Avaliacdo do efeito da superexpressdo do
gene EgCesA3 de Eucalyptus na planta
modelo Arabidopsis thaliana
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Introdugdo
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O eucalipto & a principal fonte
do setor de papel e celulose 4] 5.000 10.000 15.000 20.000

pois apresenta crescimentd  Figuea 1: Brasil lider na produds de celulose de sucalipto. Adsptade de PPPC (Pulp and Paper
rapido, alta produtividade Preducts Council, 2009)

(cerca de 41m'/halano, no Brasil) e boa resposta a tratos culturais de
manejo e melhoramento genético.
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Figura 2 :Rssp'esanlxgan esquematica da

parede celular secundaria ignificada. Imagem
@draida de Boudet ot 3 2003).

Para manter a competitividads do pals no sstor em questio se faz
necessario o melharamento genético. Nesse sentido objetiva-se a
otimizagéo da madeira buscando-se, por exemplo, o aumento do teor
de celulose e a redugdo do teer de lignina (Fig. 2), os dois compostos
chave na produgao do papel.
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A sintese da celulose é realizada pelo Complexe Celulose Sintase(Figs. 3. 4 e 5). Este complexo & formado
por 6 subunidades cataliticas que, por sua vez, sdo formadas por 6 polipeptideos. Cada complexo sintetiza
uma microfibrila de celulose formada por 36 cadeias elementares de celulose,
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Figura A
Eletromicrografia de
preparado congelado de
pareds celular vegetal
mosirando as seis
subunidades gque,
Juntas, formam o
Complexe Celuloss
Sintage, em forma de
“roseta’. Adaptado de
Dictallevi, F. o Mulder,

thl'u 5 Esquema do rnuuneﬂh de um
complexo celulose sintase. A frajetdria seguida
pela roseta & orientada pela disposigao dos
micratubulos, além disso, a microfibria de
celulose que vai sendo formada a partir dos

th 4: Um modelo da estrulura da rosela: seis

contendo seis. CESA cada
uma, Cada polipeptidio & envolvide na sinteze de
apenas uma cadeia elementar de celulose. Estas
cadeias 58 unem por pontes de hidrogénic formando

ap id de UDP-glicese presentes no B. (2007)
de Deblinatal. . (2002) citoplasma se deposita na face externa da
membrana plasmatica.

s 36 polipeptideos que formam o
Complexo Celulose Sintase sao
codificados, em eucalipte, por
uma familia de ao menos 6 genes.
Em Arabidopsis essa familia é de
10 genes dentre os quais agusle
cujo knowcout resulta em maior
redugic do teor de celulose é o

AtCesAT (ortdlogo do EgCesA3 e

de sucalipto){Fig. 6). Figura &: Seccio transversal do sistema vascular de A, thalkana svidenciando slementos do
P .3, . xdlermna no ipo selvagem (A) @ no mutante com knowcout para o gene AfCesAT (ortdloge do

Q gene Celulose Sintase 3 ggcesa3)(B)iph floema). Adaptada de Brown etal. (2005).

(EgCesA3), juntocom o EgCesAt

e o EgCesA2, estd relacionado com a sintese da parede celular secundaria. Desse modo ele estd mais

expresso no xilema do que em outros tecidos vegetais. Além disso, o EgCesAZ é o que tem o maior grau de

expressio em xilema em relagdo aos outros dois genes citados.

QOutra dado de expresséo
relevante que ndo & conhecido se
refere & andlise do EgCesA3 entre
espécies de eucalipto. Isso
porque a quantidade de celulose
que pode ser extraida do xilema
varia entre as espécies.O
Eucalyptus globulus, por
exemplo, & a espécie de melhor
qualidade de madeira em
comparag8o com as duas
espécies mais cultivadas
comercialmente no Brasil.

Eucalyptus
urophyla

Eucalyptus Eucalyptus
grandis

globulus

Em acordo com os cor dados apr tados a cima, o EgCesA3 é acreditado como sendo o gene
mais importante na formagao da parede celular secundaria. Em razae disso, este projeto de iniciagao
cientifica tem como objetivo central avaliar as implicagtes da sup p do do gene EgCesA3 de
eucaliptos na planta modelo Arabidopsis thaliana esperando incremento no teor de celulose.

. Instituto de Biclogia, Universidade Estadual de Campinas.

Material e Métodos

Material vegetal

H Mudas de E. grandis, E urophylla @ E globulus  cultivadas em casa de
= vegetagao(Fig. 7).

Figura T: Mudas de eucalitpo cultivadas em casa de vegetagso.

Extracéio de RNA

Aextragdo do RNAdetecidos de xilsma e folha das trés espécies citadas sequiu o protocolo descrito por
Zeng & Yang(2002). A quantificagdo do mesmo foi realizada por espectrometria (Nanodrop) e a

lidade do material extraido se deu por eletroforese (Fia. 8).

Andlise de expressao génica

A sintese de cDNA (Fig. 8) (necessara
para a realizagdo do real time-PCR) foi
realizada com o kit Improm Il Reverse
Transcription System (Fromega).

Figura 9: Eletroforess de produto de PCR
realizada com cDMA para validar a
presenca deste dltimo. FGL & XGL: folha e
xilema, respectivamente. de E. giobulus;
FGR e XGR: foha e xilema,
respectivamente de E. grandis ¢ FUR ¢
XUR idern para o E. urophyla,

Para detectar a ﬂuorascsncm durante a amplificagdo em aparelho de gPCR. apropriado utilizou-se o kit
 Master Mix (Applied Biosystems). O métode da eficiéncia descrito por Pffafl (2001) foi

SYBR® Green| |
utilizado para t anto dos dados de exp ao génica
Clonagem e transformagao em Arabidopsis thaliana

O cDMA do EgCesA3 sera clonado em vetor pCAMBIA possuindo o promotor 358 e o gene de selegio NPT
Il. Apds a |naereao do vetor pCAMBEIA/cDNA em linh de Agrobacterium tumefac as plantas-
modelo A. th raoi ladas para formagao gendtica. Plantas homozigotas serdo semeadas
emcamaras de imento para posterior avaliagao fenotipica.

Analises quimicas e histoldgicas

A quantificagdo dos constituintes da parede celular vegetal se dara por HPLC (High Performance Liquid
Chromatography).

As analises histoldgicas ser@o realizadas a partir de segmentos caulinares das plantas de Arabidopsis
thaliana transformadas com o gene EgCesA2 de eucalipto. Estes segmentos serdo coletados e fixados em
solugdes espacificas conforme o protocolo descrito por Pitra (2007).

Resultados e Discussdo

Expresséo do gene EgCesA3 Expressio do gene EgCesA3
Emtodas as trés espécies de eucalipto

avaliadas, 0 gene EgCesA3 se

mostrou mais expresso em xilema do 3684,0

que em folha (Fig. 10). Na espécie £
globulus, por exemplo, esse gens &
3683,9 vezes mais expresso no xilema
do que na folha (Fig. 10). Esse dado
evidentemente vaide encontro a teoria
de gque o EgCesAl? esteja
comprometide com a sintese da
parede celular secundaria (Ranik, M. &
Myburg, A, 2006).
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Grau de expressio

286,7 284,6

. B

Eucalyptus Eucalyptus
grandis urophyla

Analisando-se as trés espécies entre
si, obtém-se que o gene em questio
apresenta expressdoc semelhante
quande o érgdo vegetal considerado é
a folha. No entanto, quando &
considerado o tecide xilematico,
observa-se que o gens EgCesA3 & Figuwa w A oxpmssée do gene EgCesAd em folha foi utilizada come referéncia para a
12,9 wvezes mais expresso em E. ¥ g P zero domesmo. Abarras rep ograu
da do EgCesa3 i plei alipt i

globulus doque nas outras duas

espécies avaliadas, sendo que, nestas duas espécies a expressio & semelhants (Fig. 10). Essa
informagdo indica que o EgCesA3 possa estar relacionado com a qualidade superior que a madeira de £
globufus tém quando comparada com a das outras espécies,

Eucalyptus
globulus

Conclusdo

Os resultados de expressdo génica indicam que o EgCesA3 seja um importante gene relacionado com a
sintese da parede celular secunddria e, possivelmente, esteja relacionado com a qualidade superior gue a
madeira de Evcalylpus globulus tem em se tratando de fornecimento de celulose para a produgéo de papel.
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