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RESUMO

O enraizamento adventicio € uma etapa crucial na propagagao vegetativa de plantas
lenhosas de interesse econdmico como o eucalipto. Eucalyptus globulus e seus
hibridos interespecificos possuem recalcitrancia ao enraizamento, porém sao de grande
interesse para a regido Sul, devido ao baixo teor de lignina e tolerancia a geada. Um
melhor entendimento deste processo poderia auxiliar na engenharia genética desta
espécie melhorando a produtividade das florestas plantadas. O PCR Quantitativo em
Tempo Real € o método de maior sensibilidade e especificidade na analise de
transcritos atualmente. Através dele é possivel analisar a expressao de genes de
interesse em determinada condicdo experimental. Entretanto, a confiabilidade dos
resultados depende da escolha correta do gene de referéncia, o qual deve apresentar
uma expressao constitutiva em todos os tratamentos. Trabalhos recentes demonstram
que nao ha nenhum gene universalmente constitutivo, portanto varios algoritmos foram
desenvolvidos para auxiliar na validagcdo de genes-referéncia. Neste trabalho, sete
genes considerados constitutivos foram analisados em diferentes amostras de E.
globulus ao longo das fases do enraizamento adventicio in vitro através do software
geNorm. Os resultados indicaram NADP-Isocitrato desidrogenase (IDH) como o gene
mais estavel juntamente com uma suposta proteina de ligagdo a RNAs (EUC12),
seguidos de uma proteina da familia SAND (SAND). Genes tradicionalmente utilizados
como referéncias em estudos com plantas como a-Tubulina (TUA), Gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), Poliubiquitina (PUBQ) e Ribonucleoproteina L23 (RIB)
apresentaram expressao altamente variavel e ndo sao recomendados para uso como
referéncias em E. globulus durante o enraizamento adventicio. A expressao de um
possivel ortélogo ao gene Argonauta 1 (AGO1) de Arabidopsis thaliana em E. globulus,
provavelmente envolvido com a regulagdo de alguns fatores de resposta a auxina
(ARFs), foi analisada utilizando como referéncias o gene mais estavel e o mais variavel
dentre as analises, o que resultou em padrbes diferentes de expresséo. Este resultado
confirma a importancia da escolha adequada do gene de referéncia em estudos de
expressao génica, permitindo a confiabilidade dos resultados.



ABSTRACT

Adventitious rooting is an essential step on the vegetative propagation of woody plants
of economic interest like eucalyptus. Eucalyptus globulus and its interespecific hybrids
show rooting recalcitrance; however, these genotypes are of great interest to southern
Brazil, due their low lignin content and frost tolerance. A better understanding of
adventitious rooting could help attempts to genetic engineering this species, improving
plant forest productivity. Currently, the Quantitative Real Time PCR is the most sensitive
and specific method for transcript analysis, allowing the evaluation of expression of
genes of interest in a certain experimental condition. However, the accuracy of the
results depends on the correct choice of the reference gene, which should have a
constitutive expression during treatments. Recent studies have shown that there is no
universal reference gene for all conditions and species, so several algorithms have been
developed to help validate reference genes to particular situations. In this work, seven
putative constitutive genes were investigated in different E. globulus samples throughout
the in vitro adventitious rooting phases, using the geNorm software. The results
indicated that NADP-Isocitrate dehydrogenase (IDH) is the most stable gene together
with a putative RNA binding protein (EUC12), followed by a SAND family protein
(SAND). Commonly used reference genes in plant studies such as a-Tubulin (TUA),
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Polyubiquitin (PUBQ) e
Ribonucleoprotein L23 (RI/B) showed highly variable expression and are not
recommended for use as constitutive controls in adventitious rooting of E. globulus. The
expression of the putative ortologue of Arabidopsis thaliana Argonaute 1 (AGO1) in E.
globulus, a gene involved in regulating auxin response factors (ARFs), was investigated
using as reference genes those that displayed the most stable or the most variable
expression profile, yielding distinct expression patterns. This result confirms the
importance of appropriate reference gene choice in expression studies in order to afford
reliable results.



1 INTRODUCAO

1.1 O Eucalipto

O eucalipto, originario da Australia, pertence a familia Myrtaceae e é uma
espécie lenhosa de grande importancia econémica, sendo o seu uso industrial uma das
atividades que mais se expande no setor florestal mundial. Isto se deve ao seu
potencial como matéria-prima para diversos setores, principalmente o de papel e
celulose, além de prover madeira para producdo de mourdes e postes, carvao para
siderurgia, mel, taninos e oleos essenciais, principalmente para produtos de limpeza e
aromatizantes (SOUZA & LORENZI, 2008). No Brasil, os produtos de base florestal
representam aproximadamente 2,6% do produto interno bruto (PIB) (VITAL, 2007).
Sendo uma planta de rapido crescimento (cerca de seis a oito anos), florestas de
eucalipto podem ser uma alternativa para suprir a demanda por biomassa lenhosa
evitando a devastacao de florestas nativas (FOGACA, 2003). Além disso, as plantagdes
florestais comerciais contribuem para a remog¢ao do excesso de didxido de carbono da
atmosfera, ja que sdo compostas por arvores jovens, com alta taxa de fotossintese,
reduzindo um dos grandes causadores do aquecimento global.

O Brasil ocupa o sétimo lugar em area com florestas plantadas (FAO, 2005),
sendo 4,259 mil ha de eucalipto, o que corresponde a 0,6% do territério nacional
(ABRAF, 2009), e é lider mundial na produgéo de polpa para celulose de fibra curta, a
qual é utilizada no fabrico de papéis de impressdo dentre outros papéis finos. A
eucaliptocultura brasileira € baseada principalmente em florestas clonais formadas a
partir de materiais elite (MORA & GARCIA, 2000). Caracteristicas encontradas nas
arvores de plantacdes comerciais como troncos retos, com baixa densidade de
ramificagdes, além da excelente qualidade das fibras e adaptabilidade a diversos tipos

de solo faz do eucalipto uma arbérea ideal para cultivos comerciais (POKE et al, 2005).



1.2 Enraizamento adventicio e Eucalyptus globulus

A propagacéao vegetativa é a técnica mais amplamente utilizada para multiplicar
plantas-elite, sejam aquelas obtidas em programas de cruzamento ou as selecionadas
a partir de populagdes naturais (HARTMANN et al, 1990). O enraizamento adventicio é
uma etapa indispensavel para a propagacdo (DE KLERK et al, 1999) de espécies
lenhosas de interesse econdmico, como o eucalipto. O enraizamento adventicio pode
ser dividido em duas fases principais, as quais possuem diferentes requerimentos
hormonais: (1) indugdo, correspondendo a eventos moleculares e bioquimicos, sem
mudang¢a morfolégica visivel, e (2) formagao, que compreende divisdes celulares
envolvidas na organizagao do meristema da raiz e estabelecimento do primérdio radical,
seguido do alongamento e emergéncia da raiz (FETT-NETO et al, 2001).

A formacdo de raizes adventicias € comum a todas as plantas vasculares,
podendo se desenvolver em diversos pontos ao longo do corpo da planta. Em caules
jovens geralmente se originam do parénquima vascular ou cortical e antes de
emergirem, desenvolvem promeristema, coifa, cilindro vascular e cértex. E o sistema
radical caracteristico de estacas para propagacgao vegetativa, ao contrario de plantulas,
as quais apresentam raizes pivotantes fortemente gravitrépicas, com raizes primarias, a
partir das quais surgem as raizes secundarias (ESAU, 1974). Plantas com raizes
adventicias sao mais sujeitas ao tombamento, ja que este tipo de arquitetura radical
proporciona menor capacidade de sustentagao.

Multiplos fatores podem interferir no enraizamento adventicio, como fitorménios,
compostos fendlicos, condi¢gdo nutricional e caracteristicas genéticas (HAND, 1994),
assim como respostas associadas ao estresse, 0 que torna este processo bastante
complexo. Uma correta modulacdo destes fatores poderia melhorar a qualidade do
sistema radical, permitindo o estabelecimento da planta até a idade adulta.

Um aspecto que trouxe inumeros avangos ao estudo da rizogénese adventicia foi
a utilizacdo do cultivo in vitro. Esta técnica, além de possibilitar experimentos com
explantes menores, como segmentos de caule, viabiliza o fornecimento de fitorménios e

vitaminas e a adigdo controlada de componentes inorganicos e carboidratos, além de
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diminuir significativamente a chance de degradagao microbiana dos mesmos (VAN DER
KRIEKEN et al, 1993).

Eucalyptus globulus, bem como alguns de seus hibridos interespecificos,
apresentam caracteristicas interessantes a industria de papel e celulose do sul do
Brasil, como a toleréncia a geada, caracteristica do inverno da regido Sul, e o baixo teor
de lignina, ja que a mesma interfere negativamente na extragdo da celulose (FETT-
NETO et al, 2001), aumentando os custos finais de produgdo. Enquanto E. globulus
possui cerca de 22% de lignina em sua composi¢cao, Eucalyptus grandis, uma das
espécies do género mais plantadas em todo o mundo, possui 24% (BASTOLLA, 2007).
Entretanto, E. globulus apresenta baixa capacidade de enraizamento, sendo
considerada recalcitrante (LE ROUX & VAN STADEN, 1991 e SERRANO et al, 1996)
com mudas dificeis de propagar. Neste ambito, estudos visando caracterizagao e
posterior otimizacdo do enraizamento adventicio nesta espécie, tanto em nivel
fisioldgico como molecular, se mostram de grande valia para o possivel aumento da

produtividade das florestas plantadas.

1.3 Auxina

Auxinas sao fitormobnios envolvidos em processos essenciais para as plantas,
como crescimento celular, alongamento do caule, dominancia apical, formagao da raiz,
desenvolvimento de frutos e tropismos (TAIZ & ZAIGER, 2009). Desempenham papel
central na determinacdo da capacidade de enraizamento, porém concentragdes que
sao favoraveis para a indugdo deste processo bloqueiam o alongamento das raizes.
Isto revela que as diferentes fases da rizogénese devem possuir requerimentos
hormonais diferentes ou mesmo opostos (DE KLERK et al, 1999). As respostas ao
enraizamento também sao fortemente afetadas pelo conteudo enddgeno de auxina e
sua taxa de transporte (FOGACA & FETT-NETO, 2005). O apice da parte aérea é a
principal fonte de auxina endégena. Caules apresentam um caracteristico transporte
ativo basipeto através de células parenquimaticas dos tecidos vasculares conduzido por
transportadores de influxo e efluxo, chamados AUX1 e proteinas PIN, respectivamente
(MUDAY & DELONG, 2001). A atividade de auxina envolve a ligagcédo a proteina do tipo
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F-box TIR1, desencadeando a degradagao via proteasoma de proteinas Aux/IAA, que
se encontram ligadas aos fatores de transcrigdo de resposta a auxina (ARFs), inibindo a
acao destes. Uma vez que Aux/IAA sdo degradados, ocorre transcricao de genes
ativados por auxina através da acdo dos ARFs (DHARMASIRI et al, 2005;
WOODWARD & BARTEL, 2005). Um mecanismo alternativo, o qual ndo envolve
degradacédo de Aux/IAA e parece estar mais relacionado com resposta a acido indol
butirico (IBA) se da através da proteina tipo fosfatase de dupla especificidade IBR5
(receptor 5 de acido indol butirico), a qual parece agir downstream ao reconhecimento
da auxina pelo complexo SCFTRVAFE_Aux/IAA (STRADER et al, 2008).

Em E. globulus, a aplicagdo de auxina exdgena € necessaria para um bom
desenvolvimento radical em experimentos in vitro, porém ainda n&ao se sabe se isto se
deve a alguma alteragdo no mecanismo de transporte deste fitormonio ou se a taxa de
auxina enddgena nesta espécie ¢é insuficiente para desencadear todas as respostas ao
enraizamento. Como citado anteriormente, a auxina desempenha um papel
extremamente importante no enraizamento, sendo muitas vezes determinante. Os
fatores de resposta a auxina (ARFs — Auxin Response Factors) compdem uma familia
especifica de proteinas que se ligam a DNA e controlam a transcricdo de genes
regulados por auxina. Eles se ligam aos elementos promotores de resposta a auxina
(AuxREs), os quais se encontram em genes de resposta inicial a este fitorménio como
Aux/IAA, GH3 (cujos representantes codificam para uma enzima conjugadora de auxina
ou componentes de resposta a luz via fitocromo A (JAIN et al, 2006) e SAUR (small
auxin-up RNAs, envolvidas no transporte vesicular intracelular) e podem atuar tanto
ativando como reprimindo tais genes. ARF10, ARF16 e ARF17 sao potencialmente
regulados por miRNAs, sendo que estes sao sugeridos como tendo um possivel papel
na sinalizagdo de auxina (revisado em MALLORY et al, 2005). AGO1 pertence a uma
familia génica bastante conservada entre os eucariotos, tendo papel crucial na
regulacao do silenciamento génico pds-transcricional e mecanismos relacionados. As
proteinas AGO sao componentes essenciais do complexo de silenciamento induzido
por RNA, levando mRNAs a degradacéo através de miRNAs. O papel do gene AGO1
na rota de miRNAs e sua propria regulagdo por essa rota sao cruciais para o

desenvolvimento das plantas (revisado em SORIN et al, 2005).
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O mutante ago1 de A. thaliana apresenta um acumulo de ARF17 no hipocodtilo e
este gene, embora nao totalmente caracterizado, parece estar mais relacionado com a
acao repressora dos ARFs. Sendo assim, este acumulo leva a repressao de alguns
genes relacionados com GH3, culminando na inibicdo da formacdo de raizes
adventicias em ago71. Além disso, perturbacdes na homeostase de auxina na parte
apical das plantulas e hiper-regulacdo das rotas de sinalizagdo pela luz podem
contribuir para os defeitos na formacédo de raizes adventicias encontrados em ago1
(SORIN et al, 2005).

1.4 PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR) e Genes referéncia

A formagdo do meristema radical em plantas lenhosas ainda € pouco
compreendida no ambito da expressao génica (BUTLER & GALLAGHER, 1999).
Utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real (ou qRT-PCR do inglés real-
time quantitative RT-PCR) é possivel avaliar a expressado de genes de interesse durante
0 processo de enraizamento adventicio, bem como durante os diferentes estadios de
desenvolvimento de uma planta.

O gRT-PCR ¢é baseado no processo de transcricdo reversa (RT) seguida da
Reagdo em Cadeia da DNA-polimerase (PCR) com a incorporagdao de moléculas
fluorescentes covalentemente ligadas ou n&do a nucleotideos, as quais podem ser
quantificadas durante a cinética da reacdo. Os produtos formados sdo monitorados a
cada ciclo, o que permite uma detecg¢ao rapida e precisa dos produtos de amplificagao.
Atualmente é o método de maior sensibilidade e especificidade na analise de transcritos
(GACHON et al, 2004).

Entretanto, esta técnica necessita de normalizacdo para uma correta
interpretacdo dos dados obtidos. O propdsito desta etapa é “padronizar’ eventuais
variacbes associadas com o0s varios passos do procedimento experimental, como
diferengcas na quantidade inicial de amostra, integridade do RNA, eficiéncia na sintese
do cDNA e diferengcas na atividade transcricional nos tecidos e células analisados
(EXPOSITO-RODRIGUEZ et al, 2008). A normalizago é realizada com base em um ou
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mais genes que possuam expressdo uniforme na maioria das células do organismo de
estudo, bem como durante as varias fases de desenvolvimento e sob diferentes
condigdes ambientais. Estes sdo os chamados genes constitutivos ou housekeeping
genes. Considerando que tanto a sequéncia do gene constitutivo como a sequéncia do
gene de interesse estardo presentes na amostra testada, ambos apresentardo o
mesmo padrdo de variagdo dentro do experimento, exceto em relagdo ao nivel de
expressdo (EXPOSITO-RODRIGUEZ et al, 2008). Geralmente sdo escolhidos genes
envolvidos em processos celulares basicos como manutencado da estrutura celular e
metabolismo primario (CZECHOWSKI et al, 2005; BASTOLLA, 2007). Embora varios
genes sejam tradicionalmente utilizados e relatados como bons normalizadores em
estudos com plantas, como codificadores do rRNA 18S, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), fator de alongamento 1 a (EF-1a), actina (ACT), a tubulina
(TUA) e B tubulina (TUB) (CZECHOWSKI et al, 2005), trabalhos recentes vem
demonstrando que estes genes apresentam expressao instavel entre tecidos e
gendtipos, ndo sendo adequados para utilizagdo como controles em métodos sensiveis
como o qRT-PCR (BRUNNER et al, 2004; CZECHOWSKI et al, 2005; GUTIERREZ et
al, 2008; EXPOSITO-RODRIGUEZ et al, 2008). Além disso, Brunner et al, (2004) e
Gutierrez et al, (2008) argumentam sobre a necessidade de uma determinagao
especifica para a espécie de estudo, ja que um bom gene-referéncia para uma espécie
pode nao apresentar expressio estavel em outra, bem como sob diferentes condi¢cbes
experimentais.

Tendo em vista a necessidade de validar a estabilidade de expressdo de genes
candidatos a controles em experimentos de qRT-PCR, varios trabalhos tem sido
desenvolvidos nos ultimos anos, com as mais variadas espécies. Tal avango se deve,
em parte, ao desenvolvimento de ferramentas que permitem a identificacdo estatistica
dos melhores controles internos de um grupo de candidatos a normalizadores para um
dado experimento. Dentre as mais utilizadas e bem sucedidas ferramentas encontra-se
o software geNorm (VANDESOMPELE et al, 2002), o qual sera utilizado no presente
trabalho. geNorm é uma Aplicagao Basica Visual (VBA) para Microsoft Excel que
calcula automaticamente uma medida (M) de estabilidade de expressao para cada

gene controle em um dado grupo de amostras. Além disso, o software indica o0 numero
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minimo de genes necessario para uma normalizagdo acurada dos dados, uma vez que
seus autores sugerem a utilizacdo de dois ou mais genes para normalizagdo ao invés
de apenas um. Embora inumeros sejam os trabalhos que utilizam esta técnica para
estudos de normalizagdo em animais, leveduras e bactérias, a mesma ainda é pouco
explorada no campo vegetal (GUENIN et al, 2009).

Ao analisar a expressao de dez possiveis genes controle no hibrido Populus
trichocarpa x P. deltoides, em diferentes estadios de desenvolvimento e estacbes do
ano, Brunner et al (2004) indicaram os genes codificadores da Poliubiquitina (UBQ17) e
o-Tubulina como sendo os mais estaveis nas condi¢cbes experimentais do estudo. Os
genes analisados pertenciam a diferentes classes funcionais e familias génicas, todos
ja utilizados em estudos de expressdo génica em plantas, como ubiquitinas, actinas,
tubulinas, ciclofilinas citosélicas, fator de iniciagdo traducional, fator de alongamento e
rRNA. Neste trabalho os autores também indicam a utilizagcado de primers especificos
para amplificarem dois ou mais membros de uma familia génica controle, cujo nivel de
expressdo combinado podera resultar em maior estabilidade do que apenas um unico
gene.

Um dos trabalhos mais completos no campo de selegcao de normalizadores para
gRT-PCR foi desenvolvido por Czechowski et al (2005) com Arabidopsis thaliana.
Foram avaliados mais de 23,5 mil genes, dentre referéncias tradicionais e centenas de
novos genes nunca antes utilizados para tal, através de dados de microarranjo
disponibilizados na plataforma Affymetrix ATH1 GeneChips. As condi¢des
experimentais incluiram 79 diferentes tecidos, 6rgaos, estadios de desenvolvimento e
genotipos, além de estresses bidticos e abidticos e efeitos de fitormbnios. As analises
revelaram que centenas de genes presentes no genoma de A. thaliana possuem
expressao mais estavel e em niveis mais baixos do que genes-referéncia tradicionais.
Os autores complementam que ortélogos desses novos genes em outras espécies
podem servir para 0 mesmo proposito.

Nicot et al (2005), em um estudo com batatas (hibrido Solanum phureja x S.
tuberosum), analisaram a estabilidade de sete genes bastante utilizados como
referéncia (actina, B-tubulina, ciclofilina, fator de alongamento 1-a (ef1-a), rRNA 18S,

adenina fosforribosil transferase e proteina ribossomal citoplasmatica L2) em plantas
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sob estresse bidtico e abidtico. Os autores verificaram diferencas de estabilidade génica
entre os diferentes tratamentos de estresse, mostrando que as condi¢cdes experimentais
influenciaram a expressdo da maioria dos genes testados, sendo que apenas o gene
ef1-a apresentou expressao estavel em todas as condigdes analisadas.

Com o objetivo de demonstrar que genes comumente utilizados como referéncia
em estudos com plantas podem variar seu nivel de expressdo e levar a erros de
interpretacao das analises por qRT-PCR, Gutierrez et al (2008) analisaram a expressao
de14 genes, escolhidos dentre os mais utilizados na literatura, em 16 tecidos diferentes
(6rgaos e estadios de desenvolvimento) de A. thaliana. Os resultados mostraram que
apenas dois genes, adenina fosforribosiltransferase 1 e ubiquitina 5, apresentaram
expressao estavel. Neste mesmo trabalho, foram analisados quatro genes
normalizadores em Populus (hibrido Populus tremula x P. tremuloides) durante oito
estadios de desenvolvimento e na regido cambial. Apenas um dos genes apresentou
estabilidade em todas as condigdes e o gene codificador do rRNA 18S se mostrou
como o0 mais instavel, embora seja amplamente utilizado.

Analisando a expressao de sete genes-referéncia tradicionais e quatro
considerados como novas alternativas em tecidos e orgaos de tomate (Solanum
lycopersicum cv. ciliegia) em diferentes estadios de desenvolvimento, Exposito-
Rodriguez et al (2008) verificaram que todos os genes tradicionais apresentaram menor
estabilidade no nivel de expressao do que os outros quatro genes testados. Os autores
ainda recomendam a utilizagdo de diferentes combinagbes dos genes mais estaveis
para a normalizagdo dos dados ao invés de apenas um gene.

Ao investigar a expressao de 11 genes-referéncia em diferentes amostras de
pessegueiro (Prunus persica), Tong et al (2009) verificaram que os genes que codificam
o fator de alongamento de traducdo 2 (TEFZ2), ubiquitina 10 e RNA Polimerase I
apresentaram expressao estavel e podem ser utilizados como controles nessa espécie.
Os autores recomendam ainda a utilizacdo conjunta de dois ou mais genes como
controle para uma normalizagdo mais acurada dos dados. Os genes rRNA 18S,
proteina ribossomal L13, fosfolipase A2, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e actina

2/7 apresentaram expressao altamente variavel nas amostras testadas.
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Embora varias espécies de dicotiledoneas tenham sido abordadas em trabalhos
com genes constitutivos para normalizagcado em gRT-PCR nos ultimos anos, ha menos
informagbes acerca de espécies arbdreas. A representante deste grupo sobre a qual
existem resultados mais consistentes € Populus sp. Em relacdo a eucalipto, existem
apenas resultados parciais. Bastolla (2007) analisou a estabilidade de genes
constitutivos tradicionais e alguns resultantes de analises de microarranjo com duas
espécies de eucalipto, Eucalyptus grandis e E. globulus, plantadas a campo. Os
resultados indicaram o gene codificador da proteina SAND e uma suposta proteina de
ligacdo a RNAs (EUC12) como sendo os melhores controles para estudos em xilema e
folhas maduras da referidas espécies.

Até o presente momento, no entanto, nenhum estudo de normalizacdo foi
realizado com plantas in vitro durante o processo de enraizamento adventicio em

eucalipto.
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2 JUSTIFICATIVA

Tendo em vista o impacto econdmico e ecologico da industria de papel e
celulose no Brasil, um melhor entendimento do processo de enraizamento adventicio
em Eucalyptus globulus, espécie de grande interesse para a regiao Sul, pode ser de
grande valia para a otimizacédo da pratica florestal, visando obtencdo de cultivos mais
produtivos em menores extensdes de terra. Para que isto seja possivel, a determinagao
de genes-referéncia adequados para o estudo molecular da rizogénese adventicia
nesta espécie se mostra de extrema importancia, permitindo a confiabilidade dos

resultados, além de servir como ponto de partida para estudos subsequentes.
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3 OBJETIVOS

Analisar a expressdo de genes de expressao constitutiva e utilizados como
normalizadores em varios estudos com plantas como PUBQ - At4g05050 -
Poliubiquitina (UBQ11) e TUA - At5g19780 - a-Tubulina (Brunner et al, 2004), TIP41 -
At4g34270 - Proteina semelhante as da familia TIP41 (Czechowski et al, 2005;
Gutierrez et al, 2008) At4g33380 - Proteina expressa de Arabidopsis thaliana
(Czechowski et al, 2005; Gutierrez et al, 2008), SAND - At2g28390 - Proteina da familia
SAND (Czechowski et al, 2005; Bastolla, 2007), EUC12 — Suposta proteina de ligagao a
RNAs, GAPDH - At1g13440 - Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase e RIB -
Ribonucleoproteina L23 (Bastolla, 2007) e IDH - NADP Isocitrato Desidrogenase
(Carvalho et al, 2008), através da técnica de PCR em tempo real durante o

enraizamento adventicio em E. globulus.

3.1 Objetivos Especificos

e Determinar o(s) gene(s) cuja expressdo seja mais estavel nas condi¢oes

experimentais do presente estudo;

e Analisar a expressao, em E. globulus, de um gene relacionado com ag¢ao ou
transporte de auxina utilizando como controle o gene mais estavel dentre os

testados;

e Analisar a expressao, em E. globulus, de um gene relacionado com ag¢ao ou
transporte de auxina utilizando como controle o gene menos estavel dentre os
testados e verificar possiveis diferencas de expressdo em relagédo ao gene mais

estavel;

e Recomendar um gene-referéncia adequado (com padrdo estavel de expressao)

para estudos com enraizamento de E. globulus in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal

Sementes de E. globulus foram submetidas a esterilizacdo superficial com etanol
70% durante 1 minuto e Hipoclorito de Sédio 1,5% durante 20 minutos, seguida de
quatro lavagens com agua destilada autoclavada. Aproximadamente 15 sementes
foram colocadas em frascos de vidro de 300 mL contendo 60 mL de meio de cultivo
sélido (agar a 0,6% p/v), o qual consistiu em 0,5X a concentragao original de sais MS
(MURASHIGUE & SKOOG, 1962) e 2% de sacarose. A esterilizagcdo do meio foi
realizada por autoclavagem a 121°C por 20 minutos.

Apos trés meses e meio foram obtidas microestacas apicais de
aproximadamente trés centimetros, as quais foram utilizadas nos experimentos de

enraizamento adventicio in vitro.

4.2 Experimentos de Enraizamento adventicio in vitro

O sistema de cultivo consistiu de duas etapas: uma fase inicial de indugao, cuja
duracao foi de até quatro dias (sais MS 0,3X, 0,4 mg/L de tiamina, 100 mg/L inositol, 30
g/L de sacarose, presenga ou auséncia de 10 mg/L de &cido indol-butirico, com pH
ajustado para 5.8 £ 0,1) seguida de uma fase de formagdo, com o mesmo meio de
cultivo descrito acima, mas livre de auxina e com adi¢ao de 0,1g/L de carvao ativado
(FETT-NETO et al, 2001).

Os diferentes tratamentos (presenca e auséncia de auxina) foram submetidos a
um fotoperiodo de 16h, intensidade luminosa de aproximadamente 30 umol m?s™ e
temperatura média de 23 + 2°C.

A esterilizagdo do meio foi realizada por autoclavagem a 121°C por 20 minutos.
Os experimentos foram realizados em frascos de vidro de 20 mL contendo 5 mL de
meio e densidade de duas microestacas por frasco.

A analise da expressao dos genes selecionados se deu ao longo do tempo de
enraizamento, portanto as coletas das microestacas para posterior extragdo de RNA
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foram realizadas depois de 12h, e 1, 2 e 4 dias apo6s indculo em meio de indugdo e 1 e
2 dias apos transferéncia para meio de formacdo, de ambos os tratamentos. As
microestacas coletadas foram congeladas em Nitrogénio liquido e armazenadas a
—80°C até o momento da extracdo. Os experimentos foram realizados em duplicata,

utilizando-se seis microestacas para cada ponto de coleta.

4.3 Escolha das sequéncias e delineamento dos primers

Com excecao dos genes IDH (Carvalho et al, 2008), RIB, EUC12, GAPDH e
SAND (Bastolla, 2007), os quais ja foram utilizados em trabalhos com eucalipto, as
sequéncias representando os possiveis ortdlogos aos genes TIP41 (Czechowski et al,
2005; Gutierrez et al, 2008), At4g33380 (Czechowski et al, 2005; Gutierrez et al, 2008),
TUA (Brunner et al, 2004) e PUBQ (Brunner et al, 2004) em eucalipto tiveram como
base o Banco de dados de A. thaliana (http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/). As
sequéncias depositadas neste banco foram submetidas a um tblastx contra o Banco de
dados do Projeto Genolyptus (http://www.Ige.ibi.unicamp.br/eucalyptus/) e a sequéncia
que apresentou maior homologia foi selecionada (Tabela 1).

Os primers foram projetados com auxilio do software Oligo Perfect™

Designer
(Invitrogen) com as seguintes especificagbes: tamanho de 20bp, conteudo de GC de 45

a 55%, Tm de 60°C e amplicon de 100 a 150bp (Tabela 2).
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Tabela 1. Descrigao dos genes candidatos a controle em Eucalyptus globulus.

Simbolo do Descrigao Lécus homélogo EST homéloga em eucalipto E-
gene em A. thaliana (Cédigo Genolyptus) value
EUC12 Suposta proteina de - - e-88
ligacdo a RNAs
Expressa Proteina expressa de At4g33380 EUGL-XY-001-052-A11-CN.R  e-47
Arabidopsis thaliana
GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato- At1g13440 - -
desidrogenase
IDH NADP - Isocitrato - - -
desidrogenase
PUBQ Poliubiquitina At4g05050 EUGL-XY-002-025-H02-CN.R 0,0
RIB Ribonucleoproteina L23 - - -
Proteina da familia At2g28390 EUGR-TS-002-009-F11-RS.R -
SAND SAND de Arabidopsis
thaliana
TIP41 Proteina semelhante as At4g34270 EUGR-ML-000-034-E12-BA.R  e-41
da familia TIP-41 de
Arabidopsis thaliana
TUA1 a-Tubulina At5g19780 EUGL-XY-002-015-A09-CN.R  e-143

* Os primers para EUC12, GAPDH e RIB foram gentilmente cedidos pela equipe do Laboratério de
Biologia Molecular Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O primer para IDH foi obtido
diretamente de Carvalho et al (2008).
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Tabela 2. Detalhes dos primers para cada um dos genes analisados.

Simbolo do gene Seqtiéncia dos primers Tamanho amplicon (bp) Eficiéncia
EUC12 F: GCGTGGTTCTTGGATCACTA 114 1,83
R: TGGTGACAAAGTCAGGTGCT
Expressa F: AATATTGGCAGGCAGACCAG 133 _
P R: GTCTAAGCAAGCCTGGCAAC
IDH F: CTGTTGAGTCTGGCAAGATGAC - 1,89
R: CATTTAATTCCTCCCCAACAAA
PUBQ F: AAGGAATCCACCCTCCACTT 124 1,65
R:CCTTGACGTTGTCAATGGTG
SAND F: CCATTCAACACTCTCCGACA 143 1,85
R: TGTGTGACCCAGCAGAGTAAT
TIP41 F: AATGGTTTTTGGCGAGAATG 130 _
R: TGCAGCAGGAACTTCAACAG
TUA F:AGGCTTACCACGAGCAGCTA 100 1,84

R: ATGTACTTTCCGTGCCTTGG

* Os primers para EUC12, GAPDH (Eficiéncia = 1,97) e RIB (Eficiéncia = 1,98) foram gentiimente cedidos
pela equipe do Laboratdrio de Biologia Molecular Vegetal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
O primer para IDH foi obtido diretamente de Carvalho et al (2008).

4.4 Extracao de RNA e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido utilizando o Kit NucleoSpin RNA Plant (Macherey-Nagel)
incluindo tratamento com DNAse de acordo com as especificagcdes do fabricante. A

'™ Quantitation Platform

quantidade de RNA foi obtida por analise no fluorimetro Qubi
(Invitrogen) de acordo com as especificagbes do fabricante e a qualidade foi testada em
gel de agarose 1%. A primeira fita do cDNA foi sintetizada a partir de 100ng de RNA

total utilizando primer oligo (dt) e transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen).
4.5 PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT- PCR)
Os cDNAs utilizados foram diluidos 10 vezes em agua ultra pura. A analise dos

genes selecionados foi realizada no equipamento StepOne™ Real-Time PCR System

(Applied Biosystems) utilizando-se parametros de amplificacdo recomendados pelo
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fabricante (5 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos,
anelamento a 60°C por 10 segundos e extensao a 72°C por 15 segundos, seguido por
uma curva de dissociagao - ou de melting - de 60 a 90°C, com incremento de 5°C a
cada medida de fluorescéncia). As reagdes foram realizadas em um volume final de
20uL, sendo que as medidas dos produtos de amplificacdo se deram através da
incorporagao do marcador fluorescente SYBR Green (Applied Biosystems) na dupla fita

de cDNA para cada reagao de amplificacao.

4.6 Analise dos dados

Para a analise de estabilidade no software geNorm, os valores de Ct (Cicle
treshold) foram convertidos em quantidades relativas utilizando a amostra com o menor
Ct de cada gene como calibrador e levando em consideragédo a eficiéncia média de
amplificagdo de cada par de primers na respectiva amostra, a partir da formula Eff !
(HELLEMANS et al.,, 2007), onde Eff = eficiéncia média de amplificacédo e ACt =
diferenca entre o Ct da amostra e o menor Ct. As eficiéncias de amplificacdo foram
calculadas com auxilio do software LinReg PCR.

A expressdo do gene de interesse ao longo do tempo de enraizamento foi
analisada em relagdo ao fator de normalizagao referente aos dois genes controles mais
estaveis (disponibilizado pela analise no geNorm) na respectiva amostra.

A comparacao dos padrbes de expressao do gene de interesse considerando o
gene constitutivo com maior ou menor estabilidade foi realizada através do método Ct

comparativo ja descrito (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).
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5 RESULTADOS

Neste estudo, a expressao de nove genes considerados constitutivos foi
analisada através de qRT-PCR em diferentes amostras de E. globulus compreendendo
seis estadios diferentes ao longo do enraizamento adventicio (12h, dias 1, 2 e 4 da fase
de indugédo e dias 1 e 2 da fase de formacdo). Os genes escolhidos pertencem a
diferentes classes funcionais e incluem uma suposta proteina de ligacdo a RNAs, uma
proteina expressa de A. thaliana com fungdo ainda desconhecida, uma proteina
semelhante as da familia TIP41, uma proteina da familia SAND, ribonucleoproteina
L23, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, NADP Isocitrato desidrogenase, tubulina e
ubiquitina (Tabela 1).

Os primers para os genes At4g33380 (Proteina expressa de A. thaliana) e TIP41,
envolvido com a regulagédo negativa da via de sinalizagdo da proteina TOR (Target Of
Rapamycin), uma quinase que controla o crescimento celular em resposta a diferentes
nutrientes (JACINTO et al, 2001), ndo permitiram a amplificacdo de nenhum produto
com os cDNAs testados e foram eliminados das analises. Todos os outros pares de
primers permitiram a amplificacdo de produtos especificos, o que foi confirmado pela
presenga de apenas um pico nas curvas de dissociacdo (Anexo 1). As eficiéncias de
amplificagcao variaram de 1,65 para PUBQ a 1,98 para RIB (Tabela 2).

Os sete genes restantes tiveram sua estabilidade de expresséo (M) analisada
através do software geNorm. Esta ferramenta utiliza o principio de que a razdo da
expressao de dois genes referéncia perfeitos deve ser constante através de diferentes
condicdes experimentais e/ou tipos celulares. O valor de M é definido como a variagéo
média de um certo gene em relagao a todos os outros testados. Os valores médios de
M para cada um dos sete genes analisados estao mostrados na figura 1. O gene com o
menor valor de M é considerado o mais estavel, enquanto aquele que apresentar o
maior valor é considerado como tendo maior variabilidade de expressédo nas condigcdes
testadas. Os resultados indicaram IDH e EUC12 (M=0,497) como 0s genes mais
estaveis e GAPDH (M=1,293) como o mais variavel, sendo que IDH, EUC12 e SAND se
mantiveram bem abaixo do valor maximo proposto de M<1,0 (HELLEMANS et al, 2007).

Embora alguns autores concordem com a utilizagdo de apenas um gene como controle
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(BRUNNER et al, 2004; CZECHOWSKI et al, 2005; GUTIERREZ et al, 2008), alguns
estudos sugerem a utilizacdo de dois ou mais genes para normalizagdo dos dados por
acreditarem que isto resultaria em interpretacbes mais consistentes dos resultados
(VANDESOMPELE et al, 2002; NICOT et al, 2005; EXPOSITO-RODRIGUEZ et al,
2008; TONG et al, 2009). Neste ambito, foi realizada uma analise do numero 6timo de
genes necessarios para a normalizagado acurada dos dados (Figura 2). Considerando
um cut-off de 0,15 como proposto pelo software geNorm, a utilizacdo de dois genes
ainda nao seria suficiente para uma normalizagéo perfeita. Entretanto, os resultados da
figura 2 mostram que a adigao subsequente de outros genes acabaria prejudicando a
analise. Sendo assim, IDH e EUC12 foram considerados suficientes para normalizacao

dos dados.

14 1,283
12 1,103
. 0,942

] 0,809
0,8 - 1

05 . 0,559

0,497 0,497
04

0,2 -

Estabilidade média de expressao
(M)

GAPDH RIB TUA PUBQ SAND EUC12 IDH

<--- menos estaveis mais estaveis --->

Figura 1. Estabilidade média de expressdo (M) de acordo com o software geNorm de sete genes ditos
constitutivos analisados por gqRT-PCR em microestacas de E. globulus submetidas a tratamento com ou
sem 10mg/L AIB (Acido Indol Butirico) na fase de indugdo. As amostras se referem a microestacas
coletadas ao longo do tempo de enraizamento. Valor de M ideal <1,0 (HELLEMANS et al, 2007). Barras

pretas indicam os genes mais estaveis dentre os testados.
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Figura 2. Determinagdo do numero 6timo de genes para normalizagdo. Calculo a partir do software
geNorm. Cut-off ideal <0,15 (VANDESOMPELE et al, 2002). Barra preta indica numero 6timo de genes

para normalizagéo.

A determinagcdo de um gene referéncia adequado para estudos de expressao
génica é o primeiro passo que permite a analise do padrdo de expressao relativa de
genes de interesse em um dado experimento ou etapa de desenvolvimento. A presenca
de um gene com padrdo confirmadamente constitutivo confere um carater mais
confiavel aos resultados. Considerando seu papel na sinalizagdo de auxina, a
expressdo ao longo do tempo de enraizamento de um ortélogo ao gene AGO1 de A.
thaliana em E. globulus foi investigada.

O padrao de expressdao de AGOT mostrou-se basal nos estadios iniciais do
enraizamento adventicio, com uma leve tendéncia de aumento no segundo dia da fase
de indugdo em plantas sob acdo de auxina exdgena. Um aumento significativo no
primeiro dia da fase de formacdo também foi observado em plantas com aporte
exdgeno de auxina (Figura 3). Este resultado pode indicar a agcdo de AGOT na
regulagcdo de ARF17, inibindo sua agédo e promovendo resposta a auxina, uma vez que,
neste periodo, sinais de primérdios radiculares comegam a surgir na base da estaca

(dados nao mostrados).
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Para mostrar a importancia da escolha correta do gene controle, a expresséo de
AGO1 foi analisada também em relacdo a expressdo de GAPDH, o gene cuja
expressao foi mais variavel de acordo com as analises pelo geNorm. A figura 4 mostra
a comparacgao do padrao de expressdo de AGO1 em relagdo aos genes IDH e GAPDH,
mostrando algumas variagdes significativas nos padrbes de expressao, principalmente
nos estadios iniciais (12h) e primeiro e segundo dias da fase de formacao das plantas
controle (sem aporte de auxina exogena). IDH foi escolhido para representar o melhor
gene controle em detrimento de EUC12 por estar presente entre os melhores mesmo
em analises utilizando diferentes lotes de cDNA, o que nao aconteceu com EUC12
(dados ndo mostrados), sugerindo uma possivel maior estabilidade de IDH em relagao
a EUC12.

1,8 4
1,6 4
1,4
1,2

08
06
04
0.2

12h  12h 1ind 1ind 2ind 2ind 4ind 4ind 1 1 2 2
cont aux cont aux cont aux cont aux form form form form
cont aux cont aux

Expressdao AGO1/ EUC12 e IDH (média + DP)

Figura 3. Padrdao de expressao de um provavel ortdlogo ao gene Argonaute 1 (AGO17) de Arabidopsis
thaliana em Eucalyptus globulus ao longo do tempo de enraizamento em relagdo ao fator de
normalizacdo referente aos genes constitutivos EUC12 e NADP lIsocitrato desidrogenase (IDH) —
resultante da analise no geNorm. Barras indicam média + Desvio Padrao (DP). "aux" indica presenca de

10mg/L de Acido Indol Butirico (AIB) durante a fase de indug&o e "cont" indica auséncia da mesma.
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Figura 4. Padrdao de expressao de um provavel ortdlogo ao gene Argonaute 1 (AGO17) de Arabidopsis
thaliana em Eucalyptus globulus ao longo do tempo de enraizamento. Linhas pretas indicam padrédo de
expressdo de AGO71 em relagédo ao gene referéncia NADP Isocitrato desidrogenase (IDH) e linhas cinza
indicam padrdo de expressdao de AGOT em relagdo ao gene referéncia Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). "aux" indica presenca de 10mg/L de Acido Indol Butirico (AIB) durante a fase
de inducgao e "cont" indica auséncia da mesma. Caélculos a partir do método de Ct comparativo (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001).
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6 DISCUSSAO

No campo da analise da expresséo génica, o qRT-PCR tem se tornado o
principal método de escolha para a investigagdo do perfil de expressao de um gene por
se mostrar o mais sensivel até o momento (GACHON et al, 2004). Neste sentido, uma
correta normalizagdo torna-se pré-requisito para a confiabilidade dos resultados,
especialmente na verificagcdo da relevancia biolégica de pequenas diferengas ou no
estudo de amostras de diferentes tecidos ou 6rgdos (EXPOSITO-RODRIGUES et al,
2008; GUENIN et al, 2008; GUTIERREZ et al, 2008). Varios genes sao tradicionalmente
conhecidos como constitutivos ou housekeeping genes, sendo amplamente utilizados.
Entretanto, mesmo genes envolvidos em processos celulares basicos podem
apresentar variagdes significativas de expressao, ndo sendo apropriados para utilizagéo
com controles internos em determinadas situagbes (CZECHOWSKI et al, 2005;
BASTOLLA, 2007; GUENIN et al, 2008; GUTIERREZ et al, 2008).

No presente trabalho, sete genes tiveram seus padrdes de expressao analisados
ao longo do tempo de enraizamento adventicio em microestacas de E. globulus in vitro.
Dentre este conjunto de genes, cinco pertencem ao grupo dos tradicionalmente
utilizados como controles e dois sao possiveis novos genes constitutivos. Entre os
tradicionais estdo GAPDH, IDH, PUBQ, RIB e TUA, genes bastante conhecidos e com
funcdes bem descritas na literatura, exceto RIB (ribonucleoproteina L23), uma proteina
ribossomal pertence a subunidade grande do ribossomo a qual se liga a uma regiao
especifica no rRNA 23S (MRUSEK et al, 2005), porém ainda ndo possui uma fungéo
determinada em plantas.

GAPDH demonstrou o padrdao de expressao mais variavel (Figura 1),
corroborando dados de Expdsito-Rodriguez et al (2008) em estudo com tomate, em que
GAPDH se mostrou o terceiro gene mais variavel dentre onze testados. Em
contrapartida, Vandesompele et al (2002) encontrou GAPDH como um dos genes mais
estaveis, porém em amostras de tecidos humanos. Embora este gene codifique uma
enzima extremamente importante para todos os eucariotos, sua regulagado em plantas e
animais deve ser bastante diferente. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase é uma

enzima chave na glicdlise, convertendo gliceraldeido-3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato
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com a concomitante redugdo de NAD" a NADH. Em plantas, a glicélise ocorre tanto no
citosol como nos plastideos e € um processo fundamental na geracédo do ATP
(MUNOZ-BERTOMEU et al, 2009). Este mesmo autor demonstrou que a deficiéncia da
enzima GAPDH plastidial leva a um desenvolvimento radicular alterado, além de afetar
o0 balango de acucares e aminoacidos em A. thaliana. Entretanto, um aumento na
expressdo de GAPDH tanto citosdlica como plastidial pode estar envolvido com a
supressao de espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas devido a ocorréncia de
estresse oxidativo. Mutantes nulos para GAPDH citosélica demonstraram um aumento
no acumulo de EROs.

RIB, TUA e PUBQ também demonstraram variabilidade de expressao (Figura 1),
apresentando valores de M maiores que 0,8. Embora o valor maximo indicado pelo
software seja M<1,0, estudos recentes apontam M<0,5 como valores mais adequados
(GUTIERREZ et al, 2008). Além disso, com exceg¢do de RIB, TUA e PUBQ
apresentaram valores meédios de Ct extremamente altos (acima de 30), o que indicaria
baixo padréao de expresséo (dados nao mostrados). Entretanto, amostras com Ct acima
de 30 podem levar a erros de interpretacdo em qRT-PCR, pois a analise passa a se dar
na fase de plateau de amplificagdo, ou seja, em que o aumento de copias do fragmento
de DNA ja ndo € mais linear, sendo que para condi¢des ideais a analise deve ocorrer
durante a fase exponencial de amplificacdo. Considerando as funcbes de ambos os
genes, sendo TUB envolvido na formagdo dos microtubulos e PUBQ envolvido em
complexos de degradagao de proteinas, € provavel que tenha havido algum problema
na confeccdo dos primers. Sendo assim, novos primers devem ser projetados para
verificar se este padréo se repete.

A tubulina, uma proteina heterodimérica composta por duas subunidades
altamente conservadas, o e B (WHITTAKER et al, 1999), € o principal componente
estrutural dos microtubulos, componentes dos filamentos de citoesqueleto de células
eucaréticas. Os microtubulos desempenham papel central em varios processos basicos
como divisdo celular, transporte intracelular, movimento celular, morfogénese e
manutenc¢ao do formato da célula (LUDWIG et al, 1987; WHITTAKER et al, 1999). Em
células vegetais, a formagdo da parede celular e a divisdo das células da parede

requerem a acado de microtubulos especificos como o0s microtubulos corticais,



31

envolvidos na orientagdo das microfibrilas de celulose; a banda de pré-préfase, a qual
delineia o plano de divisdo da célula; e o fragmoplasto, o qual se forma no plano
equatorial para formagdo da nova parede celular (LUDWIG et al, 1987). Embora
envolvida em processos celulares essenciais, TUA pode nao apresentar um padréo
constitutivo em todas as espécies. De acordo com o resultado do presente trabalho,
Exposito-Rodriguez et al (2008) encontrou este gene como o mais instavel em estudo
com diferentes 6rgéos e estadios de desenvolvimento em tomate. Entretanto, Brunner
et al (2004), em estudo com Populus, obteve bons resultados com TUA, apresentando
este gene dentre os trés mais estaveis da analise.

Poliubiquitinas sdo uma classe das ubiquitinas, proteinas altamente conservadas
nos eucariotos e que estao envolvidas em complexos de sinalizagao para degradagao
de outras proteinas (SUN et al, 1997), além de participarem do controle da tradugéo,
reparo de DNA, regulacéo da endocitose e trafego de proteinas (HERNANDEZ-GARCIA
et al, 2009). Genes codificando poliubiquitinas possuem repeticdes em tandem tipo
cabeca-cauda de 228 bp codificando a proteina ubiquitina. Nas plantas superiores, os
transcritos de ubiquitinas sdo abundantes em tecidos meristematicos, porém estdo em
menores concentragcbes em oOrgaos maduros. Em contraste, transcritos de
poliubiquitinas sdo detectados igualmente em ambos os tipos de tecidos (SUN et al,
1997).

IDH, juntamente com EUC1712, apresentou o menor valor de M e,
consequentemente, o padrédo de expressao mais estavel (Figura1). Isto pode se dever
ao fato de NADP Isocitrato desidrogenase codificar uma enzima relacionada com
metabolismo de carboidratos, processo de extrema importancia e necessario em todas
as fases de desenvolvimento das plantas, sendo responsavel pela conversao de
isocitrato a 2-oxoglutarato de forma NADP dependente. Esta enzima pertence a uma
familia multienzimatica cujos membros sdo bem distribuidos em todos os organismos
vivos e esta localizada em diferentes compartimentos, como citosol, mitocéndrias,
cloroplastos e peroxissomos (MATEOS et al, 2009). A sintese de 2-oxoglutarato
proporciona uma ligacéo entre o metabolismo de carbono e nitrogénio nas plantas. Este
oxoacido é o esqueleto de carbono primario para a assimilagado do nitrogénio inorganico

em aminoacidos atraveés do ciclo glutamina-sintetase/glutamato-sintetase. Em plantas
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herbaceas, a NADP-IDH citosdlica esta envolvida com metabolismo de nitrogénio,
porém em plantas lenhosas ainda ndo se tem muita informacéo sobre sua fungéo no
desenvolvimento. Sua presenca em tecidos vasculares pode indicar um possivel papel
na recuperagao da amoénia liberada pela lignificacdo das células ou no catabolismo de
asparagina, presente durante a lignificagdo de hipocaétilos em pinheiros (revisado em
PASCUAL et al, 2008). Embora considerada uma “housekeeping enzyme”, NADP-IDH
nao parece ser adequada para utilizagdo como controles em frutos, devido ao seu
possivel papel na maturacdo (MATEOS et al, 2009).

Os genes pertencentes a classe de potenciais novos constitutivos escolhidos
para este estudo foram EUC12 e SAND. EUC12 codifica uma suposta proteina de
ligacdo a RNAs determinada em um estudo com eucalipto desenvolvido por Bastolla
(2007) utilizando microarranjos. Entretanto, sua fungdo ainda n&o foi elucidada. A
familia SAND inclui proteinas altamente conservadas em todos os eucariotos e que
estdo envolvidas com transporte vesicular intracelular, sendo requeridas em
praticamente todas as vias de trafego entre membranas em que o vacuolo é o
compartimento aceptor final (POTERYAEV et al, 2005). Em plantas atuam na
biogénese e sinalizagao de vacuolos (COTTAGE et al, 2001). Czechowski et al (2005)
recomendou este gene como um bom normalizador apdés um estudo pioneiro acerca de
genes constitutivos em A. thaliana. Bastolla (2007) o recomendou como bom
normalizador para amostras de folhas e xilema de E. grandis e E. globulus crescidos a
campo e Remans et al (2008) encontrou alta estabilidade de expresséo deste gene em
estudos com A. thaliana submetidas a excesso de Cadmio e Cobre.

Com o objetivo de validar IDH e EUC12 como genes normalizadores para E.
globulus durante a rizogénese adventicia in vitro, o perfil de expressdo de um gene
relacionado com acg¢ao de auxina foi investigado, utilizando IDH e EUC12 como
controles (Figura 3). AGO71 se manteve basal durante toda a fase de indugcéo de
enraizamento, tanto nas plantas controle como nas submetidas a tratamento com
auxina exogena. Considerando o fato de que, em E. globulus, mesmo plantas
submetidas a um aporte exdégeno de auxina ndo apresentam nenhum sinal de
enraizamento adventicio durante a fase de indugao, este fendtipo corrobora com o

encontrado em mutantes nulos ago? de A. thaliana, os quais apresentaram quantidades
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de raizes adventicias significativamente menores do que as plantas selvagens (SORIN
et al, 2005), podendo estar relacionado a agao repressora de ARF17. Nas plantas
controle, este padrdao basal se mantém também ao longo da fase de formagao, sendo
que, nestas plantas, de acordo com resultados anteriores (ndo publicados) dificilmente
ha a formacao de raizes adventicias mesmo apods 20 dias em meio de enraizamento.
Por outro lado, nas plantas tratadas com auxina, ocorreu um aumento significativo na
expressdo de AGOT no primeiro dia da fase de formagédo. Considerando que nestas
plantas as raizes adventicias comegam a emergir na base das estacas normalmente a
partir do segundo dia da fase de formagdo, € possivel que a agdo de AGOT seja
necessaria justamente no primeiro dia desta fase, promovendo a repressao de ARF17 e
permitindo que fatores de transcricdo com acdo ativadora possam atuar de forma a
promover a ocorréncia das respostas a auxina. No segundo dia da fase de formagao, a
acao de AGOT1 parece nao ser mais necessaria e ele passa a mostrar novamente um
padrao basal de expresséo.

A expressédo de AGOT também foi analisada em relacdo a GAPDH, gene
referéncia cuja expressao se mostrou mais variavel, com o objetivo de se fazer uma
comparacado com o padrao de expressao de AGOT1 relativo a IDH. IDH foi escolhido
para representar o gene mais estavel por apresentar alta estabilidade mesmo em
analises utilizando lotes diferentes de cDNA ao contrario de EUC12, o qual apresentou
uma certa variagcdo em analises anteriores (dados ndo mostrados). Este resultado pode
se dever a uma possivel superioridade de IDH em relagcdo a EUC12 quanto a
estabilidade de expressao.

Os resultados demonstraram padroes diferentes, mostrando variagdes
significativas durante o estadio inicial de indugdo do enraizamento adventicio (12h) de
ambas as plantas controle e submetidas a tratamento com auxina exdgena. Nestes
pontos, a expressdo de AGOT1 parece ser induzida ao se considerar GAPDH como
gene controle, ao contrario do padrao de AGO1 em relagdo a IDH, o qual se mantém
basal durante toda a fase de indugao (Figura 4). Essas diferengas chegam a ordem de
8x para as plantas controle e 3x para as plantas tratadas com auxina. Considerando
GAPDH como gene controle, a expressdao de AGO7T parece ser fortemente induzida no

inicio da fase de inducdo, sofrendo uma diminuicdo ao longo desta fase, sendo
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novamente induzida, porém em menor grau, na fase de formacéo, o que demonstraria
um padrao inesperado de expressao para este gene considerando sua agao na
regulagao dos ARFs.

Estes resultados confirmam a importancia de uma escolha correta do gene
constitutivo para analises de expressao de transcritos por qRT-PCR. Interpretagcdes
errbneas e inconsistentes podem ser levadas adiante se uma validagao prévia de
genes-referéncia nédo for realizada para as condigdes experimentais do estudo
(GUTIERREZ et al, 2008; GUENIN et al, 2009).
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7 CONCLUSOES e PERSPECTIVAS

A analise de genes referéncia para estudos de expressao génica em E. globulus
in vitro indicou IDH e EUC12 como os genes constitutivos mais adequados para
estudos durante a rizogénese adventicia nesta espécie. Novas analises sé&o
necessarias para verificar se este resultado se mantém em outras espécies de
eucalipto. O padrdo de expressdao de um possivel ortélogo ao gene AGO7T de
Arabidopsis thaliana em Eucalyptus globulus se mostrou consistente com sua agao ja
descrita na primeira espécie. Entretanto, o sequenciamento do fragmento amplificado
nas reacdes de gRT-PCR ainda precisa ser realizado para confirmacao da identidade
da sequéncia. Diferengas significativas foram encontradas no padrdo de expressao de
AGOT1 utilizando genes constitutivos diferentes quanto a estabilidade, o que confirma a
importancia do gene controle na interpretacdo de dados relativos a expresséo génica.
Desta forma, este trabalho podera tornar-se ponto de partida para estudos moleculares
posteriores em E. globulus in vitro.
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Anexo 1 — Curvas de dissociagcao (Melting curves) referentes ao genes-referéncia

utilizados no presente trabalho.
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