphenol (LAFAYETTE, 1999). As lacases vegetais sdao geralmente codificadas por familias



multigénicas, indicando a existéncia de grande redundancia funcional. Em Popolus sp., dentre 866
sequéncias expressas exclusivamente no xilema, 14 exibiam alta similaridade com lacases
(RANOCHA et al., 2002), enquanto que em Arabidopsis thaliana, 17 sequéncias similares a lacases
foram identificadas (McCRAIG, 2005). Em um levantamento mais minucioso, Lu e colaboradores
(2013) identificaram 49 genes codificando lacases no genoma de Populus trichocarpa. Da mesma
maneira, um levantamento prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa identificou 14 sequéncias
codificando lacases no genoma de E. grandis (FIALHO, 2013).

As lacases foram originalmente descritas em Rhus vernicifera (laca-do-Japao)
(HUTTERMAN et al., 2001), planta pertencente a familia Anacardiaceae, usualmente utilizada na
produgdo de verniz. Nesta espécie, as lacases sdo expressas nos ductos secretores de resina. Ja
Pinus taeda apresenta uma familia composta por oito lacases predominantemente expressas em
tecido xilematico, sendo o mesmo padrdao observado em Populus euramericana, onde cinco lacases
expressas em tecidos xilematicos foram identificadas (MAYER & STAPLES, 2002).

Do ponto de vista funcional, Zhao e colaboradores (2013) demonstraram que as lacases, em
especial aquelas codificadas pelos genes AtLAC11, AtLAC4 e AtLAC17, estdo envolvidas com o
processo de polimerizagdo de lignina durante o desenvolvimento vascular de arabidopsis. J4 em
Populus trichocarpa demonstrou-se que a superexpressdao do microRNA Ptr-MIR397, um regulador

negativo de 29 lacases, reduziu o contetido de lignina das arvores transgénicas (LU et al., 2013).

3. Acao responsiva de lacases a estresses abioticos e bioticos
As lacases tém sido relatadas na literatura como estando direta ou indiretamente envolvidas
em diferentes tipos de estresses. McCraig e colaboradores (2005), por exemplo, destacam o efeito

das lacases sob os mecanismos de anti-herbivoria e de resisténcia a patdgenos. Outros estudos



apontam para a atuagdo de lacases na regeneragdo de tecidos celulares de tabaco (Nicotiana
tabacum), cuja atividade foi capaz de substituir a a¢do catalitica de peroxidases frente ao estresse
mecanico intensificando o processo de regeneragdo celular (revisto em Mayer & Staples, 2002). Em
linha com tais observacdes, uma lacase com elevada expressdo em raizes de milho submetidas a
altas concentragdes de NaCl ou PEG também foi identificada, sugerindo um possivel envolvimento
desta nos mecanismos de tolerancia aos estresses salino e osmoético (LIANG et al., 20006).

Estudos com lacases fungicas revelaram que estas sdo responsivas ao estresse oxidativo,
detoxicando as células nas quais sdo expressas. Outro estudo demonstrou que a superexpressao de
uma lacase de algoddo especifica de raiz em A. thaliana aumenta a tolerancia da planta transgénica
a determinados contaminantes organicos (WANG et al., 2004). Adicionalmente, mutantes KO de
arabidopsis com inser¢des em alguns genes codificadores de lacase também confirmaram o

envolvimento destas no processo de tolerancia aos estresses abidticos (CAI et al, 2006).

4. Lacases em Eucalipto

Como parte de um projeto abrangente voltado para a identificacao e clonagem de promotores
com expressao tecido-especifica, nosso grupo de pesquisa identificou diferentes genes candidatos
com expressdo especifica ou preferencial em determinados 6rgaos/tecidos em Eucalyptus grandis
(SASSAKI, 2008, RIBEIRO, 2009) assim como em outras espécies vegetais (BRANDALISE,
2007; HOSHINO, 2007). Algumas das sequéncias promotoras correspondentes foram clonadas e
caracterizadas com o objetivo de um futuro emprego em programas biotecnologicos das espécies
em estudo. Dentre os genes identificados em eucalipto encontra-se um que codifica uma lacase com
expressdo especifica em cambio (denominado EgLac), cujo promotor foi caracterizado
funcionalmente em plantas modelo e validado como apresentando expressdo especifica em tecido

vascular (FIALHO, 2013).



Dada a sua bem documentada implicacdo em processos de lignificagdo e potencial relagao
com a tolerancia a determinados estresses, as lacases representam um importante alvo de estudo
com grande potencial biotecnologico. Apesar dos dados disponiveis na literatura, as informagdes
sobre as lacases s3o incipientes em eucalipto, sendo os relatos dos efeitos da atividade destas na
tolerancia aos estresses abidticos praticamente inexistentes para esta espécie. Nesse cenario, o
presente trabalho busca identificar e caracterizar molecularmente a familia multigénica das lacases
presente em E. grandis. Para tal, a validagdo do padrao de expressdo tecido-especifico, bem como, a
regulagdo da expressdo desses genes sob diferentes condi¢des de estresse mecanico e oxidativo

serdo determinados.
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METODOLOGIA

Material vegetal

Para a realizacdo dos ensaios de estresse oxidativo ¢ mecanico foram utilizadas mudas de E.
grandis (clone SP0791) com dois meses de idade, as quais foram fornecidas pela empresa
SUZANO PAPEL E CELULOSE e provenientes de area de producdo de mudas da empresa em
Itapetininga-SP. As mudas, crescidas em tubetes, foram mantidas em cdmara de crescimento com
temperatura e fotoperiodo controlados até a aplicacdo dos estresses. Para as andlises de expressao
tecido-especifica, diferentes drgdos/tecidos de eucalipto foram coletados a partir de tais mudas e de

arvores com aproximadamente dois anos plantadas em area de producdo da empresa supracitada.

Analises in silico

A fim de determinar o nimero de genes codificando lacases em eucalipto, analises in silico
foram realizadas junto ao genoma de E. grandis usando a ferramenta BLAST disponivel no
Browser v9.0 Phytozome (http://www.phytozome.net/) (Goodstein et al., 2012) e no Centro
Nacional de Informagdo Biotecnologica (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Para tal, as
sequéncias das lacases de A. thaliana e de P. trichocarpa previamente caracterizadas foram usadas
como iscas. As sequéncias das lacases de eucalipto assim obtidas foram submetidas a analises
filogenéticas subsequentes empregando o pacote MEGA (Molecular Evolutionary Genetics

Analysis) versdo 5.

Extracdo de RNA total de diferentes orgaos/tecidos de E. grandis

O RNA total de diferentes oOrgdos/tecidos (raizes, folhas, caules, botdo floral e cambio
vascular) de E. grandis foi extraido empregando a metodologia de descrita por Chang et al. (1993)

e, posteriormente modificado por Korimbocus et al. (2002). Foram utilizados aproximadamente 100

11



mg de tecido amostral macerado em nitrogénio liquido com posterior solubilizacdo em 600 pl do
tampao de extragdo CTAB 2% pré-aquecido. A amostra foi entdo submetida a incubagdo por cerca
de 30 min a 65°C. Um volume de 500 pl de CIA (cloroférmio:éalcool isoamilico - 24:1) foi
adicionado e a solugdo homogeneizada. Uma centrifugacdo a 12000 rpm por 10 min a 4°C com
posterior coleta do sobrenadante foi realizada. O passo anterior de lavagem da amostra com CIA foi
repetido e uma nova centrifugacdo nas mesmas condic¢des foi realizada. Um volume de cloreto de
litio (LiCI 5M) foi adicionado ao volume de sobrenadante coletado, e o RNA total precipitado a -
20°C por, no minimo, 12 h, com posterior centrifugacdo a 12000 rpm por 30 min (4°C). O
sedimento foi lavado em 200 ul de TE-SDS 1%, 100 ul de NaCl 5 M e 300 ul de isopropanol. A
amostra foi precipitada durante 1 h a -20°C e, entdo, centrifugada a 12000 rpm por 20 min (4°C).
Realizou-se uma nova lavagem do sedimento com 500 pl de etanol 70% com posterior
centrifugacdo a 10000 rpm por 5 min (4°C). O sobrenadante foi descartado e o sedimento submetido

a secagem. O RNA total extraido foi entdo resuspenso em 25 ul de H,O DEPC.

Transcri¢ao Reversa (RT) para sintese de cDNA

Aliquotas de 1 pg do RNA total extraido anteriormente foram tratadas com DNAsel-RNAse
free segundo as recomendagdes do fabricante (MBI Fermentas) visando degradar todo DNA
gendmico presente nas mesmas. ApOs este tratamento, cada aliquota de RNA total foi submetida a
transcri¢do reversa empregando-se o kit SuperScript 111 First-Strand Synthesis System for RT-PCR

seguindo as recomendagdes propostas pelo fabricante (Invitrogen).

Analise da expressao orgao/tecido-especifica usando dados de RNA-Seq
O padrao de expressao orgado/tecido-especifico dos diferentes membros da familia génica das
lacases de eucalipto foi previamente determinado empregando perfis transcricionais obtidos pelo

sequenciamento, usando a metodologia de RNA-Seq, de bibliotecas de raiz, caule e folha de
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plantulas de E. grandis com 4 meses de idade (Fuchs, 2013). Os valores de RPKM de cada gene

alvo em dada biblioteca foram utilizados para inferir a sua expressao nos respectivos o6rgaos/tecidos.

Validacao da expressao orgao/tecido-especifica por qPCR

Nove genes, acrescendo-se o gene Eglac4, foram selecionados com base nos padrdes
observados nas analises in silico descritas no item 3.5 para posterior valida¢do da expressao usando
gPCR. Para tal, oligonucleotideos gene-especificos foram desenhados usando o programa “Primer
Express” (Applied Biosystems) (Tabela 1). As andlises de qPCR foram realizadas empregando
amostras de cDNA representativas dos diferentes 6rgaos/tecidos de eucalipto obtidas no item 3.4, as
quais foram quantificadas com auxilio do espectrofotdmetro (Nanodrop) e ajustadas para 270 ng/pl.
O reagente SYBR Green Master Mix foi empregado conforme recomendagdo do fabricante (Applied
Biosystems) ¢ o equipamento ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems)

foi utilizado como plataforma para a qPCR.
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Tabela 1. Oligonucleotideos empregados nas analises de expressdo relativa

Ealac 2 Forward 5° GTTCTTTGCATCGATGAACAA 3’
ac
J Reverse 5° TGAAATTGAAGGCCTTTGGGG 3’
EaLac 4 Forward 5> TATAGAGATGAAGAGTGAGACCC 3’
ac
J Reverse 5° GTGGATGCTGATGTTGTTGG 3°
Ealacs Forward 5> TCGTCCCATTATTTGCCTCATGC3’
ac
J Reverse 5> AATGACTCGGTGGGCCCGGAA 3°
Forward 5> GCATTCATCGTTAAGGATGG 3’
EglLac 17
Reverse 5’GCAAACTAACAAAAATGAAA 3’
EaLac 18 Forward 5’ACTAGCCGCAAGCTTGAACAA 3°
ac
J Reverse 5 TGAAATTGAAGAAGTACGGTG 3°
Forward 5> GGCAGAAGGCTTAAATAATT 3’
EgLac 19
Reverse S’TTTTCTTTCTTCAAAAAATG 3’
Forward 5 TCTAGTCCAACGCGCATGCG 3’
EgLac 21
Reverse 5° ACTGAACTTGTAGTGACGGA 3’
Forward 5> TAACCCAGGGGTATGGTTCA 3’
EglLac 25
Reverse 5° GGGATGTCAATCAGCACTTG 3°
Forward 5° TCTTGACGGTGAATGGGCAA 3’
EgLac 27
Reverse S’TCCGGTCCATCGGACCACGGS’
Forward 5° CTCATTTCCAAGTTAATCCA 3’
EgLac 35
Reverse 5° AGGATGTTCTTAGTGCTACA 3°
TEF Forward 5>TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTGT 3’
Reverse 5 TGATGAGCCTCTCTGGTTTGACCT 3°
ANA Forward 5’AGAGGTGAAATTCCAGAAGCCCGT 3’
t S
Reverse 5 CTTCCCTTTGGCTTCCGCCAATTA 3°

O método de 222" (Livak e Schmittgen, 2001) foi utilizado no célculo da expressio relativa.
Para tal, a expressao relativa do gene alvo foi normalizada pela expressdo de um gene normalizador
de carater constitutivo e expressdo generalizada escolhido previamente (Transcription elongation
factor s-1I - TEF e Aspartyl-tRNA synthetase - tRNAs; Oliveira et al., 2012). O software REST foi

empregado nas andlises estatisticas.
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Inducio dos estresses abioticos em E. grandis

A expressao do gene Eglac4 foi avaliada em mudas de eucalipto submetidas aos estresses
mecanico e oxidativo, respectivamente. No caso do estresse mecanico, as mudas de eucalipto
mantidas em tubetes foram lesionadas com o emprego de pinga tanto no caule como nas folhas. As
coletas foram realizadas nos tempos de 3, 6 ¢ 12 h pos-estresse, sendo, em cada coleta, usado um
nimero amostral equivalente a 3 mudas. Um grupo controle (ndo tratado) para cada tempo amostral
foi coletado em paralelo (n=3). O estresse oxidativo foi induzido pela aplicagao, por borrifamento,
de uma solucdo de perdxido de hidrogénio (H202) 1 mM adicionada de Triton-X 0,1% na parte
aérea das mudas em intervalos de 8 h, Outro grupo amostral recebeu aplicagdo de solugdo de H>O»
1 mM. Apos trés aplicagdes, coletas foram realizadas nos tempos 12 e 24 h pos-tratamento usando
trés individuos amostrais por coleta. Em paralelo, um grupo controle tratado com solugdo contendo
Triton-X 0,1% em H>O, e outro sem qualquer tratamento, foram amostrados para cada tempo de
coleta. As amostras coletadas foram reunidas em pools e mantidas a -80°C até a extragdo do RNA

total.

Amplificacao da regido codificadora de EglLac4

A regido codificadora do gene EglLac4 foi amplificada por PCR convencional utilizando
oligonucleotideos especificos (Forward 5> CACCATGAGGTCTTTGTTTCTCTCAG 3’ e Reverse
5> TTAAACGGTAGCATTACTTGACA 3°) e cDNA sintetizado a partir de RNA total extraido de
plantulas de eucalipto com 15 dias conforme descrito no item 3.4. A enzima GoTaq® Colorless
Mastermix (Promega) foi empregada na reacdo conforme as recomendacdes do fabricante. Os
produtos de amplificagdo foram visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, e
o fragmento de interesse purificado do gel empregando o GenElute ™ Gel Extraction Kit (Sigma

Aldrich) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante.
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Construcao do cassete para superexpressio de Egl.ac4 (35S:EglLac4)

O cassete de superexpressdo sera construido empregando o vetor bindrio pK7WG2.0. Neste
vetor, a regido codificadora de EgLac (Fialho, 2013) estard sob controle transcricional de um
promotor ¢ de um terminador 35S do Cauliflower mosaic virus (CaMV). Como o vetor pK7WG2.0
¢ baseado no sistema Gateway (Invitrogen), ele requer a clonagem prévia do cDNA de interesse no
vetor de entrada pENTR. Este procedimento foi realizado empregando o kit pENTR™ Directional
TOPO® Cloning (Life Tecnologies).

Neste caso, apos a ligagdo do cDNA correspondente a regido codificadora de EgLac4 no vetor
de entrada, células competentes da cepa DHS5a de Escherichia coli, preparadas conforme protocolo
descrito (Sambrook et al., 1989), foram transformadas através de eletroporagdo. Em seguida, as
bactérias foram plaqueadas em placas de Petri contendo meio Luria-Bertani (LB) sélido (0,1% p/v
de triptona, 0,05% p/v de extrato de levedura, 0,1 % p/v de NaCl e 0,15% p/v de Select Agar em

agua deionizada, com pH 7,0) adicionado de 100 pg/ml de canamicina.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Identificacdo dos genes

Numa primeira etapa, as analises in silico (descritas no item 3.2) permitiram identificar 49

sequéncias génicas relacionadas com lacases no genoma de eucalipto. Porém, o alinhamento de tais

sequéncias e a inspecao da presenca do dominio conservado cobre-oxidase determinaram o descarte

de 14 delas, o que resultou em um total de 35 sequéncias génicas codificando lacases em eucalipto.

O numero de genes putativos encontrados em eucalipto esta proximo do total identificado em P.

trichocarpa (49 genes), mas difere consideravelmente do total presente em arabidopsis (17 genes).

Esses genes foram numerados de acordo com o ID utilizando a denominagido Eglac (Tabela 2).

A andlise filogenética das 35 sequéncias identificadas revelou a distribuicdo destas em seis

diferentes subgrupos (Figura 1), corroborando os dados descritos na literatura para lacases de outras

espécies vegetais como A. thaliana e P. trichocarpa (Turlapati et al, 2011; Lu et al., 2013). Estes

subgrupos agrupam, em alguns casos, lacases com fungdes relacionadas.
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Figura 1. Arvore filogenética gerada a
partir das sequéncias deduzidas de
aminoacidos das lacases de Eucalyptus
grandis (EGLAC; destacadas em
verde), Arabidopsis thaliana (ATLAC)
e Populus trichocarpa (PTLAC). Os
dez genes selecionados para posterior
validacdo da expressdo por RT-qPCR

estdo representados por um losango

verde.
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. Tabela 2. Relagdo dos genes codificando lacases em eucalipto e respectivos IDs.

Classificagdo 1D

EglLac 1 Eucgr.A01282.1
EglLac 2 Eucgr.B00869.1
EglLac 3 Eucgr.B00870.1
EglLac 4 Eucgr.B02316.1
EglLac5 Eucgr.B02428.1
EglLac 6 Eucgr.B02752.1
EglLac 7 Eucgr.B02753.1
EglLac 8 Eucgr.B02794.1
EgLac 9 Eucgr.B02795.1
EgLac 10 Eucgr.B02796.1
EgLac 11 Eucgr.B02799.1
EglLac 12 Eucgr.B04003.1
EglLac 13 Eucgr.C02745.1
EglLac 14 Eucgr.E00040.1
EgLac 15 Eucgr.F02641.1
EglLac 16 Eucgr.F02650.1
EgLac 17 Eucgr.F02652.1
EglLac 18 Eucgr.F04154.1
EgLac 19 Eucgr.F04160.1
EgLac 20 Eucgr.F04163.1
EglLac 21 Eucgr.G03028.1
EglLac 22 Eucgr.G03098.1
EglLac 23 Eucgr.H03315.1
EglLac 24 Eucgr.J00166.1
EglLac 25 Eucgr.J00532.1
EglLac 26 Eucgr.J00888.1
EglLac 27 Eucgr.J00889.1
EglLac 28 Eucgr.J01857.1
EglLac 29 Eucgr.K02996.1
EgLac 30 Eucgr.K03008.1
EglLac 31 Eucgr.K03009.1
EglLac 32 Eucgr.K03111.1
EglLac 33 Eucgr.L00355.1
EgLac 34 Eucgr.L00359.1
EgLac 35 Eucgr.L01441.1




2. Analises de expressao tecido-especifica

Uma andlise prévia do padrio de expressdo dos genes EglLac (Tabela 2) em diferentes
orgaos/tecidos foi realizada empregando dados de transcriptoma obtidos a partir do sequenciamento
de bibliotecas de raiz, folha e caule de eucalipto usando RNA-Seq (Fuchs, dados ndo publicados).
Para tal foram utilizados os valores de RPKM de cada gene alvo em dado 6rgao/tecido. Essa analise
revelou padrdes distintos de expressao dos genes investigados (Figura 2), sendo alguns deles tecido-
especificos (EgLac6; EglLac7; EgLacl6; EgLac35 — todos especificos de raiz) e outros enriquecidos
em determinados orgdos/tecidos (EgLacl; EgLac29; EgLac32 — enriquecidos em caule). Por outro
lado, alguns genes sem expressdo detectavel ou com expressao ubiqua (EgLacl9, por exemplo)
também foram observados. Padrdes de expressdo divergentes também foram descritos para os
diferentes membros desta familia em A. thaliana (Turlapati et al., 2011) e P. trichocarpa (Lu et al.,

2013).
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Figura 2. Expressdo (valores de RPKM) dos genes EglLac em raiz, folha e caule de Eucalyptus grandis.
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Dez destes genes (discriminados na Figura 1) foram selecionados de acordo com o padrdo de
expressdo observado na Figura 2 para posterior validagdo da expressdo por RT-qPCR. Dentre eles
destacam-se os genes com expressdo pouco ou ndo detectdvel nos dados de RNA-Seq (EgLac?;
EglLacb; EgLacl8; EgLac25; EgLac27) e aqueles com expressdo enriquecida em caule (EgLac21),
folha (EgLacl7), e raiz (EgLac35). Um gene com aparente expressao ubiqua (EgLacl19) também foi
selecionado. Cabe ressaltar que o gene Eglac4, cuja expressdo foi investigada anteriormente pelo
nosso grupo (Fialho, 2013), também foi incluido nesta analise. Segundo dados prévios, este gene
apresenta expressdo enriquecida em caule, com expressao residual em raiz, dado que foi
corroborado pelas andlises de expressdo baseadas em dados de RNA-Seq aqui descritas (Figura 2).

Oligonucleotideos gene-especificos foram desenhados para as 10 sequéncias selecionadas
(Figura 1). Em paralelo foi realizada a extracdo de RNA total dos diferentes orgdos/tecidos

coletados visando tal validagdo (Figura 3). As andlises de expressdao encontram-se em andamento.

Figura 3. Visualizacdo do RNA total extraido a partir de difeientes 6rgdos/tecidos de eucalipto. Na
sequéncia da esquerda para a direita: raiz, caule, folha, fruto, botdo floral e cambio de Eucalyptus

grandis. Gel de agarose 1% marcado com brometo de etidio.
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3. Construcao do cassete para superexpressao de Eglac4

Para a construgcdo do cassete de expressdo visando a superexpressao de EglLac4, a regido
codificadora do referido gene foi amplificada por PCR convencional empregando oligonucleotideos
gene-especificos ¢ cDNA oriundo de plantula de E. grandis. Os produtos de amplificagdo foram
visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio (Figura 4), e o fragmento de
interesse purificado do gel, obtendo-se um rendimento de 35 ng/uL. Uma vez purificado, o
fragmento foi ligado ao vetor de entrada pPENTR™ Directional TOPO® Cloning (Life Tecnologies)
para posterior recombinacdo com o vetor bindrio de destino pK7WG2.0 usando a metodologia

Gateway.

Figura 4. Produtos de amplificagdo visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de

etidio. (*) Bandas de tamanho esperado (1600 pb) selecionadas para a purificagdo.

4. Expressao de EglLac 4 em resposta aos estresses oxidativo e mecanico
O padrao de expressao do gene EglLac4 foi investigado em plantulas de eucalipto submetidas
aos estresses oxidativo e mecanico, respectivamente. Quando submetidas ao estresse oxidativo, um
aumento significativo da expressao relativa do gene alvo foi detectado em caule e folha quando
comparado ao controle tratado com solugdo de Triton-X 0,1% em H>O (Figura 5). Em caule, um
aumento gradual da expressao relativa foi observado, com maior acumulo de transcritos apos 24 h.

Por outro lado, em folhas, o pico de expressdo ocorreu no tempo de 12 h sendo uma reducdo no
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acumulo de transcritos observada apos 24 h. J4 em raiz, o maior acimulo de transcritos foi
detectado apos 12 h, porém este ndo foi considerado estatisticamente significativo. Em
contrapartida, ap6s 24 h, a expressdo em raiz foi significativamente reprimida. De maneira geral, os
resultados obtidos indicam que a expressao do gene EgLac4 ¢ modulada positivamente em resposta

ao estresse oxidativo.
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Figura 5. Expressao relativa do gene EgLac4 em amostras de raiz, folha e caule de plantulas
submetidas a estresse oxidativo. Controle = grupo tratado com solucao de Triton-X 0,1% em H>O; 1
mM = grupo tratado com H>0> 1 mM mais Triton-X 0,1%. As amostras foram coletadas a 12 e 24 h
apos a aplicagdo do estresse. Para efeito de calculo, a expressdo no grupo controle foi adotada como

sendo igual a 1. (*) corresponde a p<0,05.
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No que se refere ao estresse mecanico, embora alguma oscilagdo na expressao relativa do
gene alvo em amostras tratadas de raiz e caule tenha sido observada (Figura 6), essa variacdo nao se
mostrou significativa em nenhum dos tempos de coleta analisados. J4 em folhas, a expressdo
relativa do gene alvo foi altamente induzida apds 6 h de realizagdo da injiria quando comparada ao
grupo controle ndo estressado. Apos o referido pico de expressdo, a expressdo do gene alvo foi
reduzida, mas ainda continuou elevada se comparada ao controle. Cabe ressaltar que em ambos os
casos a aplicagdo do estresse ficou restrita a parte aérea das plantulas.

Os dados obtidos indicam que o gene EglLac4 ¢ responsivo aos estresses testados, sendo sua
expressdo modulada diferencialmente de acordo com o 6rgao/tecido analisado. Curiosamente, uma
alta expressdo deste gene foi observada em folhas estressadas. Resultados prévios demonstram que
EglLac4, em condi¢des normais, ndo apresenta expressao detectavel em folha. A elevada expressao
observada em folha em condigdo de estresse indica uma regulagdo especifica deste gene neste 6érgao
em condigOes de estresse. Cabe salientar que diferentes dados da literatura sugerem uma correlacao
positiva entre a expressdo de genes envolvidos nas vias de lignificacdo e a inducdo de estresses
abioticos. Liang et al. (2006), por exemplo, descrevem uma alta indugdo da expressdo de uma
lacase (ZmLacl) em raiz de milho submetida a estresse salino. Esse gene, por outro lado, ndo foi
responsivo ao estresse osmotico. Adicionalmente, o padrao de expressdo das lacases também esta
associado as condi¢des nutricionais da planta, j& que o enriquecimento com zinco eleva, por

exemplo, os niveis de expressdo do gene AtLac7 em A. thaliana (van de MORTEL et al, 2006).
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Figura 6. Expressao relativa do gene EglLac4 em amostras de raiz, caule e folha de plantulas
submetidas a estresse mecanico. As amostras foram coletadas 3, 6 e 12 h apds a aplicacdo do
estresse. Para efeito de calculo, a expressdao no grupo controle ndo tratado foi adotada como sendo

igual a 1. (*) corresponde a p<0,05.

24



CONSIDERACOES FINAIS

E importante ressaltar que o presente projeto permitiu identificar, no genoma de eucalipto
(Eucalyptus grandis), 35 sequéncias génicas codificadoras de lacases e que, posteriormente, a
analise filogenética das mesmas revelou a distribuicdo destas em seis diferentes subgrupos
conforme j& havia descrito na literatura para outras espécies vegetais.

Em paralelo, se observou padrdes distintos de expressao tecido-especifica para os 35 genes
identificados com base em perfis trasncriptomicos de raiz, caule e folha, apontando expressdo de
lacases tecido-especificas ou tecido-enriquecidas e, ainda, lacases com expressdo ndo detectavel
pela técnica. Dados estes curiosos que deverdo ser investigados e validados futuramente.

Além disso, o gene EglLac4 revelou-se ser responsivo aos estresses oxidativo e mecanico,
especialmente em caule e folha.

No intuito de caracterizar molecularmente a familia multigénica codificadora de lacases, o
presente trabalho revelou-se satisfatorio, contemplando dados de andlise filogenética a dados de
expressao relativa, nunca antes descritos para a espécie vegetal estudada. Resultados estes, além de

curiosos, importantes € de grande potencial biotecnologico.
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