“DATAMINING” DOS GENES DA CELULOSE SINTASE RELACIONADOS
COM ESTs DE Eucalyptus spp. (NOTA CIENTIFICA)'

RESUMO

Trata-se de um estudo sobre “datamining”
envolvendo genes ligados ao crescimento de
controle nao hormonal, utilizando o banco de
dados de ESTs de eucalipto, efetuado através
do Projeto Genoma do Eucalipto (FORESTSs)
comparados ao nivel de aminodcidos. Foram

identificados 0s clusters de ESTs
EGBGFB1211D01.7g, EGEZRT6201E10.g,
EGCCFB1220G07.g, EGRFCL1206E01.g,

EGEQST2006A06.g, EGRFCLI1206EO]1.g,
EGEQRT3001H05.% e EGBFRT3106Gl11.g,
similares as proteinas de celulose sintase e suas
subunidades controlando o crescimento em
Arabidopsis  thaliana,  Gossipium  hirsutum,
Populus tremuloides, Zea mays e Nicotiana alata,
registradas no National Center of Biotechnologies
Information - NCBI, informacdo valiosa para
futuros programas de melhoramento genético do
género Eucalyptus.

Palavras-chave: Eucalyptus spp.; genes de
crescimento; datamining; EST.

1 INTRODUCAO

Os caracteres de crescimento em plantas
sdo influenciados pela atuagdo de centenas de enzimas,
envolvidas em vérios passos metabdlicos, tais como
fotossintese, respiracdo, sintese de carboidratos,
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ABSTRACT

This is a study about data mining of
exFressed sequence tags (ESTs) involved with
cellulose synthase growth effect genes resulted
from the Eucalyptus ESTs Genome Project
(FORESTSs) compared at aminoacids level. Using a
sequencing of derived from cDNAs libraries
induced and not induced by bacteria, were
identified EST clusters EGBGFB1211DO01.g,
EGEZRT6201E10.g, EGCCFB1220G07.g,
EGRFCL1206EO0]1.g, EGEQST2006A06.g,
EGRFCL1206E01.g, EGEQRT3001HO05.b, and
EGBFRT3106G11.g, similar to cellulose synthase
proteins controlling growth effect in Arabidopsis
thaliana, Gossipium hirsutum, Populus
tremuloides, Zea mays, and Nicotiana alata,
registered on National Center of Biotechnologies
Information - NCBI. These mining results are
important to improve Eucalyptus breeding programs.

Key words: Eucalyptus spp.; growth genes;
datamining; TAG.

aminodcidos e produtos do metabolismo
secundario. Até mesmo a resisténcia ao estresse, a
pragas e doencgas, florescimento, producdo de
sementes e morfologia de folhas, interferem no
crescimento, por afetarem indiretamente alguns
passos metabdlicos.
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A reducgdo da sintese da parede primdria
da fibra € associada a um decréscimo na elongacdo
celular que é um fator importante no crescimento,
como ¢é observado em mutantes cevl em
Arabidopsis com aumento da sintese de jasmonato
e etileno (Ellis er al., 2002). Os genes de celulose
sintase AtCesAl, AtCesA3 e AtCesA6 de
Arabidopsis também estdo envolvidos no
desenvolvimento da parede primdria da célula,
com diferencas de niveis na expressdo de cada
gene no crescimento, enquanto AtCesA4, AtCesA7
e AtCesAS8 estdo envolvidos na sintese da parede
secunddria da célula (Joshi, 2003), possuindo alta
similaridade com os genes de celulose sintase da
espécie arbdorea Populus tremuloides (Kalluri &
Joshi, 2003), fato ttil em futura manipulacio
genética. O gene PtCesA4 de Populus, ligado ao
crescimento do xilema, possui também alta
similaridade com o gene GhCesA do algoddao (Wu
et. al., 2000).

Um alelo mutante dominante do gene
AtCesA7 provoca fragilidade da parede celular
(Zhong et al., 2003) e em Arabidopsis observou-se
mutante do gene CesAl (Burn et al, 2002)
alterando o comprimento da fibra mostrando que
existe variabilidade para a expressao destes genes e
que pode ser explorada no melhoramento. A
identificacdo de novos cDNAs de genomas de
drvores ¢ essencial para a compreensdo do
mecanismo da sintese da celulose destas. Tal
conhecimento pode ser empregado para uma
selecao mais eficiente em eucalipto, objetivando-se
ganhos na taxa de crescimento para fins
comerciais.

Este estudo teve por objetivo identificar
no Banco de ESTs de Eucalyptus (FORESTs da
FAPESP), aqueles que apresentam alta homologia
com os genes da celulose sintase que estdo
depositados no NCBI (2004).

2 MATERIAL E METODOS

O Eucalypt Genome Project (FORESTS)
(2004) foi desenvolvido pelas companhias
florestais Ripasa S/A, Votorantim Celulose e
Papel, Suzano Bahia Sul e Duratex S/A associadas
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com a Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Sao Paulo - FAPESP.

O seqiienciamento realizado por 20
laboratérios da Rede Genoma do Estado de Sdo
Paulo permitiu a obtengdo de 123.889 leituras
de “expressed sequence tags” (ESTs) agrupados
em clusters de seqiiéncias de alta homologia,
E. grandis, cujos dados estdo no AEG network
(Eucalypt Genome Project, 2004). As bibliotecas
de cDNAs foram obtidas de madeira (WD),
casca (BK), gema floral (FB), folhas (LV),
plantulas (SL), ramos (ST), raizes (RT) e calos
(CL), em diferentes condi¢des de crescimento
e ambientes.

A Dbusca das proteinas que teriam
homologia com os ESTs foi realizada com o
programa BLAST de bioinformética (Altschud et
al., 1997), que gera valores de probabilidade das
seqiiéncias serem homdlogas (e-value). Cada
seqiiéncia de nucleotideos do EST foi comparada
com as seqiiéncias de proteinas depositadas no
NCBI ou GeneBank. Arvore de similaridades foi
desenhada através do método do vizinho mais
proximo, utilizando-se o programa Clustal-X
gerando 1000 bootstraps para andlise das
probabilidades de consisténcia dos nds, e
visualizado pelo programa Tree View.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na busca de similaridades dos clusters de
ESTs de eucalipto (FORESTs) com o banco de
proteinas (NCBI) para genes de crescimento,
localizou-se o gene Ath-A (acesso NM_120095.1
no NCBI, 2004) de celulose sintase e suas
subunidades cataliticas apresentando efeitos no
crescimento de Arabidopsis thaliana, o qual esta
associado a elongacdo celular., A TABELA 1
indica os resultados da busca considerando niveis
de e-value abaixo de e -80, onde a proteina
NM_120095.1 foi estreitamente relacionada com
os clusters de eucalipto com e-value igual a 0.
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TABELA 1 — Os melhores e-values encontrados na busca de proteinas em banco de dados associadas a

clusters de Eucalyptus do Projeto Forests.

Organismo Gene Acesso Clusters de Eucalyptus e-value
Arabidopsis thaliana Ath-A gil30692282 EGEZRT6201E10.g 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A gil30692282 EGRFCL1206E01.g 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A 2il30692282 EGCCFB1220G07.g 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A 2il30692282 EGEQST2006A06.g 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A 2il30692282 EGEQRT3001HO05.b 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A 2il30692282 EGEQFB1003E06.g 0,0
Arabidopsis thaliana Ath-A gil30692282 EGBGFB1211D01.g e-172
Arabidopsis thaliana Ath-A 21130692282 EGJFFB1118All.g e-117
Arabidopsis thaliana Ath-A gil30692282 EGBFRT3106G11.g e -101

Embora a maior similaridade tenha sido
com o gene de celulose sintase de Arabidopsis
(TABELA 1), a arvore de similaridades obteve
associacdes com genes de celulose sintase de
outras espécies, como se pode observar na
FIGURA 1. Pear et al. (1996) obtiveram similaridade
da seqiiéncia de nucleotideos de celulose sintase
subunidade A de Gossipium hirsutum (acesso
gil7484715) com a da seqiiéncia de nucleotideos de
Oriza sativa, que também € associado ao cluster
EGEZRT6201E10.g de eucalipto deste trabalho
(FIGURA 1). Existem boas associagdes com outros
acessos de A. thaliana como: EGCCFB1220G07.g
para gil15224726, EGRFCL1206E0l.g para
gil15237958, EGEZRT6201E10.g para
gil30694433 e  EGEQST2006A06.g  para
gil15242540, sendo estes clusters obtidos de gemas
florais, calos, raiz e ramos, respectivamente,
indicando que este gene se expressa em diferentes
tecidos e 6rgdos da espécie estudada.

A seqiiéncia da espécie arbérea Populus
tremuloides (Wu et al., 2000) acesso gil23534479,
que estd na mesma chave do gene AtCesA7 (irx3)
de Arabidopsis, acesso gil15237958 (Samuga &
Joshi, 2002) de celulose sintase subunidade A,
foi estreitamente relacionada ao cluster de calos
EGRFCL1206EOl.g na FIGURA 1. Em outra
chave pode-se observar seqiiéncia de Populus
(gil4115905) e de Arabidopsis (gil18415170)
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associados a um cluster obtido de raiz
(EGEQRT3001HO05.b). Da mesma forma, ocorreu
alta similaridade de seqii€éncias de celulose sintase
obtidas de Zea mays por Holland et al. (2000) com
clusters de eucalipto (gil96222878 e gil9622882
com EGCCFB1220G07.g e gil9622888 com
EGEQFBI1003E06.g). Outra espécie obtida na
arvore de similaridades foi Nicotiana alata
(gil12925881  associado com o  cluster
EGBFRT3106G11.g) cuja seqiiéncia foi estudada
por Doblin et al. (2001). Assim, seqiiéncias de
celulose sintase subunidade A de cinco espécies
vegetais foram associadas aos clusters do
projeto FORESTS, ndo apresentando similaridades
com clusters de folha, plantula, casca e
madeira, mas a clusters de raiz, ramos, calos e
gemas florais.

Os resultados mostram que esses ESTs
possuem alta probabilidade de corresponder ao
mRNA da enzima celulose sintase ou outra
proteina com seqiiéncia muito similar, mas como
foram identificados em o6rgdos com atividade de
elongag¢do celular, como caule e raiz, é muito
provavel a identificacdo positiva em ensaios de
validacdo. Como a variabilidade genética do gene
da celulose sintase afeta a expressio do
crescimento em algumas espécies, esses ESTs
poderdo ser utilizados em selecdo genética assistida
para o carater em programas de melhoramento.
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FIGURA 1 — Dendrograma de similaridade de seqiiéncias de aminoacidos da celulose sintase e subunidades

cataliticas. As seguintes seqiiéncias foram obtidas do EMBL GeneBank: Arabidopsis thaliana
(1 gil15224746, 2 gil9622882, 3 gil15237958, 4 gil18415170, 5 gil30694433, 6 gil15242540),
Zea mays (1 gil9622878, 2 gil9622882, 3 gil9622888), Gossypium hirsutum (1 gil6446577, 2
gil7484715), Populus tremuloides (1 gil23534479, 2 gil4115905), Nicotiana alata
(gil13925881), as quais foram comparadas com os clusters de Eucalyptus (EG*). A escala é
corrigida para multiplas substitui¢des. O nimero indica a consisténcia probabilistica do nd,

sendo que a barra indica produto de 0,1 substitui¢des do total.

4 CONCLUSOES

A busca de alelos mutantes do gene da
celulose sintase e subunidades cataliticas com agio
no crescimento de Arabidopsis thaliana, Gossipium
hirsutum, Populus tremuloides, Zea mays e
Nicotiana alata, no banco de proteinas do NCBI,
mostraram altas similaridades genéticas com os
clusters de ESTs de eucalipto EGBGFB1211D01.g,
EGEZRT6201E10.g, EGCCFB1220G07.g,
EGRFCL1206EO01.g, EGEQST2006A06.g,
EGRFCL1206EO1.g, EGEQRT3001HO05.b e
EGBFRT3106G11.g do projeto FORESTs.
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