
Introdução Resultados e Discussão

Materiais e Métodos
Árvores de Pinus elliotii, com idade de 8 anos e DAP de no mínimo 17

cm, localizadas em propriedade da empresa Irani Celulose S.A., em Balneário
Pinhal, RS, (latitude: -30.1747, longitude: -50.2076), foram utilizadas no
experimento.

Os tratamentos neste experimento constituem em uma condição
controle (somente a estria – estímulo mecânico) e outros 3 tratamentos
independentes contendo, além do estímulo mecânico, diferentes adjuvantes
químicos em suas pastas indutoras (vide Tabela 1). Para cada tratamento foram
selecionadas 5 árvores que vinham sendo estriadas a cada 15 dias pelo período de
um ano. A coleta de material biológico foi feita através de raspagens da madeira na
região do câmbio após realização da estria (dias 0, 5, 8 e 15) (Ver Fig. 1).

A produção de oleorresina, uma complexa mistura de terpenos (mono, sesqui e
diterpenos), que possui duas frações principais (terebintina e breu), representa uma
importante atividade econômica que fornece matéria-prima para a indústria
farmacêutica, alimentícia, agroquímica e química. Derivados da oleorresina de
Pinus, extraídos por meio de incisões periódicas na casca, seguida de aplicação de
pastas indutoras de exsudação, encontram aplicações em tintas de impressora,
tintas automotivas, revestimentos de superfícies, adesivos, desinfetantes, fármacos,
aromatizantes e flavorizantes, além de bioinseticidas1,2.
Terpeno sintases são enzimas envolvidas em rotas de produção de terpenos
componentes da oleorresina, e estudos de expressão de genes codificadores destas
enzimas são importantes para caracterização de fatores que afetam a produção de
resina. Visto a escassez de estudos conclusivos em relação a genes normalizadores
para avaliação da expressão de genes envolvidos na produção de oleorresina, faz-se
necessário um estudo para caracterização de genes que possam ser utilizados como
tais em reações de qPCR. Esta informação é essencial para melhor elucidar as bases
moleculares da síntese da resina, por meio do entendimento da expressão gênica
associada a este fenômeno, bem como a futura caracterização dos genes
envolvidos.

Identificação de genes normalizadores para estudos de    
expressão gênica associada à oleorresinose em Pinus elliottii

TRATAMENTOS PASTAS UTILIZADAS

Controle -

Potássio Ácido Sulfúrico 20 % + Potássio 500mM

Auxina Ácido Sulfúrico 20 % + Ácido Naftaleno Acético (NAA) – 1 mM 

Ethrel Ácido Sulfúrico 20 % + Ethtrel 3 %
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As extrações de RNA total foram realizadas com o reagente Concert
Plant RNA Reagent (Invitrogen®). A quantificação de RNA foi feita através da
utilização do espectrofotômetro NanoDrop (LifeTechnologies®). Os transcritos
foram detectados por qRT-PCR, utilizando-se o reagente SYBR Green (1:10000
Molecular Probes) e o aparelho da Applied Biosystems StepOne.

Os resultados foram analisados pelo método de CT comparativo (ΔCT)
conforme descrito3. Os genes candidatos à normalizadores foram: ciclofilina (P.
taeda) , α-tubulina (P. taeda), proteína éter redutase –REDUC (P. pinaster) e fator
de elongação 1α -eEF (P. pinaster), baseados no trabalho de Vega-Bartol et al4. O
gene alvo testado corresponde ao que codifica para terpeno sintase – Pc2_TPS
em P. contorta.

Foram utilizadas ferramentas de bioinformática para aferição dos
resultados e indicação dos melhores genes referência para a condição testada. Os
programas geNorm5 e NormFinder6 foram os escolhidos para o experimento.

geNorm:

NormFinder:

Análise de expressão de terpeno sintase através de RT-qPCR:

Figura 3. Análise da expressão do gene Pc2 através de RT-qPCR utilizando o gene ciclofilina como normalizador.
Durante os dias analisados, as árvores tratadas com a pasta indutora contendo ETHREL apresentaram maior

expressão da terpeno sintase avaliada quando comparado ao grupo controle. Os tratamentos AUXINA e POTÁSSIO
não apresentaram efeito positivo na produção de transcritos da enzima. Valores são médias de 3 replicatas
biológicas ± erro padrão.

A partir dos resultados obtidos, com base em ambos softwares
aplicados, concluiu-se que o gene ciclofilina é o mais indicado como
normalizador para análises de expressão gênica em P. eliottii nas condições
testadas. Resultados de RT-qPCR demonstraram um aumento na produção de
transcritos de terpeno sintase em árvores que receberam a pasta indutora
contendo Ethrel. Este composto é precursor de etileno, molécula sinalizadora
envolvida em reações de estresse e já amplamente utilizado em composição de
pastas indutoras pelo seu efeito positivo na produção de resina. Há relatos que
etileno é capaz de induzir a expressão de algumas terpeno sintases7.Nossas
perspectivas futuras são de avaliar a estabilidade de mais genes para as
condições de oleorresinose testadas.

5 árvores / tratamento

Figura 1. Árvore de Pinus estriada 
visando a oleoresinagem.

Tabela 2. Valores de estabilidade atribuídos pelo software NormFinder aos genes candidatos à normalizador,
em ordem decrescente de estabilidade. A combinação mais estável foi de eEF e ciclofilina, sendo o gene eEF o
mais estável dentre todos.

Tabela 1. Tratamentos e composição das pastas utilizadas no experimento.

Figura 2: Valores de estabilidade atribuídos pelo software GeNorm aos genes candidatos à normalizador. Os
genes α-tubulina e Ciclofilina (M = 1.009) foram considerados os genes mais estáveis, seguidos pelo gene eEF
(M = 1.057). O gene Reduc (M = 1.338) figura como o gene menos estável para a análise de expressão.
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