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RESUMO 
 

SEQUENCIAMENTO E ANÁLISE DO GENOMA CLOROPLASTIDIAL DE 
EUCALIPTO (Eucalyptus grandis) 

 
 Os cloroplastos encontrados nas folhas de plantas e algas pertencem a uma 

classe de organelas subcelulares denominadas de plastídios. Os plastídios possuem 

seu próprio genoma (plastoma), o qual contêm genes que participam de funções 

essenciais no metabolismo vegetal, como fotossíntese, síntese de aminoácidos e outras 

rotas biossintéticas. O plastoma da maioria das plantas superiores tem tamanho entre 

120 a 180 kb. Em angiospermas é caracterizado pela presença de duas regiões 

repetidas invertidas (IRs) separadas por duas regiões de cópia única; uma longa (LSC) 

e outra curta (SSC). Para o sequenciamento completo da molécula do DNA (cpDNA) de 

Eucalyptus grandis, foram preparadas bibliotecas que geraram 9.033 seqüências de 

DNA. A seqüência completa foi determinada e possui o tamanho de 160.292 pb. As 

regiões IRs apresentam ter 26.400 pb; a SSC, 18.501 pb e; a LSC, 88.991 pb. As 

regiões codificadoras foram anotadas por análise de similaridade ao plastoma de 

Eucalyptus globulus. Todas as categorias gênicas presentes neste plastoma foram 

encontradas no plastoma de E. grandis. Estas duas espécies possuem 99,57% de 

similaridade na seqüência de nucleotídeos e apresentam total similaridade na 

organização dos seus genes. A disponibilidade de plastomas completos de  diferentes 

espécies de Eucalyptus, torna possível realizar estudos comparativos para a 

identificação de polimorfismos espécie-específicos, importantes para serem utilizados 

como marcadores moleculares no melhoramento genético de Eucalyptus. 

 

Palavras-chave: Cloroplastos, Plastoma, Sequenciamento de DNA, Eucalyptus, 

Polimorfismos. 
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ABSTRACT 
 

SEQUENCING AND ANALYSIS OF EUCALYPTUS (Eucalyptus grandis) 
CHLOROPLAST GENOME 

 
The chloroplasts found in plant leaves and algae belong to a class of subcellular 

organelle called plastids. The plastids has its own genome (plastome) which contain  

genes that participate in mainly functions on plant metabolism like photosynthesis, 

amino acids synthesis and other biosynthetic pathways. The plastome of most of higher 

plants are between 120-180 kb in size. It is characterized in angiosperms by two 

inverted repeat regions (IRs) separated by two regions of unique single copies; one 

large (LSC) and another small (SSC). For the complete sequencing of the DNA (cpDNA) 

molecule of chloroplast from Eucalyptus grandis, libraries were prepareted and 

generated 9,033 DNA sequences. The complete sequence was determined and it is 

160,292 bp in size. The IRs showed to have 26,400 bp; the SSC, 18,502 bp and; the 

LSC, 88.991 bp in size. The gene coding regions were annotated by similarity analysis 

against the Eucalyptus globulus plastome. All types of  gene categories present in E. 

globulus were found in E. grandis plastome. These two species show 99.57% of 

similarity on nucleotide sequence and they both present total similarity in their gene 

organization. The availability of complete plastomes from different Eucalyptus species 

make possible to perform comparative studies to identify species-specific 

polymorphisms, wich are important to be used as molecular markers in Eucalyptus 

breeding programs.        

 
Key-words: Chloroplast, DNA Sequencing, Eucalyptus, Plastome, Polymorphisms 

markers. 
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1  INTRODUÇÃO 
 
 Os cloroplastos encontrados nas folhas de plantas e algas pertencem a uma 

classe de organelas subcelulares denominadas de plastídios. Na ocasião da 

diferenciação celular, os proplastídios das células meristemáticas se diferenciam em 

cloroplastos (em folhas), cromoplastos (flores e frutos) e leucoplastos (tecidos de 

reserva). Os plastídios possuem seu próprio DNA (plastoma), contendo os genes 

responsáveis pela maquinaria de manutenção desta organela, fotossíntese, biossíntese 

de aminoácidos e pigmentos. O DNA do cloroplasto possui herança materna na maioria 

das espécies cultivadas comercialmente, mas algumas angiospermas possuem herança 

biparental, já nas gimnospermas geralmente a herança é paterna. 

A origem dos plastídios, de acordo com a hipótese endossimbiótica ocorreu pela 

integração de cianobactérias fotoclorófitas para dentro de uma célula eucariótica 

primitiva via fagocitose. Ao longo da evolução, grande parte dos genes do genoma 

plastidial foram sendo transferidos para o núcleo da célula ou então 

degradados/substituídos devido à existência de genes com funções semelhantes do 

núcleo. Apesar destas perdas, uma centena de genes ainda pertence ao genoma 

plastidial e participam de vários processos celulares.  

Em plantas existe a coordenação das atividades bioquímicas controladas por três 

sistemas genéticos existentes em suas células, o genoma nuclear, cloroplastidial e  

mitocondrial, que são interdependentes de modo que nem toda a informação 

necessária para garantir a manutenção e a replicação dos plastídios e mitocôndrias é 

codificada pelos genomas organelares. Parte dos genes referentes aos componentes 

do aparato fotossintético e do sistema de tradução cloroplastidial pertence ao genoma 

nuclear, as proteínas codificadas por estes genes são importadas pelos cloroplastos, o 

mesmo acontece para o aparato genético de mitocôndrias. Genes que pertencem ao 

genoma cloroplastidial e a mitocôndria, em algumas espécies, podem ser encontrados 

no genoma nuclear em outras, estando ausentes nas organelas destas. Esta verificação 

evidencia a transferência dos genes organelares para o núcleo da célula vegetal 

durante a evolução. 

Nos vegetais, cada célula foliar contém alguns milhares de moléculas de cpDNA 

geneticamente idênticas, enquanto nas células não foliares existem algumas dezenas 
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de cópias deste plastoma. Encontram-se entre 20-200 cópias do plastoma em cada 

cloroplasto e a estrutura do plastoma é idêntica em todos os organismos já estudados. 

Existe um cromossomo, que em parte se apresenta na forma circular e parte na forma 

linear o qual divide-se em quatro segmentos: duas seqüências idênticas duplicadas e 

invertidas (IRs) que separam o plastoma em duas regiões de cópia única, uma longa 

(LSC) e uma curta (SSC). 

O plastoma de plantas terrestres varia entre 120 a 180 kb e esta variação de 

tamanho está associada à região de seqüências invertidas e repetidas. As modificações 

na complexidade do genoma devem-se então a mutações de tamanho, que envolvem 

seqüências curtas de 1-10 pb, devido a inserções ou deleções de seqüências, 

sobretudo na região de seqüências duplicadas no plastoma, como também nas regiões 

codificadoras.  

Desde que a primeira seqüência de DNA de um plastoma foi disponibilizada, 

tem-se dado especial atenção a sua estrutura genética e com o aumento no número de 

plastomas no banco de dados do National Center of Biology Information-NCBI onde 

atualmente encontra-se disponível 49 plastomas de plantas e algas, tornanou-se 

possível comparações entre estes plastomas. Os resultados têm fornecido informações 

importantes sobre o processo de evolução desta organela e dos elementos de 

regulação gênica.  

O conhecimento da seqüência de nucleotídeos do plastoma de diferentes 

espécies é de especial importância também para estudos filogenéticos devido a sua 

herança uniparental, que evita os fenômenos de recombinação entre a herança 

materna e paterna. Essa característica faz com que se possam analisar diretamente as 

linhagens em estudo. Para estudos de filogenia é necessário identificar as regiões 

polimórficas. Embora os plastomas sejam altamente conservados, as regiões 

intergênicas e as junções entre as regiões de cópia única e as regiões repetidas 

invertidas geralmente apresentam polimorfismos. Estas regiões polimórficas podem ser 

utilizadas como marcadores moleculares em programas de melhoramento genético. 

Também, o conhecimento da seqüência de nucleotídeos dos plastomas de 

espécies de interesse econômico auxilia na identificação de regiões intergênicas, alvo 
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para inserção de genes de interesse nesta organela pela transformação genética, 

permitindo a inserção dirigida dos transgenes que ocorre pela recombinação homóloga. 

Os objetivos deste trabalho foram: (1) Construção de bibliotecas genômicas 

cloroplastidiais de eucalipto (Eucalyptus grandis); (2) sequenciamento das extremidades 

dos fragmentos clonados; (3) montagem da seqüência completa de nucleotídeos do 

plastoma de eucalipto; (4) anotação dos genes e ycf’s (seqüências hipotéticas 

conservadas).  

O fim do sequenciamento do DNA cloroplastidial de Eucalyptus grandis ,envolve, 

também a análise da estrutura e organização dos genes, de modo a fornecer elementos 

para identificação de polimorfismos entre E. grandis e E. globulus que podem auxiliar 

programas de melhoramento genético, para um gênero que apresenta grande 

diversidade entre as mais de 700 espécies e pode auxiliar estudos de expressão gênica 

da interação deste genoma com o genoma nuclear, visto que já existe a informação de 

120 mil etiquetas de seqüências expressas (ESTs) geradas pelo projeto Eucalyptus 

Genome Sequencing-FORESTs.  
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2  REVISÃO DE LITERATURA 
 

2.1  O Gênero Eucalyptus 
 

O Eucalyptus ou Eucalipto pertence à família Myrtaceae possui como centro de 

origem a Austrália e regiões próximas como Timor, Indonésia, Papua Nova Guiné, 

Molucas, Irian Jaya e sul das Filipinas, em uma faixa compreendida entre latitudes 9o N 

e 44o S (Eldridge et al., 1993). Existem mais de 700 espécies, várias das quais são de 

grande importância econômica (Udovicici et al., 1995). 

O termo genérico Eucalyptus inclue os gêneros Angophora Cav. e Corymbia K. 

D. Hill and L. A. S. Johnson. Na classificação informal, mas amplamente utilizada, Pryor 

& Johnson (1971), dividiram o gênero Eucalyptus em 7 subgêneros (Corymbia, 

Blakella, Eudesmia, Ganbaea, Idiogenes, Monocalyptus e Symphyomyrtus). Um oitavo 

subgênero, Telocalyptus, foi mais tarde sugerido por Johnson (1976). Recentemente os 

subgêneros Corymbia e Blakella, foram formalmente separados do restante dos 

Eucalyptus em um novo gênero denominado Corymbia (Hill & Johnson, 1995). O 

panorama mais recente sobre filogenia do Eucalyptus, o qual consistiu basicamente de 

análises de caracteres morfológicos e moleculares (Hill & Johnson, 1995; Steane et al., 

1999; Araújo et al., 2002), relata duas grandes linhagens, uma compreendendo o 

gênero Angophora e Corymbia e outra compreendendo todos os subgêneros de 

Eucalyptus.   

Introduzido no Brasil por Edmundo Navarro de Andrade em 1904, o eucalipto se 

adaptou muito bem a nossa condição de cultivo e hoje, cerca de 70% da área 

reflorestada no Brasil (3,5 milhões de hectares) é ocupada com espécies de Eucalyptus 

(Bacha & Barros, 2004). As principais espécies cultivadas no Brasil são Eucalyptus 

grandis, Eucalyptus urophyla, Eucalyptus saligna e seus híbridos interspecificos, como 

o Urograndis, resultado do cruzamento entre o E. urophyla e E. grandis. Atualmente é 

cultivado predominantemente em regiões de clima tropical e subtropical, entre as 

latitudes de 40o N e 45o S, em altitudes que variam de 30 a 1000 metros, possui 

espécies adaptadas a diversas condições de clima e solo, inclusive àqueles com 

salinidade de 2 a 3% (Cresswell et al., 1985). 



 16

A alta produtividade média do Eucalipto no Brasil de 45 m3/ha por ano em 

plantios clonais, associadas à produção de fibras e polpa de madeira de alta qualidade, 

baixo custo, curto período (5 – 7 anos) com um regime que permite até 3 rotações 

sucessivas e econômicas com ciclo de até 21 anos, são as principais razões do 

extensivo uso do Eucalyptus em reflorestamentos comerciais no Brasil e em várias 

partes do mundo (Ho et al., 1998).  

Destaca-se como a espécie arbórea com maior área plantada nas regiões de 

clima tropical, tendo como maiores produtores, Brasil, Índia, África do Sul, Portugal, 

Angola, Espanha e China (Bacha & Barros, 2004) . A ótima adaptação do eucalipto às 

condições de solo e clima levou o Brasil a tornar-se o maior produtor mundial. Os 

principais estados brasileiros produtores são: Minas Gerais, São Paulo e Bahia. 

O interesse no melhoramento genético de eucalipto aumentou com a 

importância das plantações comerciais, o que resultou no desenvolvimento de 

programas próprios de melhoramento genético por parte das empresas do setor, para 

atender às necessidades de cada região. Graças ao intenso trabalho realizado por 

melhoristas nas últimas décadas, o Brasil possui hoje um dos mais importantes bancos 

de germoplasma do gênero Eucalyptus, com alta produtividade e adaptabilidade ao 

nosso ambiente (Andrade, 2001). 

Com uma demanda crescente de produtos florestais e o interesse pela 

manutenção de florestas nativas, há a necessidade constante de desenvolvimento de 

técnicas visando o aumento da produtividade das florestas de eucalipto. O 

melhoramento de plantas envolve dois componentes importantes: a geração de tipos 

úteis de variação de natureza genética e epigenética, e a seleção, manutenção e 

multiplicação de caracteres desejáveis, através de métodos de propagação sexual e 

assexual (Mantell, 1994). 

Os principais obstáculos na prática do melhoramento genético de espécies 

florestais são: o tempo necessário para completar um ciclo de seleção e recombinação 

de indivíduos para características quantitativas e que se expressam somente em 

idades mais avançadas, e a dificuldade em selecionar de uma forma eficiente a ponto 

de indivíduo (Quoirin & Vieira, 1995). 
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Com o advento das técnicas da biotecnologia e mais recentemente da 

genômica, se procurou a união destas duas novas áreas do conhecimento aos 

programas de melhoramento genético da espécie. Para isto foram criados no Brasil  

dois projetos de sequenciamento de DNA (FORESTS e GENOLYPTUS), envolvendo 

universidades, institutos de pesquisa e empresas do setor. Estes projetos buscam 

identificar genes de eucalipto principalmente aqueles de interesse agronômico, como 

resistência a pragas, doenças, estresses abióticos e outros importantes ao 

melhoramento genético da espécie, que poderão auxiliar a seleção assistida nos 

programas de melhoramento genético, como também, estes genes poderão ser 

utilizados para obtenção de plantas transgênicas.   

A aplicação comercial da engenharia genética e mais recentemente da 

genômica em eucalipto requer não apenas o desenvolvimento de um sistema eficiente 

de transferência de genes, mas também técnicas que possam ser usadas em escala 

comercial para propagar vegetativamente transformantes elites. 

A associação de tecnologias como transgenia, e genômica aos programas de 

melhoramento convencional de Eucalyptus pode acelerar o processo de obtenção de 

materiais com características específicas, auxiliando a busca por plantas com alto 

desempenho no campo. 

 

2.2 Características dos Cloroplastos 
 

Cloroplastos são organelas pertencentes a uma classe de estruturas 

intercelulares denominadas plastídios presentes em plantas e que contêm o aparato 

completo para o processo fotossintético. A descoberta no início do século 20 de plantas 

com fenótipos mutados nos cloroplastos, que não apresentavam uma herança 

mendeliana para essa característica levaram a sugestão da existência de um sistema 

genético próprio dos cloroplastos (Sugiura, 1989). A demonstração de que o cloroplasto 

possui seu próprio DNA e que este não segue as regras da genética descrita por 

Mendel levou a inúmeros estudos para compreender sua estrutura como também a 

expressão dos genes deste sistema genético. 
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A origem dos cloroplastos em células vegetais, acredita-se que ocorreu há 

bilhões de anos, pela captura de uma cianobactéria por uma célula eucariótica que já 

possuía mitocôndria, este procedimento marcaria o nascimento da célula vegetal e 

fotossintéticamente ativa (Bock & Khan, 2004). A relação da célula hospedeira com a 

cianobactéria endossimbionte foi ficando cada vez mais estreita e íntima, pois o 

endossimbionte perdeu grande parte de sua autonomia desde de que um grande 

número de seus genes foi transferido para o genoma da célula eucariótica ou foi 

simplesmente perdido e suas funções foram supridas pelos genes da célula hospedeira 

(Bock & Khan, 2004). Existe uma diversidade de plastídios de diferentes formas e 

funções, como os responsáves pela fotossíntese denominados de cloroplastos, os que 

armazenam amido são os amiloplastos e os que possuem cor e estão presentes nos 

frutos são os cromoplastos (Taiz & Zeiger, 2004). 

A herança maternal dos cloroplastos é relatada para a maioria das 

angiospermas, mas existem significantes exceções. Harris & Ingram (1991) revisaram 

dados e mostraram que 21% de 233 gêneros e 27% de 398 espécies exibem potencial 

para a transmissão biparental dos plastídios. Em Eucalyptus Byrne & Moran (1994) e 

McKinnon et al. (2001) demonstraram respectivamente a herança maternal em 50 

progênies de seis cruzamentos de Eucalyptus nitens e 194 progênies de 25 famílias de 

Eucalyptus globulus, seus híbridos e retrocruzamentos. 

Acreditava-se que os plastídios eram exclusivos de plantas, mas, descobertas 

recentes de organelas semelhantes a plastídios denominados apicoplastos em certos 

protozoárioas (Zhang et al.,1999; Green, 2004) realçou a dificuldade em determinar 

características marcantes que poderiam distinguir um conjunto de plantas unicelulars de 

animais unicelulares.  

Por conter todo o aparato fotossintético os cloroplastos são a classe de plastídios 

mais estudados. Esta organela também desempenha funções relacionadas ao 

metabolismo de nitrogênio, enxofre e fósforo (Taiz & Zeiger, 2004). Vários mecanismos 

de interação da célula vegetal com fatores ambientais, especialmente a luz, são 

descritos nos cloroplastos. Também, vários mecanismos de regulação metabólica, 

fisiológica e genética são mediados pelas variações da luminosidade ambiental (Zelisko 

et al., 2005). 
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2.3 O DNA Cloroplastidial de Plantas 
 

Os cloroplastos possuem seu próprio genoma, que, acreditava-se ser 

exclusivamente circular, mas, hoje se sabe que boa parte das moléculas que 

representam este cromossomo está na forma linear e se apresentam na forma não 

apenas de monômeros, como também, de dímeros, trimeros e até multímeros com até 

900 kb em alguns casos (Lilly et al., 2001). Este DNA se encontra associado a 

proteínas, em estruturas denominadas nucleóides, geralmente próximos à membrana 

interna da organela. Entretanto, nem toda a informação necessária à replicação e à 

totalidade das funções cloroplastidiais é codificada pelo plastoma, a exemplo do que 

ocorre com outra organela semi-autônoma, a mitocôndria (Keegstra & Cline, 1999; 

Mackenzie & McIntosh, 1999). Devido à sua herança procariótica os genomas 

organelares apresentam características comuns aos DNAs procarióticos. 

O DNA cloroplastidial é constituído por 120-180 Kb na maioria das plantas 

superiores (Maliga, 2004), observando-se um conteúdo gênico extremamente 

conservado mesmo entre espécies filogeneticamente distantes (Palmer & Stein, 1986). 

De acordo com a espécie, pode ocorrer alterações estruturais no plastoma, envolvendo 

o reposicionamento relativo de alguns genes. Outra característica do plastoma é sua 

poliploidia, em uma única célula vegetal podem existir até 10000 cópias do DNA 

cloroplastidial (Palmer & Stein, 1986; Freitas & Bered, 2003). Estruturalmente, o 

plastoma da maioria das espécies é constituído de um par de regiões repetidas 

invertidas (convencionalmente denominadas IRA e IRB), as quais são separadas por 

uma região de cópia única menor (SSC) e uma região de cópia única maior (LSC). O 

conteúdo AT% varia de aproximadamente 61,3% nas gramíneas até 62,9% nas 

dicotiledôneas, sendo que este valor é menor nas repetições invertidas (IR) do que nas 

regiões de cópia única (SSC e LSC), este conteúdo AT tem sido sugerido como um dos 

fatores para a transferência dos genes plastidiais para o núcleo (Howe  et al., 2002). 

 Um dos organismos mais próximo da cianobactéria que se acredita deu origem 

aos cloroplastos é a cianobactéria  Synechocystis sp. PCC6803. O sequenciamento 

deste organismo apresentou a existência de vários genes que nas plantas são 

realizados por proteínas codificadas pelo genoma nuclear e transportadas ao 

cloroplasto (Kaneko et al., 1996). Observou-se nas angiospermas, acentuada migração 
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gênica para o núcleo e a degradação destes genes quando existe um análogo nuclear 

isofuncionais (Kaneko et al.,1996). 

Para seu completo funcionamento e atuação nos processos fotossintéticos como 

nas demais rotas desempenhadas em seu interior, o cloroplasto, possui cerca de 600 – 

5.000 proteínas em seu interior. A maioria dessas proteínas é codificada pelo genoma 

nuclear e são endereçadas ao plastoma, já que o plastoma codifica em torno de 120 

proteínas apenas (Mcfadeen, 1999; Martin & Hermann,1998). A importação destes 

peptídeos está condicionada a existência de uma pré-seqüência N-terminal que 

determina o endereço final do peptídeo em questão (Abdallah et al., 2000).    

A localização de genes codificados pelo genoma nuclear em diversas organelas, 

leva a conclusão da existência de um complexo mecanismo de sinalização e 

coordenação entre as organelas celulares, entre elas o cloroplasto.  Mutantes para o 

gene gus5 da enzima Mg-quelatase, possuem variação na rota biossintética dos 

tetrapirróis (precursores na biossíntese da clorofila), gerando um sinal celular dos 

cloroplastos, causando a repressão transcricional de genes nucleares responsáveis por 

codificar proteínas de componentes plastidiais (Mochizuki et al., 2001). 

O estado redox no cloroplasto, sensibilidade a açúcares e espécies reativas de 

oxigênio, também são descritas como responsáveis pela interação dos cloroplastos com 

o genoma nuclear (Leister, 2005).     

Matsuo et al. (2005) analisaram a localização de fragmentos de DNA plastidial 

(nupDNA) no genoma nuclear de arroz (Oryza sativa ssp japonica), como também sua 

idade, tamanho, estrutura e sítios de inserção nos cromossomos. A divergência destes 

nupDNA para as seqüências presentes no plastídio sugere fortemente que o DNA do 

plastídio tem sido transferido repetidamente para o genoma nuclear de arroz. O perfil da 

idade de distribuição da população dos nupDNA, juntamente com a estrutura e tamanho 

de cada fragmento, revelaram que uma vez integrados no genoma nuclear, os 

nupDNAs são rapidamente fragmentados e vigorosamente embaralhados. 

Surpreendentemente, 80% destes fragmentos são eliminados do genoma nuclear. 

Grandes fragmentos de nupDNA localizam-se preferencialmente na região 

pericentromérica dos cromossomos onde a freqüência de integração/eliminação é 

marcadamente alta. Estes dados indicam que o genoma nuclear da planta está em 
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equilíbrio entre a freqüente integração e a rápida eliminação dos nupDNA e a região 

pericentromérica dos cromossomos possui um papel facilitador no fluxo do DNA 

plastidial para o núcleo.    

No plastoma de Pinus thunbergii, a principal alteração foi detectada pela 

ausência de 11 genes funcionais das subunidades da enzima NADH-desidrogenase (4 

genes estão completamente ausentes e outros 7 são pseudogenes), os quais foram 

substituídos por análogos nucleares (Wakasugi et al.,1994).  

Outra evidência da ancestralidade dos plastídios é o sistema de divisão destas 

organelas. No genoma cloroplastidial de Chlorella vulgaris, foi observada a presença de 

genes homólogos aos genes bacterianos de Escherichia coli  envolvidos na divisão 

celular (Wakasugi et al.,1997).  

A ordem geral dos genes no plastoma obedece a um padrão geral, mas este 

padrão foi sendo alterado ao curso da evolução. Alterações são caracterizadas 

principalmente por uma série de inversões adjacentes à região longa de cópia única 

(LSC), mas, mais freqüentemente são visualizadas nas IRs (Kim & Lee, 2004).  

No plastoma de Lotus japonica ocorre uma inversão de 51 kb localizada na LSC, 

comum nas leguminosas, em relação às demais dicotiledôneas (Kato et al., 2000).  

O tamanho do plastoma de Eucalyptus foi determinado primeiramente através de 

uma análise com duas enzimas de restrição onde Steane et al. (1992)  determinaram 

que o plastoma de seis espécies do gênero possuía 143 kb, mais tarde Byrne et al. 

(1993) estudando também o tamanho do plastoma de Eucalyptus nitens, mas agora 

com 5 enzimas de restrição, determinou que este plastoma possuía 153 kb, 

recentemente a seqüência total de nucleotídeos para a espécie Eucalyptus globulus foi 

determinada e possui 160.282 pb (Steane, 2005). 

O plastoma de Eucalyptus globulus foi comparado ao plastoma de Populus 

trichocarpa, uma outra angiosperma arbórea, verificou-se que as categorias de genes 

presentes nas duas espécies, é semelhante ao restante das angiospermas cujo 

plastoma já foi analisado. O plastoma de E. globulus e Populus trichocarpa são co-

lineares, exceto para os genes rps16 e rpl32 os quais foram perdidos pelo plastoma de 

Populus, e as IRs em Populus foram expandidas, incluindo o gene rps19. A 

comparação das angiospermas  arbóreas com as gimnospermas arbóreas (Pinus) 
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revelou um arranjo muito distinto e baixa similaridade, evidenciando um caminho 

diferente na evolução do plastoma para gimnospermas e angiospermas arbóreas 

(Steane, 2005). 

Atualmente as seqüências completas de nucleotídeos já foram determinadas 

para o plastoma de 49 espécies, entre plantas e algas. Estas  seqüências estão 

disponíveis no bando de dados do National Center of Biology Information- NCBI, 

inclusive uma de Eucalyptus globulus (Steane, 2005), a primeira espécie da família 

Myrtaceae a ter o plastoma seqüenciado. Todas estas seqüências de plastomas mais 

as seqüências dos genomas nucleares e mitocondriais depositadas no mesmo banco 

de dados dão suporte para o melhor entendimento e coordenação dos três sistemas 

genéticos no funcionamento da célula vegetal. 

  

2.5 Polimorfismos em DNA Cloroplastidial 
 

A utilização de seqüências de DNA plastidial tem sido muito eficiente em elucidar 

o destino evolucionário dos diferentes organismos vegetais estudados, assim como o 

DNA mitocontrial, herdado maternalmente nos animais, é utilizado em estudos 

evolutivos e filogeográficos, o DNA plastidial possui grande importância nestes estudos 

para os vegetais.  

As seqüências de cloroplasto para estudos filogenéticos geralmente se baseiam 

nas regiões intergênicas, onde a variabilidade é maior, mas também são utilizadas 

regiões gênicas. A comparação de seqüências de leitura aberta (ORFs-open reading 

frames) contidas nos plastomas publicados de Nicotiana tabacum e de Marchantia 

polymorpha, mostrou que para funções essenciais, a conservação dos genes plastidiais 

é mantida mesmo em espécies evolutivamente distintas (Wolfe & Sharp, 1988).  

Focalizando a análise em ORFs específicas de alguns plastomas Schmitz-

Linneweber et al. (2001) demostraram que existe estrutura gênica extremamente similar 

entre os plastomas de dicotiledôneas, mas foram detectadas diferenças principalmente 

em relação ao tamanho dos intros e dos respectivos transcritos em alguns genes e 

ycf´s.  
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Para o complexo poliplóide Saccharum (Andropogoneae) observaram-se 

reduzidos níveis de variação presente nos genomas organelares (cloroplastos e 

mitocôndrias), sugerindo que o mesmo é relativamente muito recente (Al-Janabi et 

al.,1994). Baixo grau de polimorfismo também foi observado entre espécies e híbridos 

comerciais de cana-de-açúcar, sugerindo a existência de uma monocultura 

citoplasmática (Melotto-Passarin, 2004) 

A utilização da seqüência do gene 16SrDNA plastidial das espécies com 

seqüências depositadas no banco de dados do NCBI-National Center of Biology 

Information para estudos filogenéticos demonstra, como também, outros estudos com 

as alterações dos genomas cloroplastidiais já seqüenciados, que o conteúdo genético 

(genes, introns e ORFs) foram mudando evolutivamente nos pontos de divergência 

entre as gimnospermas e plantas não-vasculares, e entre as gimnospermas e as 

angiospermas. Muitas ORFs observadas em Nicotiana tabacum e Marchantia 

polymorpha estão completamente ausentes em arroz (Oryza sativa), ou em formas 

severamente truncadas, além de mudanças estruturais também evidentes: as regiões 

invertidas (IRs) são expandidas para a inclusão de outros genes, e eventos de 

recombinação intramolecular favoreceram a diferenciação (Hiratsuka et al., 1989).  

Estudos realizados com pequenas seqüências do cpDNA, e marcadores 

genéticos do tipo RFLP, também para o DNA cloroplastidial demonstram que para o 

gênero Eucalyptus, existe grande variação entre as espécies (Mckinnon et al., 2004; 

Mckinnon et al., 2001; Soto et al., 2004; Byrne & Moran, 1993). Vaillancourt & Jackson 

(2000) analisaram a região de junção (JLA) do cloroplasto de E. globulus e mais 5 

espécies de eucalipto e descreveram esta região como polimórfica, e desde então esta 

região tem sido utilizada em estudos de filogenia e filogeografia.  

Steane et al. (2005) descreveram um conjunto de 35 primers microssatélites para 

análise de polimorfismos intraespecíficos, conseguindo a identificação de 10 haplotipos 

entre 16 indivíduos de Eucalyptus globulus. Também verificaram que a conservação 

dos primers quando testados em outras quatro espécies de Eucalyptus e 7 espécies da 

família Myrtaceae é de 98%, comprovando a variabilidade no DNA cloroplastidial no 

gênero Eucalyptus e na família Myrtaceae. 
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2.4  Regulação Gênica nos Cloroplastos 
 
O processo evolutivo pós-endossimbiótico foi caracterizado pela maciça 

transferência dos genes da cianobactéria primitiva para o genoma nuclear, 

acompanhada de um retorno das proteínas, codificadas pelo núcleo. Em conseqüência 

a maioria das proteínas dos cloroplastos é codificada pelo genoma nuclear. Isto levou a 

um intrigante controle do plastídio pelo núcleo. Os processos de regulação da 

expressão gênica plastidial envolvem mecanismos que atuam em níveis transcricionais, 

traducionais e pós-traducionais, geralmente ligados a outros fatores intra e extra-

plastídicos e tais mecanismos são responsáveis pela interação dos três sistemas 

genéticos da célula vegetal, o nuclear, o mitocontrial e o plastidial (Leister, 2005) 

Como característica herdada de seu ancestral, a maioria dos genes 

cloroplastidiais está organizada em operons e, assim, produzem mRNAs policistrônicos 

por co-transcrição, contrastando com o padrão de expressão gênica no núcleo das 

células vegetais. No sistema de operons a expressão de vários genes é controlada por 

um mesmo promotor (Bock & Khan, 2004).  

De acordo com Hajdukiewicz et al. (1997), a interação entre cloroplasto e núcleo 

é também evidenciada pelos mecanismos moleculares de praticamente todas as fases 

da expressão gênica plastidial, como na regulação da RNA-polimerase codificada por 

genes plastidiais (PEP), e de outra RNA-polimerase codificada por genes nucleares 

(NEP). Vários genes plastidiais e operons possuem promotores para as duas RNA-

polimerases, no entanto um grupo de genes plastidiais incluindo genes do fotossistema 

I e fotossistema II são transcritos com a participação do promotor da PEP apenas, 

enquanto outros genes, como o accD são transcritos exclusivamente pela NEP. 

 A metilação do DNA de amiloplastos foi descrita em tomate (Lycopersicon 

esculentum) por Ngernprasirtsiri et al. (1988), tal metilação pode alterar a expressão de 

determinados genes. 

A edição de mRNA, um processo de regulação pós-transcricional, é 

característico em cloroplastos, a substituição de uma base nitrogenada (C) por outra (U) 

no transcrito primário, envolve geralmente o primeiro ou segundo nucleotídeo de um 
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códon, levando à incorporação de um aminoácido diferente daquele codificado pelo 

DNA (Calsa Junior, 2002).  

 Wolf et al. (2004), detectaram 350 sítios de edição no cloroplasto de Adiantum 

capillus-veneris. Essa edição foi 10% de U para C e 90% C para U. A edição do RNA 

criou 19 novos “start” codons, 3 novos “stop” codons e repararam 26 “stop” codons 

internos. Neste ponto o processo de edição parece ser essencial, porque para o gene 

psbF, se ocorre à perda da edição deste transcrito as plantas de tabaco tornan-se 

fotossintéticamente inativas (Bock et al., 1994). Das 332 edições, 26% foram na 

primeira posição do códon, 68% na segunda posição do códon e 6 % na terceira . 

Detectaram também 21 edições silenciosas, 19 edições foram verificadas em regiões 

não traduzidas, incluindo introns e anticódon do tRNALeu.  Este nível de edição é mais 

de dez vezes maior do que qualquer outra planta vascular que tenha tido seu plastoma 

completo examinado, sugerindo que os baixos níveis de edição nas plantas com 

sementes (menos de 0,05%) pode não ser típico no reino vegetal, e a edição do RNA 

pode ter um papel maior no processamento do genoma cloroplastidial.   

O sequenciamento do DNA cloroplastidial de Eucalyptus grandis envolve a 

análise da estrutura e organização deste plastoma, de modo a fornecer ferramentas 

para estudo de aspectos evolutivos, de regulação da expressão gênica e aplicações 

biotecnológicas, como a transformação do DNA cloroplastidial.  

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 
 

As atividades referentes à presente Dissertação foram desenvolvidas no 

Laboratório de Biologia Molecular e Genômica, do Departamento de Ciências 

Biológicas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, Universidade de São 

Paulo. 

3.1 Material Vegetal  
 

A espécie Eucalyptus grandis foi utilizada como material vegetal. Plantas jovens, 

gentilmente cedidas pelas empresas participantes do projeto FORESTs-FAPESP 
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(SUZANO Papel e Celulose, VOTORANTIN Celulose e Papel, RIPASA S.A. Celulose  e 

Papel e DURATEX S.A.), foram cultivadas em casa de vegetação em vasos contendo o 

substrato comercial Plantimax (vasos contendo 1.000 cm3/planta). Para o isolamento 

de cloroplastos, as folhas com idade entre 5 e 15 dias foram coletadas. Após a coleta 

das folhas, estas foram imediatamente mantidas em gelo ou congeladas em nitrogênio 

líquido, e subseqüentemente utilizadas para o isolamento das organelas.  

 

3.2 Isolamento de Cloroplastos  
 

Para o isolamento de cloroplastos de eucalipto, foi utilizado o método descrito 

por Mariac et al. (2000). As soluções utilizadas estão descritas no quadro 1.  

 
Método 

 

Soluções Composição 

Triton X-100 

 

STEB pH 7,8 

 

STE pH 7,8 

NET pH 8,0 

Triton X-100 

0,35 M sorbitol; 100 mM Tris; 5 mM EDTA; 

0,5 % Na-bissulfito (p/v) 

0,35 sorbitol; 100 mM Tris; 5 mM EDTA 

100 mM NaCl; 80 mM Tris; 30 mM EDTA 

20% Triton X-100 (v/v) 

Quadro 1 - Soluções utilizadas no método de isolamento de DNA de cloroplastidial de eucalipto 

 

O material foliar coletado (10 g) foi imediatamente congelado em nitrogênio 

líquido, triturado em almofariz até partículas menores que 1,0 mm, aliquotado em tubos 

de microcentrífuga (aproximadamente  0,3 mL de material triturado por tubo de 1,5 mL). 

Para cada isolamento de DNA cloroplastidial, foram utilizadas 10 alíquotas, cada 

uma foi ressuspendida em aproximadamente 1,2 mL de STEB gelado (4°C), em 

seguida foi filtrada através de 1 camada de Miracloth (Calbiochem). O filtrado foi 

centrifugado a 4.000 ×g (10 minutos, 4°C) para a sedimentação dos núcleos e 

cloroplastos, mitocôndrias geralmente são descartadas no sobrenadante. O sedimento 

obtido em cada tubo foi ressuspendido em 1 mL de STE gelado (4°C) e centrifugado a 

1.000 ×g (5 minutos, 4°C). Os sedimentos resultantes foram ressuspendidos em 100 µL 

de STE gelado (4°C) e reunidos em um único tubo, o qual foi novamente centrifugado a 
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1.000 ×g (5 minutos, 4°C). O sedimento foi ressuspendido em 200 µL de NET gelado 

(4°C), adicionou-se 10 µL de 2-mercaptoetanol e 50 µL de Triton X-100 20% (v/v). A 

suspensão de cloroplastos e núcleos com o detergente não-iônico Triton X-100 4% 

(concentração final) (v/v), foi mantida no gelo por 1 hora. Estas condições favorecem a 

lise específica das membranas dos cloroplastos devido à maior afinidade de reação 

deste detergente por membranas de composição tipicamente procariótica. Após a lise, 

os núcleos e os cloroplastos não-lisados foram sedimentados a 1.000 ×g e o 

sobrenadante contendo o cpDNA liberado foi utilizado para isolamento do cpDNA. 

3.3  Isolamento do DNA dos Cloroplastos 
 

O sobrenadante pós-lise foi ajustado para o volume de 500 µL com o tampão de 

extração de DNA [2 % CTAB (p/v); 100 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA pH 8,0; 1,4 M 

NaCl; 1% 2-mercaptoetanol (v/v)], mantido a 55°C durante 10 minutos, e 

subseqüentemente incubado em gelo por 1 minuto. Posteriormente, procederam-se 

duas extrações com clorofórmio:álcool isoamílico (24:1 v/v), e à fase aquosa final foi 

adicionada de 0,1 volume de acetato de sódio 3 M (pH 5,2) e 1 volume de 2-propanol 

para a precipitação dos ácidos nucléicos (1 hora, -70ºC). Após centrifugação a 12.000 

xg (30 minutos, 4ºC), o sedimento foi lavado em 0,5 mL de etanol 70%, seco à 

temperatura ambiente durante 20 minutos e ressuspendido em 20 µl de 10mM Tris pH 

8,0. 

O cpDNA isolado foi digerido com a enzima de restrição EcoRI. O padrão de 

restrição foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1,0% [TAE 1×  (400 mM Tris, 

20 mM ácido acético glacial, 1 mM EDTA), 10 V/cm)], para a determinação da 

qualidade e pureza do DNA cloroplastidial, a qual é caracterizada por bandas nítidas 

isoladas, enquanto que a presença de DNA nuclear é facilmente visualizada pelo rastro 

do DNA (smear) onde não se verificam bandas nítidas.  
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3.4  Preparo de Bibliotecas de cpDNA  

3.4.1 Bibliotecas de Fragmentos Genômicos por Shotgun 
 

O cpDNA de amostras contendo bandas visíveis de DNA digerido foi submetido 

à fragmentação mecânica por sonicação (em gelo, fez-se 3 repetições de 20 segundos 

a 75% / modelo CPX-600, Cole Parmer Instr.). Os fragmentos foram submetidos ao 

reparo das extremidades com T4-DNA-polimerase + Klenow, e em seguida foram 

separados por tamanho em gel de agarose (LMP 1,0%, 10 V/cm). Os fragmentos de 

tamanho entre 1-2 Kb foram excisados do gel; purificados pela fusão da agarose a 

65ºC e adição de 0,1 volume de 4M NaCl, seguido de duas extrações com 1 volume de 

fenol (equilibrado com Tris pH 8,0) e uma extração com 2 volumes de éter (saturado 

com ddH2O); os fragmentos foram precipitados com 0,1 volume de acetato de sódio 3 

M (pH 5,2) e 2 volumes de etanol absoluto (30 minutos, -70ºC) e sedimentados a 

14.000 xg (20 minutos, 4ºC). O sedimento obtido foi lavado com 0,5 ml de etanol 70%  

(v/v), secado à temperatura ambiente por 20 minutos e foi ressuspendido em 20 µL de 

ddH2O. Posteriormente, os fragmentos foram ligados ao plasmídio pUC19 

desfosforilado, no sítio SmaI, de acordo com o fabricante da enzima T4-DNA-Ligase 

(Invitrogen). 

O produto da reação de ligação foi usado na transformação de células 

competentes de E. coli DH10B preparadas de acordo com a metodologia descrita no 

protocolo ElectroMAX DH10B™ Cells 18290-015, Invitrogen, através de eletroporação, 

e o screening dos clones foi conduzido pela seleção em ampicilina (100 mg/L) e X-

Gal/IPTG (operon lacZ do plasmídio), durante incubação a 37°C por 16 horas.  

As colônias de E. coli contendo insertos nos plasmídeos são brancas devido a 

desrupção do operon lacZ do plasmídeo. Estas colônias foram analisadas quanto ao 

tamanho dos insertos obtidos utilizando metodologia de enzimas de restrição, com 

corte com SmaI e EcoRI, liberando o inserto, ou por PCR (Reação da Polimerase em 

Cadeia) de colônia, no qual pequenas porções das colônias brancas são 

individualmente coletadas e diretamente usadas como molde para a amplificação do 

inserto. Os primers M13/pUC Reverse (5'-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3') e 

Forward (5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3') (M13/pUC - Invitrogen) foram 
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utilizados nas seguintes condições:  94°C por 3 minutos; 30 ciclos de desnaturação a 

94°C por 45 segundos, anelamento a 50°C por 30 segundos e extensão a 72°C por 1,5 

minuto; extensão final a 72°C por 5 minutos; finalização a 4°C. Os segmentos de DNA 

amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1,0% (TAE 1×, 10 

V/cm), para a estimativa amostrada do tamanho médio de insertos em cada biblioteca. 

As bibliotecas que apresentaram mais de 80% de amostras contendo inserto 

maior que 1000 pb, foram utilizadas para transferência individualizada das colônias 

brancas para microplacas de cultivo (96 slots, ou poços) contendo 1 mL de meio de 

cultura CircleGrow (Bio 101, Inc.; Cat. N. 3000-142) e ampicilina (100 mg/L). Em 

seguida, as microplacas já inoculadas com os clones individualizados foram  fechadas 

com adesivos plásticos transparentes, perfurados com agulha para melhor oxigenação 

e conseqüentemente melhor crescimentos dos clones. 

As microplacas de cultivo inoculadas foram mantidas a 37°C por 22 horas,  sob 

agitação de 320 rpm. Em seguida retirou-se uma alíquota de 100 µL de cada poço e 

colocou-se em nova microplaca de armazenamento onde cada poço recebeu mais 100 

µL de glicerol 50% autoclavado para armazenamento  dos clones já crescidos sendo 

posteriormente armazenadas a –75°C. Em seguida, realizou-se o isolamento do DNA 

plasmidial dos clones das placas já cultivadas.  

A nomenclatura das amostras foi feita da seguinte maneira: EGCPEQXX-Y, 

onde:  EG = Eucalyptus grandis, CP = cloroplasto, EQ = ESALQ/USP, XX = número da 

placa e  Y = primer utilizado.  

 

3.4.2 Bibliotecas de Fragmentos Amplificados via PCR. 
 

Segmentos do plastoma de Eucalyptus grandis, foram amplificados com primers  

específicos para cloroplastos (quadro 2). Quando os fragmentos de DNA obtidos 

apresentavam mais de 1.500 pb, estes eram fragmentados e utilizados para a 

construção de mini-bibliotecas pelo processo descrito no item 3.4.1. As intersecções 

das regiões repetidas invertidas com as regiões de cópia única curta e  longa, também 

foram amplificadas utilizando primers específicos (quadro 2).  
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Primers Seqüências (5’→ 3’) Posição no plastoma de 

E. globulus 
Fragmento 

esperado (pb) 
147 ATACAAATGACTACCCCCCT 139.957-159.957  

214 JSA-SSC CACCGTGGTTCGTAGCC 136.050-136.067 3.907 
ndhD GGGGAAGCGCATTACAGTAC 121.753-121.773  

214 JSB-SSC CACCGTGGTTCGTAGCC 113.223-113240 8.530 
211 GTAAGGTCGTTTGTAATTCTTCG 87.901-87.923  

212 JLB-LSC GATAATTTGATTCTTCGTCGCC 89.079-89.099 1.178 
210 CAGGAGCTGAATATGCAACAGC 1.200-1.222  

212 JLA-LSC GATAATTTGATTCTTCGTCGCC 160.199-160.219 1.283 
158 CTCTTGGTTTACATACAAC 41.506-41.525  
159 GTGGACATAAGGGTCTTTATG 42.125-42.146 619 
179 GGATTGAACAACCGAGATCCA 95.854-95.876  
180 GGAGGTTCGAGTCCTCTTCAA 98.989-99010 3.135 
181 CCCGTTTCATGAGGATAGACA 25.765-25.786  
182 CCAATTGCAGCGAGTGCTTGT 20.855-20876 4.910 
154 GCTACCTCTCATTTTGTTCTAG 36.778-36.800  
159 GTGGACATAAGGGTCTTTATG 40.259-40.280 3.481 
115 GCATGGTGTTCTTCGACTG 125.051-125.070  

ndhA GGGTAGAGGTAGAAACTATC 122.369-122.390 2.682 
229 GGAAGGAGTGGACTCTAG 29.624-29.642  
192 CTTGTTTATCTATTAGTTTTCAGT 38.465-38.489 8.841 
198 CGGATTGCCTGGTATTCCA 135.744-135.764  

ndhB AGACCTAGCAGCTAAAAGAG 145.588-145.610 9.800 
Quadro 2 - Primers utilizados para amplificação de do cpDNA de E. grandis, com o tamanho do produto da 
amplificação, baseada na seqüência de E. globulus   

 
Para os fragmentos acima de 4.000 pb que exigem maior confiabilidade da DNA-

polimerase, utilizou-se o kit Taq-DNA-polimerase Platinum High Fidelity (Invitrogem) 

utilizando protocolo recomendado pelo fabricante. 

 

3.5  Sequenciamento de cpDNA 
 

3.5.1  Isolamento do DNA Plasmidial dos Clones 
 

Para o isolamento do DNA plasmidial dos clones, foi utilizado método de lise 

alcalina, em uso no Projeto FORESTS. Os procedimentos a seguir referem-se a cada 

poço das microplacas. Todas as centrifugações e agitações em vortex foram realizadas 

com as microplacas fechadas por adesivo plástico transparente. 

 As microplacas crescidas durante 22 horas foram centrifugadas a 2.250 xg (6 

minutos, 20°C) para a sedimentação das células, o sobrenadante (meio de cultura) foi 
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descartado. As microplacas foram mantidas na posição invertida sobre papel 

absorvente por 5 minutos. Adicionou-se 240 µL de solução autoclavada GET [20 % 

glicose (p/v); 0,5 M EDTA pH 8,0; 1 M Tris pH 8,0] a 4°C, seguindo-se agitação em 

vortex na rotação máxima (2 minutos). As microplacas foram novamente centrifugadas 

a 2.250 xg (6 minutos, 20°C), e o sobrenadante descartado como citado acima. Foram 

adicionados 80 µL da solução GET, seguida de agitação em vortex na rotação máxima 

(2 minutos). Esta solução foi transferida para outra microplaca de fundo “U” de acordo 

com as coordenadas de posição nas microplacas, já contendo 2,0 µL de RNAse (10 

mg/mL). Adicionou-se 80 µL da solução NS [4M NaOH; 10% SDS (p/v)], repetindo-se à 

agitação em vortex por 30 segundos a 70% da rotação máxima. As microplacas foram 

incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente centrifugadas até 

150 xg rapidamente (spin). Foram então adicionados 80 µL da solução autoclavada 

KOAc 3M [294,4 g/L acetato de potássio (3H2O); 15 mL/L ácido acético glacial], 

seguida de agitação em vortex por 30 segundos a 70% da rotação máxima, para a 

precipitação de proteínas e do DNA cromossômico. As microplacas foram novamente 

incubadas à temperatura ambiente por 10 minutos e posteriormente centrifugadas até 

150 xg (20°C) para que a solução se desprendesse do adesivo. Em seguida estes 

adesivos foram removidos e as microplacas incubadas a 90°C por 30 minutos, colocou-

se adesivos novos e manteve-se as microplacas no gelo durante 10 minutos. As 

mesmas foram centrifugadas a 2.250 xg (6 minutos, 20°C), e o sobrenadante 

(aproximadamente 230 µL) foi coletado e transferido para a respectiva coordenada em 

microplacas filtro-específicas para adsorção de proteínas e eluição de ácidos nucléicos 

(MAGV N22, Millipore), montadas sobre microplacas de fundo “V”, alinhando-se os 

poços de mesma coordenada. Em seguida, estes conjuntos (filtro sobre fundo “V”) 

foram centrifugados a 2.250 xg (4 minutos, 20°C), ao filtrado foram adicionados 110 µL 

de 2-propanol. As microplacas foram agitadas em vortex por 1 minuto a 70% da 

rotação máxima, e centrifugadas a 2.250 xg (45 minutos, 20°C). Em seguida, o 

sobrenadante foi descartado e 150 µL de etanol 70% (v/v) a –20°C foi adicionado, fez-

se à centrifugação a 2.250 xg (5 minutos, 20°C), o sobrenadante foi descartado. 

Procedeu-se à secagem do DNA plasmidial à temperatura ambiente por 1 hora e 

o mesmo foi ressupendido em 60 µL de ddH2O, com agitação em vortex (70% da 
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rotação máxima, 1 minuto), centrifugação rápida até 150 xg e incubação durante 4 

horas a temperatura ambiente. Para verificar a quantidade e integridade do DNA fez-se 

eletroforese em gel de agarose 0,8% (TAE 1x, 10 V/cm) de uma alíquota de 5% do 

DNA obtido. O DNA plasmidial foi armazenado a –20°C, até o preparo da reação de 

sequenciamento. 

 

3.5.2  Reação de Sequenciamento 
 

As reações de sequenciamento foram realizadas em microplacas para 

termocicladores (96 poços), seguindo-se as coordenadas de posição dos clones. Em 

cada poço foram adicionados: 4 µL de ddH2O, 3 µL de tampão “Save Money” (200mM 

Tris-HCl pH 9,0; 5mM MgCl2.6H2O), 5 ρmol de primer [M13/pUC Reverse (5'-

AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3')/(5'-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3')], 

Forward, 1 µL do mix de sequenciamento (ETDye), e 200 ng do DNA plasmidial molde. 

As microplacas de sequenciamento foram agitadas em vortex por 30 segundos a 

50% da rotação máxima e centrifugadas rapidamente até 150 xg. Procedeu-se à 

reação em termocicladores GeneAmp 9700 (Perkin Elmer), nas seguintes condições: 

35 ciclos de desnaturação a 95°C por 20 segundos, anelamento a 50°C por 15 

segundos, e extensão a 60°C por 60 segundos e finalização a 4°C. Os produtos das 

reações de sequenciamento foram imediatamente purificados, ou alternativamente 

armazenados a –20°C por, no máximo, 2 dias, antes da purificação. 

Durante a reação de sequenciamento ocorre à extensão de todos os fragmentos 

amplificáveis a partir do cpDNA molde, produzindo fragmentos complementares a este, 

de até 600 nucleotídeos, conforme a atividade da DNA-polimerase. No mix utilizado 

(ETDye), existem os reagentes necessários para a produção destes fragmentos: o 

tampão da reação, MgCl2, dNTPs, Taq-DNA-polimerase e os dideoxirribonucleotídeos 

(ddNTPs) marcados com cromóforos fluorescentes. Estes cromóforos são específicos 

para cada base nitrogenada (A,T,C,G) e, quando um deles é integrado na fita 

complementar crescente pela polimerase, a extensão é interrompida pela falta de um 

OH- livre para a ligação do próximo nucleotídeo na cadeia (Sanger et. al., 1977). Como 

os dNTPs encontram-se em concentrações otimizadas, garante-se a produção de 
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todos os fragmentos amplificáveis a partir do DNA molde, apresentando um dos 

ddNTPs marcados como último nucleotídeo de cada fragmento.  

 Para a purificação dos produtos da reação de sequenciamento, foram 

adicionados 2 µL de NaOAc 3M, nas microplacas, as quais foram agitadas e adicionou-

se 80 µL etanol absoluto. Em seguida as placas foram centrifugadas a 3.220 xg (45 

minutos, 4°C), o sobrenadante foi descartado e o excesso deste sobrenadante foi 

retirado com uma centrifugação com a placa invertida sobre papel toalha a uma 

aceleração curta até 200 xg.  Adicionou-se 180 µL de etanol 70% gelado (-20°C) e 

centrifugou-se a 3.220 xg (15 minutos, 4°C), descartou-se o sobrenadante e novamente 

o excesso deste sobrenadante foi retirado como descrito acima. O sedimento foi 

submetido à secagem, temperatura ambiente durante 2 horas, e ressupendido em 10 

µL de formamida. Os produtos da reação de sequenciamento seguiram para o 

sequenciamento ou foram armazenados a 4°C por, no máximo, 5 dias. 

 Os produtos das reações de sequenciamento foram sequenciados em 

seqüenciador automático ABI-3100 (Applied Biosystems) e de acordo com as 

instruções do fabricante.  

 

3.6  Análise das Seqüências e Montagem do Plastoma 
 

O programa de coleta Data Collection (Applied Biosystems) e o de análise DNA 

Sequencing Analysis (Applied Biosystems) utilizam os sinais emitidos pelo 

seqüenciador e geram uma imagem virtual, com base na sequência detectada de  

emissões de fluorescência (correspondente a sequência de bases nitrogenadas do 

DNA que foi seqüenciado). A partir desta imagem virtual, pode-se extrair os 

cromatogramas e as seqüências de nucleotídeos referentes a cada amostra 

seqüenciada. As seqüências de nucleotídeos foram obtidas na forma textual 

correspondente a seqüência de bases nitrogenadas do DNA seqüenciado, as quais 

foram utilizadas para a análise em programas específicos. 

As seqüências geradas de Eucalyptus grandis foram submetidas ao pipeline 

EGene (Durham et al., 2005) desenvolvido no Depto. de Ciência da Computação –IME, 
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USP  (http://malariadb.ime.usp.br:8026/pipeline/index.html) para análise das 

seqüências e montagem do plastoma. Este pipeline bioinformático possui um conjunto 

de ferramentas computacionais configuradas para: (1) o recebimento e administração 

de placas de sequenciamento; (2) análises de qualidade por placa; (3) filtragem e 

mascaramento de seqüências como vetores e primers; (4) montagem dos fragmentos 

de DNA; (5) comparações dos fragmentos obtidos com seqüências de DNA de 

organismos conhecidos (Chalco, 2005) 

 Neste pipeline, os arquivos dos cromatogramas gerados do sequenciamento 

passaram pelo processo de base calling para leitura dos dados e identificação da 

seqüência gerada, utilizando os programas Base-calling software with quality 

information-Phred (Ewing & Green, 1998; Ewing et. al., 1998), Contig Assembly 

Program 3 CAP3 (Huang & Madan, 1999) e Consed (Gordon et al., 1998). Desta forma, 

foi possível a análise de qualidade, alinhamento das seqüências, formação de fitas 

consenso (contigs), bem como a edição de leituras pela correção de erros cometidos 

na identificação das bases e/ou erros da própria montagem. A retirada de vetores e 

regiões contaminantes (como primers) foi realizada através do programa Lucy (Chou & 

Holmes, 2001). Nestas análises, apenas os  fragmentos com tamanho maior ou igual a 

100 pb, com qualidade maior que vinte foram utilizados na formação dos contigs. As 

seqüências dos contigs como também dos singlets (seqüências únicas que não fazem 

parte dos contigs) foram comparadas com o banco de dados do NCBI através do 

programa Basic Local Alignment Search Tool-BLAST (Altschul et al., 1990).  

 

3.7 Finalização da Montagem 
 
 Após um grande número de seqüências estarem depositadas no banco de 

dados do pipeline ocorreu à formação dos os contigs (pela sobreposição completa ou 

parcial das seqüências). Desta forma, o tamanho dos contigs cresciam 

simultaneamente com o decréscimo do número de seqüências únicas. Geralmente são 

observadas regiões não cobertas pelas seqüências geradas a partir das bibliotecas, 

estas regiões são denominadas gaps de seqüência e também se verifica regiões 
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seqüenciadas mas com baixa qualidade dos nucleotídeos, estas são denominadas 

gaps de qualidade. 

Para o fechamento total da seqüência foi feito um sequenciamento direcionado 

destas regiões (gaps de seqüência e gaps de qualidade), para a formação  de um único 

contig contendo a seqüência completa do genoma em estudo.  

 

3.7.1 Fechamento dos Gaps de Seqüência. 
 

Com base na seqüência dos contigs alinhados ao plastoma de E. globulus  

foram desenhados primers específicos (quadro 3) para extensão dos fragmentos por 

PCR. Como os fragmentos esperados possuíam mais de 4.000 pb, para amplificação 

com maior confiabilidade da DNA-polimerase, foi utilizado o kit Taq-DNA-polimerase 

Platinum High Fidelity (Invitrogem) com o protocolo recomendado pelo fabricante. 

 
Primers Seqüência (5’→3’) Posição no plastoma de 

E. globulus 
Tamanho esperado 
do fragmento (pb) 

116 GCAGTGAACCAGATCCCTAC 791-811  
268 GCTCTTAGTTCAGTTCGG 5.275-5.293 4.484 
182 CCAATTGCAGCGAGTGCTTGT 20.885-20.906  

rpoB CCTAATTCACATTTTTGTTG 27.588-27.608 6.703 
Quadro 3 - Primers utilizados para amplificação de regiões de interesse do cpDNA 

 
Para o sequenciamento completo destes segmentos obtidos, os mesmos foram 

fragmentados e utilizados para construção de mini-bibliotecas, e seqüenciados 

conforme a metodologia descrita nos itens 3.4.1 e 3.5. 

 

3.7.2 Fechamento dos Gaps de Qualidade. 
 

Com o auxílio do programa Consed (Gordon et al., 1998) procedeu-se à 

identificação das regiões de baixa qualidade dentro das seqüências dos contigs 

montados pelo programa CAP3 (Huang & Madan, 1999) no pipeline EGene (Durham et 

al., 2005). Foi possível identificar as seqüências depositadas que faziam parte dos 

contigs e com seus respectivos valores de qualidade (confiabilidade) gerados pelo 

programa Phred (Ewing & Green, 1998). Aquelas seqüências com qualidade inferior a 
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vinte foram selecionadas para um novo sequenciamento buscando melhorar a sua 

qualidade e conseqüentemente a da montagem.  

 

3.8 Análises Comparativas e Anotação dos Genes e YCF´S 
 
 Determinada a seqüência completa do plastoma de E. grandis, procedeu-se às 

análises  de anotação das regiões codificadoras e ycf´s (seqüências hipotéticas 

conservadas). Para anotação destas regiões, foi utilizado o programa BLASTX/NCBI 

(Altschul et al., 1990) contra a seqüência de Eucalyptus globulus especificamente, 

enquanto que o programa tRNAscan-SE (Lowe & Eddy, 1997) foi utlizado para detectar 

os genes de RNA transportadores. 

 A análise de comparação da seqüência de nucleotídeos de E. grandis com E. 

globulus foi utilizada para identificar regiões de polimorfismos entre estes plastomas.  

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1  Material Vegetal 
 

A metodologia de propagação utilizada apresentou-se adequada. Observou-se 

que as folhas com idade até 15 dias são mais favoráveis ao isolamento de cloroplastos 

e do seu DNA, o que pode ocorrer devido a menor quantidade de fibras, compostos 

fenólicos e óleos, prejudiciais ao processo de extração de DNA, como também a menor 

ação de DNAses endógenas em folhas neste estágio. 

 

4.2 Isolamento de Cloroplastos e do cpDNA   
  

Os resultados obtidos com o método do Triton X-100 demonstraram que o 

cpDNA extraído por este método possui uma integridade e pureza aceitáveis para a 

construção de bibliotecas genômicas. Segundo Mariac (2000), o método não se baseia 

em características físicas, mas na composição  lipídica diferencial entre as membranas 

do cloroplasto e a carioteca, principalmente em relação aos glicerolipídios. A 
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composição lipídica das membranas do cloroplasto também difere consideravelmente 

das membranas do retículo endoplasmático e das mitocôndrias (Taiz & Zeiger, 2004).  

A lise específica dos cloroplastos 0°C, durante 1 hora, liberou o DNA 

cloroplastidial para o tampão, o qual foi posteriormente isolado e purificado através do 

método com CTAB (Doyle & Doyle, 1990). A qualidade do cpDNA isolado está 

demonstrada na figura 1, onde está apresentado o resultado da digestão de cpDNA  e 

DNA total de E. grandis com EcoRI. A amostra 1 na figura 1, apresentou resultados 

favoráveis, onde bandas nítidas e isoladas são visíveis e apresenta pouca 

contaminação com DNA nuclear, aproximadamente 20 %, caracterizada pelo rastro 

(smear), como verificado na amostra 3 (DNA total). A preparação de cpDNA com as 

características da amostra 1 da figura 1 foi prioritariamente utilizada para a construção 

de bibliotecas de DNA para o sequenciamento completo do plastoma de E. grandis. 

Figura 1 – Análise de restrição de DNA de Eucalyptus grandis com a enzima EcoRI. M 

= 1 kb DNA ladder (Invitrogen); 1, cpDNA com bandas definidas e pouco DNA 

nuclear; 2, amostras de cpDNA com pouca quantidade de DNA isolado; 3, DNA total 

extraído pelo método CTAB, apresentando rastro característico do DNA total e sem 

bandas definidas 

 
 
 

4.3 Construção de Bibliotecas de Fragmentos de cpDNA  
   

M 1 2 3

6 kb→ 
 
2 kb→ 
 
1 kb→ 
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Pela fragmentação mecânica do cpDNA por sonicação (figura 2 A), pode-se 

verificar que a grande maioria dos fragmentos estão entre 1 e 2 kb, sendo adequada 

para a construção de bibliotecas genômicas shotgun. A utilização deste método, foi 

principalemente devido ao seu caráter aleatório e uniformizador do tamanho dos 

insertos de cpDNA a serem clonados no vetor plasmidial.  

 Primeiramente foram preparadas 2 bibliotecas (PT1 e PT2)  utilizando-se o 

sistema de microplacas (96 poços) para armazenamento e manipulação dos clones. 

Estas bibliotecas foram analisadas quanto ao tamanho de inserto e presença de DNA 

nuclear pelo sequenciamento de 192 clones de cada uma. Observou-se 50% de 

presença de DNA nuclear e tamanho médio de inserto de aproximadamente 400 pares 

de base,  inferior ao tamanho desejado de 1.000 a 2.000 pb (dados não mostrados). 

Novas tentativas de obtenção de bibliotecas que apresentasse menores níveis de 

contaminação nuclear e insertos entre 1-2 kb foram feitas e àquelas com as 

características da amostra 1 da figura 2C foram utilizadas para o sequenciamento do 

genoma completo de Eucalyptus grandis. 

 A nomenclatura para identificação dos clones foi estabelecida com base nos 

projetos genoma da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo-

FAPESP, de modo a viabilizar a funcionalidade das análises através do pipeline 

(http://malariadb.ime.usp.br:8026/pipeline/index.html). Esta nomenclatura facilitou o 

acompanhamento da montagem do plastoma. No total foram construídas 10 bibliotecas 

a partir de cpDNA e destas, 5 foram seqüenciadas (EGCPEQ1-11, EGCPEQ13-26, 

EGCPEQ001-0011, EGCPEQ27-36, EGCPEQ37-62), as 5 restantes não foram 

seqüenciadas devido ao tamanho dos fragmentos.   

   As bibliotecas EGCPEQ1-11 e EGCPEQ13-26 produziram no total 2.200 

seqüências. Análise destas seqüências demonstrou um alto nível de contaminação  

(cerca de 50%) e também alto índice de vetores religados (20%). Devido a isso foram 

preparadas 3 novas bibliotecas, e para estas (EGCPEQ001-0011, EGCPEQ27-36, 

EGCPEQ37-62) o índice de contaminação nuclear foi de 30% e a religação de vetores 

foi mínima (5%), em um total de 3.936 seqüências. 
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Figura 2 - A, cpDNA fragmentado; B, seleção de fragmentos de cpDNA com 
tamanho entre 1,0  e 2,0 kb, através de excisão da região indicada no gel (←); C, 
resultado da digestão dos clones 1, 2 e 3 da biblioteca EGCPEQ01 com as enzimas 
de restrição SmaI e EcoRI, liberando seus respectivos insertos de 1000, 600 e 400 
pb 

  

  

Além destas, três novas bibliotecas foram construídas a partir dos fragmentos 

amplificados via PCR, as quais foram também seqüenciadas, são elas: 

 EGCPEQPCR55/5-6/15: contém fragmentos dos produtos de PCR 

correspondentes às amplificações dos primers do quadro 2 (primers 158/159, 

fragmento obtido 600 pb; primers 179/180, fragmento obtido 3.200 pb; primers  

181/182, fragmento obtido 4.900 pb; primers  154/159, fragmento obtido 3.400 pb; 

primers 115/ndhA, fragmento obtido   2.600 pb; primers 229/192, fragmento obtido 

8.800 pb; primers  198/ndhB, fragmento obtido 9.800 pb. Esta biblioteca produziu 

aproximadamente 1.500 seqüências.  

EGCPEQPCR(106): contém  fragmentos dos produtos de PCR correspondentes 

às regiões de junção das IRs com as regiões de cópia única longa e curta (primers 

147/214, fragmento obtido 3.900 pb; primers ndhD/214, fragmento obtido 8.500 pb; 

primers  211/212, fragmento obtido 1.200 pb; primers  210/212, fragmento obtido 1.200 

pb). Foram produzidas aproximadamente 800 seqüências.  

 
B C 

1 2 3

A 

       1 kb             
                0,6 kb 
                  
                         0,4 kb     
                 

 
     
    8kb→ 
 
    2kb→ 
 
 
    1kb→ 

8 kb→ 

  2,6→ 
 
 
  1kb→ 

←
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EGCPEQ53/56 : mini-biblioteca para fechamento dos gaps de seqüência e  

finalização da montagem do plastoma. Segmentos amplificados com os primers do 

quadro 3 (primers 116/268, fragmento obtido 4.500 pb; primers 182/rpoB, fragmento 

obtido 5.000 pb). Foram produzidas cerca de 500 seqüências 

Algumas placas foram seqüenciadas mais de uma vez devido à qualidade do 

primeiro sequenciamento ter sido insatisfatória pela análise de qualidade das bases 

seqüenciadas por bioinformática. 

As bibliotecas de fragmentos amplificados via PCR e a última biblioteca de 

cpDNA por shotgun (EGCPEQ37-62), contribuíram muito para o fechamento da 

seqüência do plastoma de Eucalyptus grandis, principalmente pela qualidade das 

seqüências. 

 

4.4 Sequenciamento e Análise dos Clones. 
 

No total foram produzidas 9.033 seqüências de DNA de Eucalyptus grandis, 

sendo que, 2.726 delas (30,18%) foram excluídas da montagem por serem seqüências 

de baixa qualidade ou por serem seqüências com similaridade ao vetor utilizado na 

clonagem dos fragmentos. Estas análises foram realizadas por programas de 

bioinformática incluídos no pipeline (descrito no item 3.6). Foram obtidos 340 contigs 

com 5.335 seqüências (59,06%) e 972 seqüências (10,76%) mantiveram-se como 

únicas ou singlets. Estes singlets (seqüências que não participam dos contigs) foram 

identificados como seqüências de baixa homologia com o DNA cloroplastidial através 

do programa BLAST/NCBI (National Center of Biotechnology Information), sendo 

provavelmente resultado da clonagem de fragmentos pertencentes ao genoma nuclear 

ou mitocontrial. 

Para a análise dos clones das bibliotecas foi essencial a implementação e 

disponibilização dos serviços do pipeline no Laboratório de Bioinformática (IME/USP),  

que possui programas específicos para este objetivo, como os programas Phred-CAP3-

Consed, o que permitiu a otimização do processamento das seqüências obtidas e o 

direcionamento dos trabalhos para a montagem do plastoma de E. grandis. 
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Com a recente publicação da seqüência completa do plastoma de Eucalyptus 

globulus (Steane, 2005) foi possível utilizar esta seqüência como molde para o 

alinhamento dos contigs formados, possibilitando uma melhor análise do progresso do 

sequenciamento. Ao final do sequenciamento, 70 contigs com tamanho variando de 

300 até 18.500 pb foram alinhados à seqüência de E. globulus, mas a cobertura dessa 

seqüência com os contigs existentes ainda não se mostrava totalmente completa pelo 

pipeline. Fazendo-se o alinhamento desses 70 contigs com a seqüência de E. globulus 

no programa CLUSTALW (Thompson et al.,1994), foi verificado que a grande maioria 

deles já possuía a sobreposição em suas pontas, mas como o padrão do programa 

CAP3 (responsável pela montagem dos contigs) era de sobreposição mínima de 100 

pares de bases, eles não se tornavam um único contig. Para resolver o problema as 

amostras de seqüências que se localizavam nas pontas destes contigs foram 

seqüenciadas novamente para aumentar o número de bases e atender a sobreposição 

mínima requerida pelo programa CAP3. 

Devido á presença das regiões repetidas invertidas (IRs) que representam 

32,93% do tamanho total do plastoma, associado ao fato dos programas utilizados na 

montagem não reconhecerem à qual IR um determinado contig pertencia, o 

sequenciamento direcionado das junções destas regiões com as regiões de cópia única 

(JLA, JLB, JSA e JSB) auxiliaram a montagem final do plastoma.   

Ao final do sequenciamento foi identificado um único contig com 161.383 pb e 

observou-se uma sobreposição das pontas desse contig de 1.091 pb, indicando que o 

plastoma estava completo e que sua forma é circular. Esta sobreposição foi retirada de 

uma das pontas e com o alinhamento da seqüência deste contig com a seqüência de 

E. globulus determinou-se que o plastoma de E. grandis possui 160.292 pb. 

A idéia inicial era de que o plastoma de E. grandis teria cerca de 153.000 pb 

(Byrne et al., 1993) e seriam necessárias cerca de 4.500 seqüências com média de 500 

pb para seu fechamento com uma cobertura de 8x o plastoma, mas devido seu maior 

tamanho associado ao fato que o programa de montagem CAP3 só reconhecia uma 

sobreposição acima de 100 pb observado somente no final do projeto, além da 

dificuldade de obtenção de bibliotecas com insertos de tamanho ideal, foram geradas 

9.033 seqüências, muito mais que o esperado para o fechamento do plastoma   
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Atualmente, estão depositadas as seqüências completas de 26 plastomas de 

plantas superiores no banco de dados do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes), 

o tamanho destes genomas varia de 120.000 a 180.000 pb (Maliga, 2004). As 

seqüências do plastoma de três árvores estão no banco de dados do NCBI, sendo uma 

de Eucalyptus globulus (Steane, 2005) e duas espécies de pinus, Pinus thunbergii 

(Wakasugi et al., 1994) e Pinus koraiensis (Noh et al., não publicado)  

Com a análise de similaridade feita no programa  BIOEDIT (Hall, 1999)  da 

seqüência total de nucleotídeos de E. grandis contra a seqüência de E. globulus, 

localizou-se as regiões repetidas invertidas (IR`s). O tamanho de cada região do 

plastoma de E. grandis, E. globulus, Nicotiana tabacum (Shinozaki et al., 1986) e Pinus 

thunbergii é apresentado no quadro 4.  

As análises mostraram que a similaridade de nucleotídeos do plastoma de 

Eucalyptus grandis com o plastoma de E. globulus é de 99,57%, considerando as 

regiões codificadoras e não codificadoras. Para o plastoma de Nicotiana tabacum a 

similaridade é de 80,98% e a comparação com o plastoma de Pinus thunbergii revelou 

baixa similaridade (22%), embora esta espécie seja uma árvore, esta grande diferença 

indica diferente evolução entre as angiospermas e gimnospermas estudadas, mesmo 

que estas tenham características arbóreas (quadro 4).  

 
Região/Parâmetro cpDNA E. 

grandis 

cpDNA E. 

globulus 

cpDNA Nicotiana 

tabacum 

cpDNA Pinus 

thunbergii 

LSC 88.991 89.012 86.686 65.696 

SSC 18.501 18.488 18.571 53.021 

IRA 26.400 26.393 25.343 495 

IRB 26.400 26.393 25.343 495 

Total de Bases 160.292 160.286 155.943 119.707 

% GC 36,87 36,85 37,85 38,5 

% AT 63,13 63,15 62,15 61,5 

Similaridade com o 

plastoma de E. grandis (%) 

 99,57 80.98 22 

Quadro 4 - Posição, tamanho, conteúdo de bases (% GC e AT) nos plastomas de E. globulus, Nicotiana 

tabacum e Pinus thunbergii e suas similaridades com o plastoma de E. Grandis 
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  Steane (2005) comparando o plastoma de E. globulus com plastoma de Populus 

trichocarpa, uma outra angiosperma arbórea, encontrou que as categorias de genes 

presentes nas duas espécies é semelhante ao restante das angiospermas cujo 

plastomas já foram seqüenciados, o que também verificamos pela análise do plastoma 

de Nicotiana tabacum, uma espécie não arbórea mas que compartilha os mesmos 

genes e arranjo destes genes com E. grandis. O plastoma de E. globulus e P. 

trichocarpa são colineares, exceto para os genes rps16 e rpl32, os quais estão 

ausentes no plastoma de Populus e também, as IRs nesta espécie apresentam-se 

expandidas, incluindo o gene rps19. 

Similaridades altas de nucleotídeos entre espécies próximas já foram relatadas 

para os plastomas já seqüenciados de dois híbridos de cana-de-açúcar (Calsa-Junior et 

al., 2004; Asano et al., 2004), a seqüência dos dois plastomas é idêntica em número de 

pares de bases, mas foram encontradas 2 pb a mais na SSC e uma redução de 1 pb 

em cada IR no híbrido Nco310, sugerindo um fino mecanismo de divergência (Calsa 

Junior et al., 2004). Análises feitas entre as junções das IRs com a região de cópia 

única longa (LSC) confirmam que esta região é uma região polimórfica em Eucalyptus 

sendo utilizada para estudos filogenéticos e filogeográficos neste gênero (Mackinnon et 

al., 2004; Soto et al., 2004). 

 Nas espécies de arroz cultivado (Oryza sativa) e arroz selvagem (Oryza nivara), 

foram encontrados os mesmos genes funcionais semelhantemente organizados, no 

entanto, foram encontradas 57 inserções, 61 deleções e 159 substituições de pares de 

base no plastoma de Oryza nivara quando  comparado ao plastoma de Oryza sativa, 

estas mudanças, foram mais freqüentes, em regiões não codificadoras do que nas 

regiões codificadoras de proteínas (Masood et al., 2004).  

 A comparação da seqüência de nucleotídeos do plastoma de E. grandis com E. 

globulus (anexo 1) apresenta 141 transversões, 84 transições e 22 substituições de 

pares de bases, também preferencialmente nas regiões não codificantes de proteínas.  

Foram observadas também polimorfismos do tipo deleção/inserção ao longo da 

seqüência de E. grandis (anexo 1), onde foram detectadas 47 deleções e 53 inserções. 

Estas inserções/deleções foram de simples pares de bases até  inserções/deleções de 

20 pares de bases, em sua maioria em regiões intergênicas, gerando regiões 
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polimórficas passíveis de serem utilizadas para estudos com marcadores genéticos, 

como os já identificados para a região de junção JLA em Eucalyptus (Mackinnon et al., 

2004). 

O conteúdo de bases AT em E. grandis é de 63,13 e está de acordo com as  

quantidades encontradas em outros plastomas já seqüenciados como: cana-de-açúcar, 

61% (Asano et al., 2004; Calsa Junior et al., 2004); Lotus japonicus, 64% (Kato et al., 

2000); Arabdopsis thaliana, 63,7% (Sato et al., 1999). Esta característica facilitaria a 

transferência dos genes plastidias para o genoma nuclear (Howe et al., 2002) 

A disponibilidade de plastomas completos de  diferentes espécies de Eucalyptus, 

torna possível estudos comparativos para a identificação de polimorfismos espécie-

específicos, importantes para serem utilizados como marcadores moleculares no 

melhoramento genético de Eucalyptus, como também, nos processos ligados à sua 

evolução. 

 

4.5 Anotação dos Genes e YCF`s 
 

 A anotação dos genes e ycf`s, foi feita pela análise de similaridade com o 

plastoma de Eucalyptus globulus, utilizando o programa BLASTX (Altschul et al., 1990).  

 A identificação das regiões codificadoras dos genes, ycf`s e ORFs do plastoma 

de Eucalyptus grandis, está apresentada no anexo 2.  As categorias gênicas 

encontradas no plastoma de E. grandis estão detalhadas na Figura 3 e também no 

anexo 2 e 3. 

 Foram identificados 72 genes codificadores de proteínas, 5 ycfs, 1 ORF, 4 RNAs 

ribossomais e 21 tRNAs, sendo que todos os tRNAs referentes aos aminoácidos estão 

presentes neste plastoma. Os genes de RNA transportador como o número de cópias 

encontrado para cada um estão apresentados no anexo 3.  

  A seqüência e a anotação do plastoma de E. grandis, estão em processo de 

depósito no banco de dados do NCBI. 
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ycf's e pseudogenes

Rubisco

Fotossistema I

Fotossistema II

outros

RNA polimerase
RNA ribossômico

NADH-desidrogenase

ATP-sintase
Citocromo b6f

Proteínas 
ribossômicas

 
  

6 CONCLUSÕES 
 
 A molécula de DNA do Plastoma de Eucalyptus grandis possui 160.292 pares de 

base. É caracterizada por duas regiões repetidas invertidas (IRA e IRB) com 26.400 pb 

cada uma, sendo separadas por uma região única curta (SSC) de 18.501 pb e uma 

região de cópia única longa (LSC) de 88.991 pb. 

 O plastoma de Eucalyptus grandis é colinear com o plastoma de E. globulus, 

possuindo todas as categorias gênicas encontradas em E. globulus. 

Existe diferenças marcantes entre o plastoma de Pinus thunbergii uma 

gimnosperma arbórea quando comparada com as angiospermas Eucalyptus grandis, 

Eucalyptus globulus e Populus trichocarpa, sugerindo evolução distinta entre esta 

gimnosperma e angiospermas estudadas. 

 A identificação de  polimorfismos entre espécies diferentes de Eucalyptus pode 

contribuir para os programas de melhoramento genético, destas espécies. 

 

 

Figura 3 - Categorias gênicas encontradas no plastoma de Eucalyptus grandis 
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Anexo 1: Mutações encontradas na seqüência de DNA do Eucalyptus grandis em relação a 
seqüência do Eucalyptus globulus. Os números indicam o nucleotideo na seqüência como referência, 
o nucleotideo seguinte é o nucleotídeo encontrado em grandis.   

 
Posição  na seqüência de Eucalyptus 
globulus 

Alteração 

LSC  
0 transversão = T⇔A 
105 inserção = TC 
124 deleção = TTAAAATAAAAAAAAAA 
1293 transição = G⇔A 
2349 inserção = G 
2496 inserção = T 
2551 transversão = T⇔ G 
2776 transversão = T⇔G 
2969 transversão = T⇔A 
3848 transição = G⇔A 
4673 deleção = AAA 
4770 deleção = T  
4838 deleção = T 
4885 transversão = T⇔G 
5122 transversão = G⇔C 
5432 transição = A⇔G 
5528 inserção = A 
5603 transversão = G⇔T 
5897 transversão = T⇔A 
8592 transversão =TT⇔GA 
8601 inserção = AAA 
8793 transição = T⇔C 
8879 deleção = A 
10007 transversão = T⇔A 
10198 transversão = T⇔G 
10482 transversão = A⇔C 
10824 transição = G⇔A 
10843 transversão = C⇔A 
10861 transversão = A⇔C 
11030 deleção = ACGCTTA 
11157 transversão = A⇔C 
11216 deleção = A 
13414 inserção = T 
13576 inserção = T 
14700 deleção = AAA 
14997 inserção = A 
15311 transversão = T⇔G 
15471 transversão = A⇔C 
15563 transversão = A⇔C 
15690 transversão = T⇔G 
15813 inserção = T 
17022 transição = C⇔T 
17777 transversão = T⇔G 
17778 deleção = TC 
17839 transição = C⇔T 
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17848 substituição = GAGA⇔AGAT 
17853 transversão = T⇔G 
17857 transversão = C⇔A 
17901 deleção = T 
17924 transversão = C⇔A 
17954 transversão = T⇔A 
17959 transversão = T⇔G 
17973 deleção = A 
20307 transição = G⇔A 
24045 deleção = AGG 
24057 transição = A⇔G 
24160 transição = A⇔C 
24168 transversão = A⇔C 
26622 transição = C⇔T 
27553 transversão = G⇔T 
28070 transversão = G⇔T 
28255 substituição = TAT⇔ATA 
28478 inserção = T 
28633 deleção = A 
29338 transição = A⇔G 
29373 inserção = ATATCA 
29867 transversão = G⇔T 
29868 inserção = CT 
29869 transição = A⇔G 
29895 substituição = TTT⇔AGG 
29899 transição = T⇔C 
29901 substituição = GA⇔TT 
29906 transição = C⇔T 
29910 transversão = CC⇔AA 
30014 transversão = G⇔C 
30042 substituição = CC⇔GT 
30076 deleção = CGAAA   
30084 deleção = G 
30096 transição = A⇔G 
30099 deleção = G 
30115 transição = C⇔T 
30129 transição = A⇔G 
30141 substituição = TA⇔CG 
30170 transversão = A⇔C 
30266 inserção = ATTTCA 
30289 transversão = T⇔A 
30748 transversão = C⇔A 
30930 transversão = C⇔A 
31159 inserção = C 
31214 transição = T⇔C 
31759 transversão = T⇔A 
31779 transversão = C⇔A 
31913 deleção = A 
31952 transversão = A⇔C 
31984 deleção = A 
32303 inserção = A 
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33843 inserção = A 
35892 deleção = CATATATATATATAT 
36116 transição = C⇔T 
37066 transversão = A⇔T 
38283 transição = T⇔C 
39418 inserção = G 
39601 transversão = T⇔G 
39671 transversão = A⇔T 
39722 inserção = TTACTTAATATAAATAGAATTAAT 
39862 deleção = ATTTTATTAA 
39901 transição = T⇔C 
39980 deleção = A 
40135 transversão = A⇔C 
40136 inserção = C 
40172 transversão = G⇔T 
40213 transversão = C⇔A 
40432 substituição = TC⇔GA 
40279 inserção = ATCAAATAAGTGGAAGATTC 
41280 transversão = G⇔T 
41283 transversão = CC⇔AA 
41288 inserção = TGAAACGTTAA 
41434 transição = C⇔T 
41536 transição = G⇔A 
44285 transição = C⇔T 
44508 transição = T⇔C 
45620 transversão = T⇔A 
45766 deleção = TTATATTAATTATTATATT 
45788 transversão = T⇔A 
45814 transversão = C⇔A 
45907 transição = A⇔G 
46118 deleção = GAAAAT 
46143 transição = T⇔C 
47141 transição = G⇔A 
47432 transversão = G⇔T 
48004 deleção = A 
48259 deleção = AA 
48275 deleção = A 
48637 inserção = AGGTAAG 
48670 transversão = G⇔T 
48876 transição = C⇔T 
48877 inserção = CGTTTTCT 
50049 inserção = ATGAAAAA 
50754 transversão = T⇔G 
51551 transição = C⇔T 
51639 inserção = GGATA 
51717 transversão = C⇔A 
52493 transversão = C⇔A 
52739 transversão = C⇔A 
52760 transversão = C⇔A 
52899 transversão = T⇔G 
53070 transversão = G⇔T 
53553 transversão = G⇔T 
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53565 transversão = G⇔T 
53569 inserção = TGTATT 
53582 transversão = T⇔G 
54931 deleção = T 
55060 inserção = AAA 
55061 transversão = T⇔G 
55157 deleção = A 
55169 transversão = T⇔G 
55366 transição = T⇔C 
56354 inserção = A 
57156 transição = A⇔G  
59395 transversão = C⇔A 
59876 transversão = G⇔C 
60043 transição = A⇔G 
60921 transição = G⇔A 
60999 transversão = AA⇔TT 
61034 inserção = T 
61603 transição = C⇔T 
61627 transição = T⇔C 
61797 transição = G⇔A 
61923 transversão = C⇔G 
66196 transversão = T⇔A 
66214 transição = C⇔T 
67864 substituição = GCAGAAAG⇔TTTCTGCA 
67920 transição = G⇔A 
68535 transversão = T⇔A 
69435 deleção = TTTAATCAGTATGAAAAT 
69654 transição = T⇔C 
69663 deleção = T 
69739 deleção = A 
69837 transversão = T⇔G 
70220 transversão = T⇔G 
70697 deleção = A 
71391 transição = A⇔G 
72008 transversão = A⇔C 
72016 deleção = A 
72018 transversão = A⇔C 
72647 deleção = A 
73044 inserção = A 
73841 inserção = A 
73967 transição = T⇔C 
74052 transição = G⇔A 
74680 transição = G⇔A 
75080 transversão = A⇔C 
75267 transição = T⇔C 
75268 deleção = TCGTACTCTTTCCTAACAATAACATAA 
75295 transição = A⇔G 
75298 transição = T⇔C 
75533 inserção = T 
75690 transição = C⇔T 
75973 deleção = T 
76192 inserção = T 
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76418 inserção = AAA 
79512 transversão = C⇔A 
79592 transição = T⇔C 
80074 transversão = A⇔C 
80452 transversão = T⇔A 
80454 substituição = GT⇔TA 
81887 transversão = A⇔C 
82263 transversão = G⇔T 
82649 deleção = T 
83762 transversão = G⇔T 
84283 transversão = T⇔G 
85319 transição = T⇔C 
85354 transversão = G⇔T 
85392 deleção = C 
87191 deleção = T 
87488 deleção = T 
87504 deleção = T 
87525 transversão = C⇔G 
87538 inserção = G 
88257 inserção = T 
88263 transição = G⇔A 
88268 transversão = G⇔T 
88286 transição = TT⇔CC 
88413 transversão = A⇔C 
88442 transição = T⇔C 
IRA  
89032 transversão = T⇔A 
89034 transversão = TT⇔AA 
89039 transversão = T⇔A 
89045 inserção = A 
89062 transversão = A⇔C 
91714 substituição =  = T⇔G 
97500 transição = C⇔T 
98673 transversão = C⇔G 
98674 inserção = G 
98837 transversão = T⇔G 
100640 inserção = T 
101431 transição = G⇔A 
101434 substituição = TAAA⇔ATCG 
101440 deleção = AA 
101446 substituição = TC⇔CG 
101449 substituição = TAGA⇔GGCC 
103924 transversão = G⇔T 
104164 transição = C⇔T 
104531 transversão = T⇔G 
105062 transversão = G⇔T 
105959 transição = A⇔G 
105963 transição = A⇔G 
105965 inserção = GGG 
105966 transversão = C⇔A 
105968 substituição = GG⇔TC 
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105972 transição = C⇔T 
106867 inserção = ATCAC 
106868 transição = G⇔A 
106870 substituição = CCGGGA⇔TGAATT 
108431 transversão = G⇔T 
109902 deleção = C 
113471 deleção = T 
SSC  
116158 transição = G⇔A 
116314 transição = C⇔T 
116370 transição = G⇔A 
117011 transição = C⇔T 
117138 substituição = TA⇔GC 
117349 transição = A⇔G 
117644 transição = T⇔C 
117917 transversão = A⇔T 
118039 transversão = A⇔C 
119176 transição = G⇔A 
119200 transição = G⇔A 
118961 deleção = TAAAAA 
119350 transversão = T⇔A 
119453 transversão = A⇔T 
119697 transversão = T⇔A 
120912 deleção = T 
120960 transversão = C⇔A 
121355 transversão = G⇔C 
121439 transição = T⇔C 
121817 transversão = C⇔A 
121885 transversão = A⇔C 
122365 transversão = A⇔T 
122529 transição = A⇔G 
122587 inserção = AATC 
122902 transversão = G⇔C 
122991 transversão = G⇔T 
123619 transversão = T⇔A 
123857 transversão = C⇔A 
124000 transição = T⇔C 
125905 transversão = C⇔A 
126151 deleção = A 
126227 deleção = T 
126351 transversão = T⇔G 
126409 transversão = C⇔A 
126794 deleção = A 
126811 transversão = T⇔A 
126847 deleção = A 
126899 transição = T⇔C 
127289 transversão = A⇔C 
127811 substituição = AA⇔TG 
129102 inserção = TCGTATAGGAATAGGAAAAT 
129307 transversão = T⇔G 
129318 transversão = C⇔A 
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129368 transversão = G⇔T 
129430 transversão = C⇔G 
129510 transversão = C⇔A 
132326 transversão = T⇔G 
132421 transição = T⇔C 
132698 transversão = G⇔C 
132799 transversão = C⇔G 
133132 transversão = G⇔T 
133494 transversão = C⇔A 
133505 transição = T⇔C 
133567 transição = T⇔C 
133577 transversão = C⇔G 
133588 transição = T⇔C 
133712 transição = T⇔C 
133851 transversão = ⇔G 
IRB  
135835 deleção = A 
140865 transversão = C⇔A 
142422 substituição = TCCCGG⇔AATTCA 
142429 transição = C⇔T 
142431 inserção = GTGAT 
143325 transição = G⇔A 
143328 substituição = CC⇔GA 
143331 transversão = G⇔T 
143333 inserção = CCC 
143334 transição = T⇔C 
143338 transição = T⇔C 
144235 transversão = C⇔A 
144766 transversão = A⇔C 
145133 transição = G⇔A 
145373 transversão = C⇔A 
147845 substituição = TCTA⇔GGCC 
147850 substituição = GA⇔CG 
147857 substituição = GTTT⇔TCGA 
147863 transição = A⇔G 
147866 deleção = CG 
148668 inserção = A 
150460 transversão = A⇔C 
150624 transversão = G⇔C 
150625 inserção = C 
151797 transição = G⇔A 
153040 transição = T⇔C 
157583 transversão = A⇔C 
160258 transversão = A⇔T 
160261 inserção = T 
160262 transversão = AA⇔TT 
160265 transversão = A⇔T 
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ANEXO 2: Genes presentes no plastoma de Eucalyptus grandis (sequência de 

aminoácidos da proteína) com os genes presentes em Eucalyptus globulus. 

  Cetegoria Gene 

RNAs ribossômicos rrn16 

 rrn23 

 rrn4.5 

 rrn5S 

Subunidade ribossômica menor rps2 

 rps3 

 rps4 

 rps7 

 rps8 

 rps11 

 rps12 

 rps14 

 rps15 

 rps16 

 rps18 

 rps19 

Subunidade ribossômica maior rpl2 

 rpl14 

 rpl16 

 rpl20 

 rpl22 

 rpl23 

 rpl32 

 rpl33 

 rpl36 

Subunidades da RNA-polimerase  

plastidial 

rpoA 

 rpoB 

 rpoC1 

 rpoC2 

Subunidade da NADH-desidrogenase ndhA 

 ndhB 

 ndhC 
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 ndhD 

 ndhE 

 ndhF 

 ndhG 

 ndhH 

 ndhI 

 ndhJ 

 ndhK 

Subunidades do fotossistema I psaA 

 psaB 

 psaC 

 psaI 

 psaJ 

Subunidades do fotossistema II psbA 

 psbB 

 psbC 

 psbD 

 psbE 

 psbF 

 psbH 

 psbI 

 psbJ 

 psbK 

 psbL 

 psbM 

 psbN 

 psbT 

 psbZ 

Subunidades maior da Rubisco rbcL 

Subunidades do citocromob6f petA 

 petB 

 petD 

 petG 

 petL 

 petN 

Subunidades da ATP-sintase atpA 
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 atpB 

 atpE 

 atpF 

 atpH 

 atpI 

Fator de iniciação de tradução I infA 

Acetyl-CoA accD 

Maturase matK 

Protease clpP 

Proteína de membrana envoltória cemA 

Citocromo C proteína heme de ligação ccsA 

Ycf`s/ORFs ycf3 

 ycf4 

 ycf2 

 ycf15 

 ycf1 

 orf113 

 ycf1 
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Anexo 3: Genes de RNA transportador de Eucalyptus grandis. 

tRNA Cópias Aminoácido 

trnP 1 Prolina 

trnW 1 Triptofano 

trnT 2 Treonina 

trnfM 1 Metionina 

trnM 1 Metionina 

trnR 2 Arginina 

trnC 1 Cisteína 

trnS 2 Serina 

trnQ 1 Glutamina 

trnH 1 Histidina 

trnV 3 Valina 

trnN 2 Asparagina 

trnL 4 Leucina 

trnG 2 Glicina 

trnE 1 Glutamato 

trnY 1 Tirosina 

trnD 1 Aspartato 

trnA 2 Alanina 

trnI 3 Isoleucina 

trnK 1 Lisina 

trnF 1 Fenilalanina 
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