DOSSIER TECNICO

Obtencao e identificacao de genes relacionados
com a producao e desenvolvimento da cortica

Atendendo ao lugar de destaque que o sobreiro detém em
Portugal e a importancia econémica da cortica, o INIAV tem
coordenado varios projetos de investigacao, para aprofundar o
conhecimento sobre a genética desta espécie, como contribu-
to para a avaliacao precoce da qualidade do tecido suberoso e
selecdo juvenil e atempada das arvores boas produtoras.

O sobreiro representa a segunda espécie
dominante da floresta portuguesa, ocupan-
do em area cerca de 737 ooo ha, com uma
contribuicdo muito relevante para a econo-
mia através da producio e transformagio
da cortica. Portugal destaca-se como lider
mundial do setor da cortica, com uma mé-
dia de cerca de 55% da produg¢ido mundial
(cerca de 100 mil toneladas anuais), cerca
de 60% do valor mundial na transforma-
¢io e também com mais de 9oo milhdes
de euros de exportacido anual (ICNF, 2013;
APCOR, 2016), o que, por si so, explica a
razdo do interesse que esta espécie nos
merece. Atendendo a este lugar de relevo
que o sobreiro detém e & importincia eco-
némica da cortica, o Instituto Nacional de
Investigacao Agraria e Veterindria (INIAV)
tem coordenado varios projetos de investi-
gacio, sempre convergentes no sentido de
aprofundar e contribuir com conhecimento
sobre a genética da espécie. Foram alcan-
cadas varias metas importantes e adqui-
rido conhecimento fundamental e basico,
nomeadamente no ambito da identificacdo
da diversidade genética e da obtencdo de
sequéncias gendmicas, com o objetivo de
identificar marcadores moleculares que
possam ser utilizados na avaliacdo precoce
da qualidade do tecido suberoso e promover
uma selecio juvenil e atempada das arvores
boas produtoras.

Em 2009, a Fundacgio para a Ciéncia e Tec-
nologia (FCT) financiou uma iniciativa a
nivel nacional, que ficou conhecida como o
“Consorcio de ESTs de Sobreiro” e que in-
cidiu na producio e caracterizacido de ESTs
(Expressed Sequence Tags - Sequéncias
Expressas), de diferentes tecidos e 6rgaos,
em diferentes estddios de desenvolvimen-
to e diferentes condicdes fisioldgicas, para
que se conseguisse obter o maior nimero
de sequéncias. Esta abordagem, denomi-
nada transcriptomica, permite identificar
0s genes expressos e inferir sobre os seus
niveis de expressio, durante o desenvolvi-

mento ou em resposta a condicdes ambien-
tais variadas. No ambito deste Consoércio,
foi criada uma plataforma bioinformatica
onde estdo todos os resultados obtidos nos
doze projetos envolvidos, que pode ser con-
sultada no endereco www.corkoakdb.org e

que constitui atualmente o maior recurso
gendmico disponivel. Com base nesses re-
sultados foi feita uma anélise conjunta que
constitui a primeira publicacdo do consoér-
cio (Pereira-Leal et al., 2014).

Figural - Povoamento de hibridos Quercus cerris x suber com
diferentes niveis de produgdo de cortica (foto de Isabel Carrasquinho)

O projeto Sobreiro/0017 -
Consdrcio de ESTs de sobreiro
focou-se na obtencao

e identificacao de sequéncias
responsaveis pela producdo

e desenvolvimento da cortica

Para a realizacdo deste projeto foi selecio-
nado o material vegetal da Mata Nacional
do Vimeiro, localizada em Alcobaca. Neste
campo experimental existem hibridos de
Quercus cerris x suber e as suas descendén-
cias, com cerca de 40 anos de idade e que
apresentam diferentes graus de producio
de cortica (Figura 1). Estes hibridos consti-
tuem o material vegetal de exceléncia para
estudar os genes associados a formagio da
cortiga e, por isso, foram selecionados des-
te povoamento dois tipos de arvores: com e
sem producio de cortica.

Para a obtencdo de ESTs é de fundamental
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importancia determinar quando e em que
tecidos os genes de interesse sao expressos.
Por isso, é necessario considerar uma cor-
reta e adequada selecdo e conhecimento do
periodo de colheita do material vegetal.

No referido projeto, baseAmo-nos no saber
ja existente sobre a formacdo da cortica. A
cortica é um tecido vegetal que se forma pe-
la divisao celular de um meristema secun-
dario, denominado felogene ou felogénio
ou cimbio subero-felodérmico. Este meris-
tema divide-se para o exterior para formar
células que se vao diferenciando como célu-
las suberificadas e se vio acumulando pa-
ra formar a cortica ou suber, envolvendo o
tronco, caules e ramos. O felogénio tem uma
atividade sazonal que se desenvolve desde o
inicio da primavera e se prolonga até ao ini-
cio do outono, interrompendo-se no inverno
(Graca e Pereira, 2004; Fortes et al., 2004;
Silva et al., 2005).

O felogénio forma-se, aproximadamente, ao
fim de poucas semanas de desenvolvimento
dos caules jovens de sobreiro e o processo
de deposicdo da suberina, principal cons-
tituinte quimico da cortica e da formacio
da parede celular suberificada, é rapido em
caules jovens de sobreiro (Cardoso, 2011).
Para a obtencado dos ESTs, e com base neste
conhecimento da formacio do felogénio e da
cortica, em caules jovens de sobreiro, das ar-
vores selecionadas foram colhidos ramos do
ano, em 2 periodos de crescimento, um no
inicio da primavera (maio) e o outro no ini-
cio do outono (setembro/outubro) (Figura 2).

Outubro

Figura 2 - Ramos do ano no inicio da primavera e no inicio do
outono (fotos de Isabel Carrasquinho)
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TABELA 1 - SUMARIO DOS RESULTADOS

DA PIROSEQUENCIAGAO OBTIDOS
PARA AS BIBLIOTECAS NORMALIZADAS

Bibliotecas
normalizadas Pool 1 Pool 2
N.° de sequéncias (reads) 604 414 598 094
" N.°total de bases (Mbp) | 211616383 | 203136849
""" Tamanho médio (bp) | 350 | 340

Nimero de sequéncias
Niimero de sequéncias

Tamanho das sequéncias Tamanho das sequéncias

TABELA 2 - SUMARIO DOS RESULTADOS
DA PIROSEQUENCIAGAO OBTIDOS
PARA AS BIBLIOTECAS NAO NORMALIZADAS

Bibliotecas
ndo normalizadas Pool 1 Pool 2
N.° de sequéncias (reads) 675 965 543584
" N.° total de bases (Mbp) | 262549977 | 191305649
""" Tamanho médio (bp) | 389 | 352

Wimero de secuéncias
Niimeso de sequéncias

Tamanho dassequéncias

Tamanho das sequéncias

Os ramos foram imediatamente congelados
em azoto liquido e, posteriormente, conser-
vados a -80o °C. Subsequentemente, 0 RNA
total foi extraido, separadamente para cada
amostra. Para a construcio de bibliotecas
de cDNA (conjunto de copias de DNA que
representam o conjunto de mRNAs), foram
preparadas duas amostras compostas: a
amostra 1 (Pool 1) com o RNA das arvores
produtoras de cortica e a amostra 2 (Pool 2)
com o RNA das arvores sem producio de
cortica. Para se obter o maior nimero de
ESTs, foram construidas duas bibliotecas
normalizadas, para a detecdo e identifica-
¢ao de transcritos raros, e duas bibliotecas
nio normalizadas que permitem indicar
quantitativamente os niveis de expressao
dos transcritos, mas que nio permitem a
detecdo de transcritos de baixa abundancia.

Resultados

A abordagem transcriptomica desenvolvi-
da neste projeto gerou um total de 1 975 404
sequéncias (reads). Para as bibliotecas nor-
malizadas e para o Pool 1 (drvores com pro-
ducio de cortica) obtiveram-se cerca de 211
milhGes de pares de bases em cerca de 604
sequéncias com 350 bp de tamanho médio.
Para o Pool 2z (arvores sem producao de cor-
tica) obtiveram-se cerca de 598 sequéncias

com tamanho médio de cerca de 340 bp
(Tabela 1).

Para as bibliotecas ndo normalizadas e para
o Pool 1 (arvores com producao de cortica)
obtiveram-se cerca de 262 milhdes de pares
de bases em cerca de 675 reads com 389 bp
de tamanho médio. Para o Pool 2 (arvores
sem producio de cortica) obtiveram-se cer-
ca de 543 reads com tamanho médio de cer-
ca de 352 bp (Tabela 2).

A analise de expressao génica, que estd em
curso, possibilitara agora a identificacdo de
genes e grupos funcionais de genes asso-
ciados aos tecidos estudados neste projeto.
Esses resultados poderdo contribuir para o
conhecimento de alguns mecanismos mole-
culares envolvidos na formagio da cortica e
os genes encontrados podem ser candidatos
para estudos de marcadores a serem utiliza-
dos na selecdo precoce de arvores produto-
ras de boa cortica. @
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