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RESUMO

No Brasil, a produ¢do do eucalipto movimenta bilhdes de reais por ano. A
madeira de eucalipto tem seu principal uso na industria de papel e celulose, onde o
processo de polpagem constitui-se uma etapa bastante onerosa para separar a celulose
dos outros componentes da madeira. Dentre estes componentes da madeira, encontra-se
a lignina, um heteropolimero fendlico composto majoritariamente, em angiospermas,
pelos mondmeros guaiacil e siringil. Quanto maior a propor¢do de siringil, mais
interessante ¢ para a industria papeleira, isto porque facilita no processo de polpagem,
diminuindo a polui¢do, e os custos envolvidos. Desta forma, a via de formagdo desse
polimero passou a ser alvo de estudos de forma a identificar genes correlacionados a
qualidade da madeira. A partir destes genes candidatos, foram iniciados estudos de
forma a obter sua seqiiéncia completa e avaliar sua diversidade nucleotidica, de forma a
procurar as bases moleculares da qualidade da madeira. Estes estudos foram realizados
para os genes cinamil-dlcool desidrogenase (CAD2) e 4&cido cafeico 3-O-
metiltransferase (COMT?2). Primeiramente foi realizada uma triagem de clones de
cromossomos artificiais de bactéria (BAC) de forma a encontrar quais clones continham
o gene de interesse. Com os clones identificados, somente para o gene CAD2, foi
realizado um “shotgun” objetivando a obtencao de sua inédita seqiiéncia completa. Foi
obtida a seqiiéncia completa para o gene CAD2 em E. grandis, além de suas regides
regulatorias. Estudos de seqiiéncia deste gene demonstraram bastante conservagao
dentre as espécies de Eucalyptus, além de uma expressdao preferencial no xilema. Foi
também realizada uma analise de diversidade nucleotidica para regides dos genes CAD2
e COMT2, sendo observada uma grande conservacdo nos individuos de E. globulus,
tanto para o gene CAD2 quanto para COMT2, assim como variados niveis de
desequilibrio de ligagdo observados em quase todas analises. Pouca diversidade foi
encontrada dentro de cada espécie para os dois genes estudados, enquanto que entre as
mesmas esta diversidade demonstrou-se bem maior. Ocorreu uma distingdo clara entre
os individuos de E. grandis estudados, fato que pode ser explicado pela variagdo de
microclimas e pela dispersdao. Novos estudos devem ser realizados de forma a analisar
uma regido mais extensa destes genes, além do controle de expressdo dos genes da via
de lignificagdo.

Palavras-chave: Eucalyptus, lignina, CAD e COMT.



ABSTRACT

The eucalypt production circulate billion of reais per year. The eucalypt wood
has it’s principal use in the paper and cellulose industry, where the pulping process is
one of the most expensive step, with the finality of separate the cellulose of the other
components of wood. One of this components is the lignin, a fenolic heteropolymer
compound, in angiosperms, mostly by the monomers guaiacyl e syringyl. Much
greather is the ratio of syringyl, more interesting is for paper industry because facilitates
in the pulping process, lowering the pollution and the costs. This way, the monolignols
pathway turned to be the focus of studies to identify candidate genes correlated to wood
quality. With this candidate genes, were initiated studies to obtain their complete
sequence and evaluate their nucleotide diversity to find the molecular basis for the wood
quality. These studies were realized for the genes cinnamyl alcohol dehydrogenase 2
(CAD2) and caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT?2). First, was realized a
screening of bacterial artificial chromosome (BAC) library to find the clones that are
carrying the target genes. After this identification, was realized a shotgun only for
CAD? to obtain it’s complete sequence. Were obtained the complete sequence for the
gene CAD?2 in E. grandis, including it regulatory regions. Sequence studies of these
genes demonstrated a high conservation between the eucalypt species, beyond a
preferencial expression in xilem. Also was realized a nucleotide diversity analysis for
regions of the genes CAD2 e COMT?2, being observed a high conservation in E.
globulus individuals for the two genes, as different levels of linkage disequilibrium
observed on all analysis. Just a few diversity was observed inside each species for the
two studied genes, but between the species the diversity was higher. A courious
observation was the distinction between the two groups of E. grandis studied, fact that
can be explained by the microclimate variation and dispersion. New studies must be
realized no analyze a greater region of these genes and the expression control of the

lignification genes.

Keywords: Eucalyptus, lignin, CAD and COMT.
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GL — Grupo de E. globulus procedente de Victoria
GR — Grupo de E. grandis procedente de Atherton
GRR - Grupo de E. grandis procedente de Pine Creek
kb — Quilobase

DL — Desequilibrio de ligagao

M — Molar
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NCBI — “National Center for Biotechnology Information”

ng — Nanograma
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PCR - “Polymerase Chain Reaction”

QTL — “Quantitative Trait Locus”

1> — Quadrado do coeficiente de correlagio
RNA — Acido ribonucléico

RNAse — Ribonuclease

S — Siringil

SNP — “Single Nucleotide Polymorphism”
UR — Grupo de E. urophylla procedente de Timor
pL — Microlitros

uM — Micromolar

X2 — Qui-quadrado
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1 INTRODUCAO

1.1 O Eucalipto e a industria da madeira

Por diversos séculos a madeira representa um dos insumos principais utilizados
pela civilizagdo humana, muito em fun¢do de se constituir no recurso biolégico mais
abundante do planeta. Verifica-se o emprego da madeira para os mais variados fins,
como na construgdo civil, mobilidrio, geragdo de energia, producdo de aco e
destacadamente a produgdo de papel e celulose. Interessantemente, o papel, apesar de
ter sua origem datada ao redor do ano 100 DC na China, passou a ter a madeira como
principal matéria-prima somente em meados do século XIX, pois originalmente era
produzido a partir de outras fontes de fibra, como o canhamo e tecidos.

Até poucos anos, o suprimento de madeira era proveniente da extracdo
indiscriminada de florestas nativas, o que acarretou em danos irreversiveis a diversos
ecossistemas. Atualmente grandes industrias valem-se de extensivos projetos de
reflorestamento para obtencdo de madeira, o que garante uma maior produtividade e
homogeneidade, além de resultar em significativos ganhos de escala em relagcdo ao
cendrio extrativista. Inicialmente, o pinheiro (Pinus sp.) e o abeto (Abies sp.) foram
utilizados em plantagdes comerciais, seguidos por arvores dos géneros Populus e
Eucalyptus, dentre outras.

Atualmente verifica-se uma ampla utilizagdo de diversas espécies do género
Eucalyptus em regides de clima tropical e sub-tropical. Este fato justifica-se devido as
suas caracteristicas de rapido crescimento, produtividade, ampla diversidade de

espécies, grande capacidade de adaptagcdo e por ter aplicagdo para as mais diversas
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finalidades. No Brasil, cerca de 66% das plantagdes florestais sdo de eucalipto
(MOURA e GARCIA, 2000).

Em termos nacionais estima-se uma area total de 4,6 milhdes de hectares de
florestas plantadas, sendo 1,7 milhdes com o género Pinus ¢ 2,9 milhdes do género
Eucalyptus. Devido a sua robustez, adaptabilidade ao clima e solo brasileiros e ao seu
curto ciclo de vida — cerca de sete anos — o eucalipto passou a ser a espécie florestal
mais plantada no pais a partir da segunda metade do século passado. O pais tem
destaque no cenario mundial sendo o segundo maior detentor de florestas plantadas de
eucalipto, atras apenas da India que contém 8,0 milhdes de hectares dos cerca de 18
milhdes de hectares plantados no mundo (FAO, 2000). Atualmente, o eucalipto ¢ a
espécie florestal tropical e sub-tropical de maior importancia econdmica mundialmente

(Figura 1).

Figura 1: Distribuicio dos paises com plantacdes de eucalipto, de acordo com dados da FAO (1997).

Florestas de eucalipto de rapido crescimento suprem hoje a demanda por biomassa
lenhosa com propriedades tecnoldgicas especificas para diversos setores industriais
brasileiros, notadamente o de papel e celulose. Em 2000, na relagdo de produtos por

fator agregado, o setor de papel e celulose supera produtos como automéveis, calgados e
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semi-manufaturados de ferro e ago. Em 2003, as exportagdes do setor somaram US$ 3,1
bilhdes (GAZETA MERCANTIL, 2003) e, em 2004, estimou-se que a producgdo de
eucalipto movimenta R$ 12 bilhdes por ano no pais (VALOR ECONOMICO, 2004),
gerando 102.000 empregos diretos e 500.000 indiretos (MORA E GARCIA, 2000).

A madeira do eucalipto adequa-se bem a produgdo de papel em fungdo de possuir
fibras delgadas, curtas, de granulagdo reduzida, além de um alto numero de fibras por
grama. Observa-se também que, pelo fato das microfibrilas apresentarem uma pequena
angulacdo em torno do eixo da fibra, esta ¢ rigida, proporcionando uma estrutura
volumosa de papel, além de alta opacidade.

A segunda maior utilizagdo da madeira de eucalipto no Brasil, ¢ na produgdo de
carvao vegetal para a industria sidertrgica. A lenha, ¢ provavelmente, o energético mais
antigo usado pelo homem e continua tendo grande importancia na matriz energética
brasileira, participando com cerca de 10% da producdo de energia primaria (BANCO
DE DADOS DE BIOMASSA NO BRASIL). O Brasil é o maior produtor mundial desse
insumo energético. No setor industrial (quase 85% do consumo), o ferro-gusa, aco e
ferro-ligas sdo os principais consumidores do carvao de lenha, que funciona como
redutor (coque vegetal) e energético ao mesmo tempo. Em termos globais, o volume de
recursos proveniente da madeira ou de seus derivados representa mais de 1% da
economia mundial (SEDEROFF, 1999).

A madeira de eucalipto no Brasil tem seu principal uso na industria de papel e
celulose. Nesta, o processo de polpagem constitui-se em uma etapa intermedidria e
bastante onerosa, visando a separacao da celulose dos demais componentes da madeira.
Dentre estes componentes indesejaveis encontra-se principalmente a lignina (JUNG,
1998). Para o processo de produ¢do do papel, estima-se que a reducao de 1% no teor de

lignina da madeira representaria uma economia de 1 milhdo de ddlares por ano para
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uma industria com capacidade de produgdo de 300.000 toneladas de celulose anuais.
Portanto, pequenas redugdes no teor de lignina da madeira representariam grandes
economias as industrias papeleiras (ANTEROLA e LEWIS, 2002).

Para trazer beneficios praticos através da melhoria na qualidade do papel, nos
custos de produgdo e na redugdo de residuos poluentes desta industria, esforgos estdo
sendo concentrados com o objetivo de aprimorar ainda mais a qualidade da madeira do
eucalipto procurando alterar a concentracdo ou composi¢do da lignina. Uma pressao
concreta para esta direcdo advém do aumento continuo de demanda por madeira,
previsto em mais de 50% até 2010 segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization). Melhorias na produtividade ou qualidade da madeira podem ser
alcangados pelo melhoramento genético cldssico e com pesquisas em biotecnologia
visando, por exemplo, o melhoramento por selecdo assistida focado em fatores
determinantes de caracteristicas da madeira. Portanto, existe um grande interesse em
caracterizar os eventos principais na diferencia¢do do xilema uma vez que estes devem
ser fatores decisivos na determinacdo das propriedades da madeira, refletindo no seu
valor e desempenho industrial (PAUX et al., 2004).

Em termos gerais ocorreu pouca domesticacdo de darvores florestais quando
comparado a culturas agricolas tradicionais, tais como o milho e trigo. As razdes
principais sdo o tamanho das arvores e seu alto tempo médio de geracdo, que dificultam,
mas nao impossibilitam, tentativas coordenadas de melhoramento genético tradicional.
De todo modo, diante de uma demanda crescente e de necessidades especificas dos
diferentes setores industriais, observa-se uma grande pressdo pelo estabelecimento de
sistemas de producdo eficientes capazes de suprir a matéria-prima, bem como deter a

extragdo predatoria que vem dizimando o meio-ambiente em nivel mundial.
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De certa forma a diminuig¢do desta lacuna esta ocorrendo através da utilizagdo de
técnicas biotecnoldgicas como a micropropagacgao, selecdo assistida por marcadores, e
recentemente a transgenia. Estudos utilizando marcadores também oferecem novos
horizontes para a aquisicdo de novos conhecimentos, que eventualmente poderdo ser

utilizados para o aprimoramento de caracteristicas de interesse.

1.2 As Espécies de Eucalipto

Foram identificadas aproximadamente 670 espécies do género Eucalyptus sendo
apenas duas espécies ndo nativas da Australia (E. urophylla e E. deglupta). Neste pais
formam-se extensas florestas naturais, com grande numero de variedades e hibridos. A
sua introdugio na Europa deu-se por volta de 1773 e na India em 1856. Ja na América
do Sul, o Chile provavelmente foi o primeiro pais a introduzir o eucalipto, enquanto que
no Brasil admite-se que as primeiras mudas teriam sido plantadas em 1868 (MORA e
GARCIA, 2000) com intuito meramente decorativo.

A maioria das espécies € composta por arvores altas (30 a 50 metros), sendo que
existem também 4arvores menores (10 a 25 metros) e arbustivas (30 ou 40 espécies).
Quanto ao plantio, a selecdo da espécie depende das condi¢gdes do clima e do solo,
sendo que as melhores sdo aquelas que se aproximam mais do local de origem da
espécie.

Uma das espécies mais utilizadas comercialmente ¢ E. grandis. Esta ocorre
naturalmente na Austrdlia em areas com altitude variando desde o nivel do mar até 600
metros e no caso da regido de Atherton (estado de Queensland), entre 500 e 1100 metros
de altitude. Sua madeira ¢ considerada medianamente leve e ¢ facil de ser trabalhada em
operagdes de usinagem. E considerada de baixa estabilidade, mas de elevada

permeabilidade. Quando provinda de plantagdes de ciclo longo, a madeira ¢ utilizada
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intensivamente na Australia, Africa do Sul, Brasil e Argentina como madeira de
constru¢do e matéria-prima na fabricacdo de moveis. Ja& quando oriunda de plantagdes
em ciclos curtos é utilizada em caixotaria, paletes, carvdo e mourdes. E uma das
espécies mais plantadas no mundo e considerada uma das mais versateis e indicadas
para multiplos fins.

A espécie E. urophylla é uma das duas espécies de ocorréncia natural fora do
territorio australiano, ocorrendo, naturalmente, na ilha de Timor e outras ilhas a leste do
arquipélago indonesiano em altitudes variando de 400 a 3.000 metros. A madeira ¢é
considerada medianamente leve, e as propriedades de resisténcia mecanica sao
moderadas. Inimeros esfor¢os sdo realizados para a introducdo da espécie fora das
condi¢des de sua zona natural; os resultados sdo bastante satisfatorios, com a espécie
apresentando alta plasticidade, adaptando-se a solos hidromorficos ou francamente
arenosos, em diferentes altitudes. E considerada apta para regides onde ndo ocorrem
geadas e situagdes de déficits hidricos severos. No Brasil, a espécie tem sido plantada
intensivamente em programas de melhoramento genético, principalmente de hibridacao.

Outra espécie de importancia ¢ E. globulus, uma das espécies nativas mais
cultivadas da Australia. Caracteriza florestas de tamanho médio até bem alto (70
metros), mas normalmente ¢ encontrada variando entre 15 e 25 metros. Sua madeira ¢
forte, duravel e possui anéis distintos. Uma caracteristica importante desta espécie ¢ a
boa qualidade da madeira para a industria papeleira, devido a sua maior quantidade de

celulose e menor de lignina.

1.3 A Lignina

Nos ultimos anos um esforco crescente tem sido feito de forma a investigar as bases

moleculares da formacdo, estrutura e funcdo da madeira. Suas propriedades fisicas de
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interesse compreendem sua densidade basica, o angulo das microfibrilas, a espessura da
parede celular, o diametro do [imen e o comprimento das fibras. Quimicamente também
existem propriedades de interesse, tais como abundancia e composi¢do dos trés
principais componentes da madeira: celulose, hemicelulose e lignina. Em termos
histologicos, a madeira é composta pelo xilema secundario, o qual é derivado do
crescimento lateral do cambio vascular. As células derivadas deste meristema podem se
diferenciar no xilema, que ¢ um tecido de suporte e de condugdo de agua; e no floema,
responsavel pelo transporte de nutrientes. As paredes secunddrias sdo estruturas
complexas formadas principalmente por moléculas como celulose, hemicelulose e
lignina.

A celulose e a lignina s3o respectivamente os biopolimeros mais abundantes do
planeta, e como visto anteriormente, sdo 0s principais componentes no processo de
produgdo de papel. O cendrio ideal para a industria de produgdo de papel, seria uma
engenharia metabolica onde se aumentasse o teor de celulose e, a0 mesmo tempo, se
diminuisse a quantidade de lignina. Para tanto ¢ fundamental o entendimento da
biossintese e regulagdo destes componentes, o que efetivamente vem ocorrendo através
de diversos estudos, principalmente tendo a via de lignificacio como alvo
(ANTEROLA e LEWIS, 2002; COSTA et al., 2003; RAES et al., 2003).

A lignina ¢ um heteropolimero fendlico (Figura 2A) altamente hidrofobico, com
diversas ligagdes cruzadas (SEDEROFF, 1999), que tem funcdo de suporte mecanico
(esclerénquima), conducdo (xilema), e protecdo e defesa (periderme) (BOUDET, 1998
& JUNG, 1998). O polimero de lignina ¢ composto por unidades de fenilpropano
acopladas oxidativamente por ligacdes éster e carbono-carbono. Em resposta a ataques
microbianos, este polimero pode atuar como barreira fisica, e, por ter propriedades

hidrofébicas, ¢ um componente fundamental do sistema vascular das plantas. Nas
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angiospermas, a lignina € composta majoritariamente por mondémeros de guaiacil (G) e
siringil (S). A diferenga entre as mesmas se encontra na metilacdo, enquanto guaiacil ¢
unicamente metilado no grupo 3-hidroxil, o siringil ¢ metilado tanto no grupo 3- quanto
no 5-hidroxil (ZUBIETA, 2002) (Figura 2B). Quanto maior for a propor¢ao de guaiacil,
mais condensado é o composto de lignina. Por outro lado, quanto maior for a propor¢ao
de siringil, mais maledvel serd esse composto e mais interessante para a industria
papeleira serd visto que a separacdo da celulose e a lignina se da de forma mais facil,

reduzindo o processamento quimico necessario.
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Figura 2: (A) Estrutura quimica do polimero da lignina. (B) Estrutura quimica dos monémeros
formadores da lignina.
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Para modificar a propor¢ao (S/G) de forma a ficar mais atraente para a industria,
procura-se alterar a razdo (S/G) de forma a cada unidade adicionada nesta taxa, seja
duplicada a taxa de remocgao de lignina (CHANG, 1973). Para se fazer esta alteragao,

deve-se influenciar de alguma forma algum passo de sua via biossintética.

1.4 A Via de Lignificaciao

A via de biossintese dos precursores da lignina ¢ complexa e ndo existe um
consenso geral sobre sua arquitetura. Um dos desenhos mais aceitos encontra-se
representado na Figura 3. O seu ponto de partida é o aminodacido fenilalanina, que sofre
uma deaminagdo ¢ sucessivas hidroxilagdes e metilagdes até¢ formar os mondmeros da
lignina.

Esta via tem sido o foco de grande interesse experimental, ¢ a maioria dos genes
que codificam para as enzimas conhecidas desta via, bem como fatores de transcrigdo e
proteinas de parede foram clonados e caracterizados particularmente em Pinus taeda
(ALLONA, 1998), alamo (Populus sp.; STERKY, 1998) e Arabidopsis thaliana

(SIBOUT et al., 2003), dentre outros.
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Figura 3: Via biossintética proposta para a formac¢io de monolignéis (adaptacio livre de Boerjan et
al., 2003).

Para promover uma alteracdo da lignificacdo, modificagdes na via em determinados
pontos poderdo proporcionar o efeito desejado (HU, 1999). Estudos superexpressando
(LT et al., 2003) e subexpressando (HU et al., 1999; PILATE et al., 2002; LI et al.,
2003; SOMERVILLE et al., 1992; SEDEROFF et al., 1999) alguns genes da via de
lignificagdo em diversos organismos tém demonstrado importantes alteracdes nas
caracteristicas finais da via de lignificacdo, como a diminui¢do de 45% da lignina e
aumento de 15% da celulose observados por HU et al. (1999), assim como uma maior
facilidade na delignificacdo, menor utilizacdo de quimicos, e maior qualidade da

polpagem observados por PILATE et al. (2002).
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1.5 Enzimas Estudadas

Diante da complexidade da via de lignificacdo, é importante que o comportamento
individual de seus componentes seja estudado em detalhes, abordando aspectos como a
atividade bioquimica, variabilidade natural e regulagdo da expressdo génica. No
contexto do presente trabalho, dois genes chave da via de lignificacdo foram estudados:

CAD (cinamil-alcool desidrogenase) e COMT?2 (4cido cafeico 3-O-metiltransferase).

1.5.1 A enzima CAD

A enzima CAD (EC 1.1.1.195) catalisa o ultimo passo de uma das rotas da
sintese de fenilpropanoides (Figura 4) especifico para a producdo dos monomeros da
lignina. Esta tem como substratos, os alcoois coniferil, sinapil, 4-coumaril e cinamil.
A proporg¢ao desses mondmeros precursores diretos do polimero da lignina varia de
acordo com a espécie (HALPIN, 1992). Sua atividade catalitica compreende a

catalise do alcool cinamilico mais NADP+ para cinamaldeido mais NADPH.
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Figura 4: Reacdes catalisadas pela CAD (Cinamil-alcool desidrogenase) para a formacio da lignina
(Adaptado de BOERJAN et al., 2003).

A enzima CAD, segundo BOERJAN et al. (2003), ¢ caracterizada por possuir trés

familias. A primeira compreende aquelas que estdo envolvidas na lignificacdo; a
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segunda compreende varias alcool desidrogenases que possuem diversos substratos.
Estas tém como caracteristica serem diméricas ou tetraméricas, ligando-se a dois atomos
de zinco por subunidade. Estas enzimas ja foram encontradas em bactérias, mamiferos,
plantas e fungos e, geralmente, esta presente mais de uma isozima. J4 a terceira familia
¢ composta por uma alcool desidrogenase de alfafa que é capaz de catalisar a redugdo de
cinamaldeido, sinapaldeido e coniferaldeido, além de varios aldeidos alifaticos e
benzaldeidos.

Em um experimento realizado por NI e JUNG, (1998), utilizando uma planta
transgénica antisenso (introdu¢do de por¢do da fita complementar ao gene objeto de
estudo) para CAD, foi demonstrada uma redugdo maior de siringil em relagcdo a guaiacil
em tabaco. Analisando comparativamente seus resultados com os de RALPH et al.
(1998), notamos que a deficiéncia de CAD provoca um acimulo de aldeidos, sendo que
Pinus sp (RALPH et al., 1998) acumulou menos aldeidos que o tabaco (NI e JUNG,
1998). Notou-se entdo que Pinus tem um componente adicional da lignina ndo usual,
derivado do alcool dihidroconiferilico, ndo observado em tabaco. Notamos entdo, quao
dificil poderé ser para trabalhos posteriores, a caracterizagao funcional dos genes desta

via.

1.5.2 A enzima COMT

A proteina COMT (EC 2.1.1.68), também chamada CAOMT catalisa a conversao
de acido cafeico a acido ferrulico e 4acido 5-hidroxiferralico para &cido sindpico (Figura
5). Os produtos resultantes sao convertidos nos alcoois correspondentes que serao entdo

incorporados a lignina. A COMT faz parte da superfamilia das metiltransferases, da

familia do tipo 2 e da subfamilia COMT.
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Em seu estudo, BOERJAN et al., (1998) observou que o gene COMT ¢ fortemente
expresso em todos tecidos estudados, tais como plantulas, raiz, folha, flor e caule, dando
énfase a intensidade observada de sua expressao no caule da inflorescéncia.

Estudos utilizando a estratégia antisense t€ém mostrado que, mesmo reduzindo a
expressao de COMT em 90%, o conteudo de lignina ndo ¢ afetado, mas sua estrutura

quimica, em termos da compreensdo dos mondmeros, ¢ dramaticamente alterada

(LAPIERRE, 1999).
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Figura 5: Reacdes catalisadas pela COMT (Acido cafeico 3-O-metiltransferase) na via de
lignificacio (Adaptado de BOERJAN et al., 2003).

1.6 O Projeto Genolyptus
Recentemente foi estabelecida no Brasil uma rede cooperativa de estudos

genomicos do eucalipto, denominada rede Genolyptus (Rede Brasileira de Pesquisa do
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Genoma de Eucalyptus). Esta tem como objetivos o descobrimento, seqiienciamento,
mapeamento ¢ a determinacdo da fun¢do de genes de importincia econOmica de
diferentes espécies de eucalipto, visando a incorporagdo de tecnologias de genética
molecular nos programas de melhoramento e produgdo vegetal. O presente trabalho esta
inserido no projeto Genolyptus de forma que seus resultados sirvam de fomento para
novas pesquisas por parte deste projeto.

Participam deste projeto 12 empresas de papel e celulose, 7 universidades, além da
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) caracterizando-se como a
maior ¢ mais complexa rede de experimento florestal do mundo.

O Genolyptus produziu uma série de insumos que foram utilizados no presente
estudo, tais como uma biblioteca de BACs (“Bacterial Artificial Chromosomes”), além
de diversos bancos de cDNA para diversos tecidos, como xilema e folhas, de quatro
espécies de Eucalyptus: E. grandis, E. globulus, E. pellita e E. urophylla.

Os cromossomos artificiais de bactéria (BACs) sdo vetores utilizados para clonar
grandes fragmentos de DNA em células de Escherichia coli, baseados no fator F
encontrado na mesma. Os BACs foram desenvolvidos para receber fragmentos de DNA
muito maiores que os suportados por plasmideos. Enquanto plasmideos suportam
insertos de até 10 kb, os BACs chegam a suportar 350 kb, valor maior que o do genoma
de alguns virus, como o da herpes (100 a 250 kb). Tais insertos sdo utilizados para os
mais variados fins, como seqiienciamento e transformagdes genéticas. A biblioteca de
BACs do Genolyptus foi desenvolvida a partir de um individuo de E. grandis, e com
cobertura de quatro vezes o genoma. Com insertos de 150 Kb em média, esta biblioteca
pode ser utilizada para se obter a sequéncia completa dos genes da via de lignificagdo.

Também no contexto do Genolyptus, gerou-se a partir dos bancos de cDNA, ESTs,

que se caracterizam por ser pequenos fragmentos de seqii€ncia génica (geralmente entre
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200 e 600 nucleotideos), que sdao gerados por seqiienciamento unico de uma ou ambas
pontas do gene expresso (RNA mensageiro — mRNA), resultando em um fragmento de
qualidade de seqiiéncia relativamente baixa.

Tanto a biblioteca de BACs quanto o banco de ESTs sdo fontes bastante tuteis para
os mais variados estudos gendmicos, principalmente para a descoberta de genes. Uma
outra utilidade dos mesmos seria o estudo de diversidade nucleotidica de genes em que

se ainda tem pouca informag¢ao de seqiiéncia.

1.7 Diversidade nucleotidica

A propria variabilidade genética natural existente entre as diferentes espécies de
eucalipto gera variacdes no conteudo e composi¢do de lignina, além de outros aspectos
relevantes na produ¢do da celulose como o comprimento de fibras. Do ponto de vista da
produtividade de celulose, essa variagdo ¢ interessante, pois algumas espécies siao
naturalmente mais produtivas e requerem menor gasto no processamento quimico.

A fonte desta variabilidade ¢ uma alteragdo subita e herddvel no material genético,
caracterizada como mutagdo. Quando estas sdo localizadas e alteram apenas poucas
bases, sdo chamadas de mutagdes de ponto, ou mutacdes génicas. Por outro lado, se as
mesmas alterarem muitas bases ou até cromossomos inteiros, sdo chamadas de
mutagdes ou aberragdes cromossomicas.

No ponto de vista do DNA, existem dois tipos de mutagdes pontuais, as
substitui¢des e as insercdes ou delecdes de bases (indels). As substituicdes podem ser
classificadas de acordo com suas caracteristicas. Aquelas que modificam uma base por
outra de mesmas caracteristicas quimicas (uma purina [A e G] por outra purina, € uma

pirimidina [C e T] por outra pirimidina) sdo chamadas de transi¢des. Ja aquelas que
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substituem bases de caracteristicas quimicas distintas (purina substituida por uma
pirimidina, e vice versa), sdo chamadas de transversdes.

Quando ocorre uma indel dentro da regido codificadora de um gene, o quadro de
leitura pode ser alterado (frameshift), acarretando na mudanga dos aminoacidos do
restante da proteina. Por outro lado, devido a redundancia do cédigo genético, nem
todas as alteragdes de pares de base acarretardo a alteragdo dos aminoacidos da proteina,
principalmente quando ocorrem na terceira base do codon.

Estas alteracdes de bases que ndo acarretam modificagdo do aminodcido sdo
chamadas de silenciosas. Como este tipo de mutacdo nao tem nenhum efeito positivo ou
negativo na descendéncia do individuo, acaba por ser considerada uma mutacao neutra.
Aquelas mutagdes que acarretam uma alteragdo do aminoacido, mas este sendo com
caracteristicas quimicas similares, sdo consideradas substituigdes conservativas, isto
porque provavelmente afetardo pouco ou nada na estrutura e funcionamento da proteina.

Por outro lado, as substituicdes que geram aminoacidos com caracteristicas
quimicas diferentes, sdo chamadas de ndo conservativas, e poderdo afetar, em diferentes
intensidades, a estrutura final da proteina. Existem também as substitui¢des que acabam
por gerar codons de terminacdo. Estas podem inviabilizar a funcionalidade da proteina
por interromper a seqiiéncia da mesma, possivelmente impossibilitando a atividade final
da mesma.

Tais mutagdes podem ser causadas por substituicdo de uma base por outra, assim
como visto acima (agdo do agente mutagénico acido nitroso, por exemplo); por
analogos de bases, como a 5-bromouracila (5-BU) que ¢ um andlogo da timina e que
forma par com a adenina. Este 5-BU pode perder um 4tomo de hidrogénio (seu estado

raro), passando a parear com a guanina; outra causa de mutacdes seriam adi¢des e
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remocdes de bases por agentes mutagénicos como a acridina; além de poderem ser
causadas por modificagdes tautoméricas.

Estes tautomeros s3o estados raros das bases comuns (A,C,T e G) que ocorrem a
partir do rearranjo na distribui¢do dos protons e elétrons. No DNA, ¢ encontrada
normalmente a forma ceto de cada base, enquanto que a forma enol destas bases € rara.
Seus pareamentos sdo distintos e, desta forma, tais endis sdo uma fonte de mutagdes
raras. O processo de substituicao das bases acontece semelhantemente ao de 5-BU, com
o pareamento do tautomero com uma base ndo usual (Figura 6), provocando, na

proxima replicagdo, uma alteragdo das bases.

G
C
G* G "
Replicagdo T Replicagdo
G do DNA do DNA T
C — —
G G o
C C
G
C

Figura 6: Exemplificacio de mutaciio por tautomerismo de base no DNA (modificado livremente de
GRIFFITHS et al., 2001).

1.7.1 SNPs (Single Nucleotide Polymorphism)

A disponibilidade crescente de seqiiéncias parciais de genes, promoveu a
descoberta de uma grande quantidade de polimorfismos de uma base entre individuos
de uma mesma espécie, tais polimorfismos de base individual sdo chamados de SNPs

(“Single Nucleotide Polymorphism”) (Figura 7).
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SNPs ocorrem aleatoriamente a cada 1250 bases aproximadamente em humanos
(LEWIS, 2002) alternando os nucleotideos A, C, T ¢ G com uma freqiiéncia maior que
1% na populagao (BROOKES, 1999).

Os SNPs que ocorrem em exons € que sdo responsaveis por uma variagdo em um
aminoacido da proteina sdo chamados de ndo sinénimos (um exemplo de variacdo ndo
sindnima ¢ uma mutacdo na hemoglobina provocando a anemia falciforme). Os que ndo
variam a seqiiéncia de aminoacidos sdo chamados de sindnimos. Mesmo nao alterando a
proteina, os SNPs sinonimos podem alterar a estrutura do RNA mensageiro e
desestabiliza-lo, afetando a concentracdo final de proteina (GRIFFITHS et al., 2001).
SNPs podem também afetar o splicing alternativo; gerar alteracdes no padrdo de
expressdao de genes quando ocorrem em regides promotoras; gerar ou suprimir codons
de terminacdo ou poliadenilagdo na molécula de RNA mensageiro; e alterar codons de
iniciacdo de tradugdo.

Em milho, SNPs no gene dwarf8 foram associados com florescimento
(THORNSBERRY, 2001). Estas associagdes podem resultar no desenvolvimento de
marcadores moleculares para selecdo assistida em plantas baseados na variabilidade de
seqiiéncia de genes e ndo somente em marcadores microssatélites ligados
(MORGANTE, 2003). Marcadores moleculares sdo todo e qualquer fenotipo molecular
oriundo de um gene expresso ou de um segmento especifico do DNA (FERREIRA e
GRATTAPAGLIA, 1998). Em situagdes ideais, o uso de genes como marcadores para
selecdo de arvores permitiria o estabelecimento de relagdes diretas entre a variabilidade
de seqiliéncia destes genes e a variabilidade fenotipica observada. A grande vantagem
desta abordagem em arvores ¢ que a questdo potencialmente limitante de equilibrio de

ligacdo gamética entre alelos de marcadores moleculares e alelos de genes ligados passa
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a ndo ser relevante. Além disso, esta abordagem permite a analise direta de bancos de

germoplasma e colegdes de clones elite detalhadamente caracterizados.

ACACTGAARAGCCT AAT GTCFGT ACT FAT T AFCRGT CAAFCACFT CFE
ACACT FAARAGCCT AAT T CFGT ACT AT =T FTCAAFCACET Lz
ACACT FAARAGCCTAAT GTCCGT ACT AT G GTETCAAGCACETC R
ACACT GAARAGCCT RAT GTCHGT ACT & 2T ETCAAGCACGT L=
ACACT FAARAGCCT AAT GTC T ACT F&L GT AFGT T CAAGCACGT CFE
ACACTFAARAGCCTAAT GTCGGT ACT AAT T AT T CAAGCACGT C G
ACACTFAARAGCCT AATGTCGGT ACT AATGT AT CTCAAGCACGT CFE
ACACT GAARAGCCT AAT GTCEGT ACT FAT GT AFGT T CAAGCACGT CFE
ACACTFAARAGCCT AAT GTCGGT ACT FAT GT AT T CAAGCACGT C
ACACTFAARAGCCTAAT GTCGGT ACT AAT GT AT T CAAGCACGT C G

Figura 7: Exemplificacio de polimorfismos identificados através de alinhamento de sequéncias.
Cada linha representa a seqiiéncia de um individuo para uma determinada regiio génica. A seta
indica a posicao onde se encontrou o polimorfismo.

Através da analise de SNPs, pode-se constatar a presenca de blocos de DNA
incluindo diferentes locus que tendem a ser herdados em conjunto, os quais sdo
denominados haplétipos. Por terem esta caracteristica e por estarem sendo descritos em
larga escala (aproximadamente 32.000.000 de submissdes no banco de dados de SNPs
atualmente[ GenBank]), os haplotipos tornaram-se alvos para estudos como marcadores
em estudos de associagdo (HIRSCHHORN, 2005) de genes relacionados a doengas,
estudos de demografia genética e de evolugdo cromossomal. Estudos t€ém mostrado que,
no genoma humano, cerca de 11 milhdes de SNPs tém grupos de vizinhos estreitamente
relacionados entre si (HIRSCHHORN, 2005, THE INTERNATIONAL HAPMAP
CONSORTIUM, 2003). Em variedades elite de milho, ocorre um SNP a cada 60 pb
(CHING et al., 2002) assim como em Populus (INGVARSSON, 2004), ja no gene CCR
de Eucalyptus nitens, THUMMA et al. (2005) observou um SNP a cada 94pb.

Sabendo entdo do padrao de desequilibrio de ligagdo para determinada regido, um
conjunto de marcadores pode ser desenvolvido de forma a se tentar associar a presenca

dos mesmos a possiveis fenotipos de interesse.
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1.7.2 Haplétipos e Desequilibrio de Ligacao

Os haplétipos sdo constatados quando dois SNPs segregam conjuntamente. Desta
maneira, estardo entdo caracterizando um DL (Desequilibrio de ligacdao) que ¢ a falta de
independéncia, de forma estatistica, entre os alelos em dois loci. O DL existe entre dois
loci ligados quando alelos nestes ocorrem no mesmo haplotipo de maneira mais
freqliente do que o esperado (BANSAL, 2003; RAFALSKI, 2002; REMINGTON,
2001). Isto acaba por caracterizar uma segregacao dependente entre os dois ou mais loci
analisados, ou mais (LONG, 2004). O DL, segundo REMINGTON (2001), ¢
geralmente dependente da historia de recombinagdes entre os polimorfismos. Fatores
tais como deriva genética, selecdo entre populacdes, migragdo (miscigenacdo) € a
redu¢do do tamanho populacional (bottleneck), podem modificar o DL entre os
marcadores e as caracteristicas relacionadas. Fatores que aumentam o DL sdo o
endocruzamento, tamanho pequeno da populagdo, isolamento genético entre linhagens,
subdivisao entre populacdes, baixa taxa de recombinagdo, sele¢do natural e artificial.
Por outro lado, alguns fatores que diminuem o DL sdo a fecundagdo cruzada, altas taxas
de recombina¢ao e mutagao.

A extensdo do desequilibrio de ligacdo varia entre 50 ¢ 100 kb em humanos
(RAFALSKI, 2002; THUMMA et al., 2005; BOREVITZ e NORDBORG, 2003), entre
150 e 250 kb em Arabidopsis (BOREVITZ ¢ NORDBORG, 2003; THUMMA et al.,
2005), aproximadamente 100 kb em arroz (BOREVITZ e NORDBORG, 2003), entre
100 e 500 kb em linhagens elite de milho com efeito fundador (RAFALSKI, 2002;
CHING et al., 2002), e ¢ cerca de 10 cM em cevada (THUMMA et al., 2005).

Uma associacao entre SNPs individuais ou haplotipos de varios SNPs com algum
fendtipo ndo necessariamente indica uma relacdo direta entre o polimorfismo de

seqliéncia e a perda ou ganho de funcdo (GRATTAPAGLIA, 2004). Falsas associagdes
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podem ser detectadas onde o DL ¢ resultado de uma subestruturagdo da populagdo e nao
de uma associacao verdadeira (CARDON, 2001).

De forma a avaliar se os dados estdo de acordo com a hipétese de independéncia
(Ho), ou seja, avaliar se os locos estdo ou nao segregando independentemente, a
utilizagdo de uma medida estatistica deve ser empregada. O teste do qui-quadrado (y%)
procura ajudar no julgamento dos dados de forma a avaliar se os mesmos sdo ou nao
significativos, isto porque correspondéncias muito proximas ou diferengas muito
grandes normalmente ndo sao de dificil analise, mas existem areas que inevitavelmente
a correspondéncia avaliada serd duvidosa (GRIFFITHS et al., 2001). Desta forma, o
mesmo ¢ utilizado para ajudar a tomar a decisdo de manter ou rejeitar a hipdtese
proposta.

Como geralmente ndo se tém a distancia exata de ligagdo para se usar na hipdtese,
um teste de auséncia de ligacdo deve ser realizado. Desta forma, se os resultados
indicarem uma rejeicao da hipdtese de ndo ligacao, pode-se deduzir que existe a ligagao.
Esse teste permite a estimativa da probabilidade de ocorréncia dos desvios, dada a
condi¢do de independéncia. Normalmente, utiliza-se como ponto critico para a rejei¢ao
da hipdtese de independéncia (Ho), a probabilidade de 5% (P<0,05) ou a de 1%
(P<0,01). Neste trabalho sera utilizada P<0,05. Valores abaixo de 5% significam
rejeitar Ho e, portanto, assumir que os locus ndo estdo segregando independentemente.
A partir de uma tabela de contingéncia gerada de forma a ilustrar as proporgdes alélicas
dos loci, é utilizada a féormula

x* = (observado — esperado)*
esperado
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A extensdo do DL pode ser medida pelo valor de D (coeficiente de desequilibrio).
O coeficiente de desequilibrio ¢ a diferenca entre a frequéncia haplotipica observada ¢ a
esperada na condi¢do de equilibrio de ligagdo (BANSAL et al., 2003; DEVLIN e
RISCH, 1995).
D=mTtn-Tnry
Sua forma normalizada (D’) foi demonstrada por LEWONTIN (1964), onde o

numerador ¢ o valor de D e o denominador igual a0 méximo absoluto de D.

O denominador tipico de D’ é m; m,+ para caracteristicas (doengas) raras e amostras
aleatorias porque ele ¢ o minimo se m,-mp; = m;+-1+; >0. Esta condigdo sera encontrada
sempre que outro alelo associado ao marcador for mais comum que o alelo da

caracteristica de interesse. Caso contrario, o denominador devera ser alterado.

117z — Mgz D=0
=

mlf”[ﬁl+:+2 s T+l rE+}I

11722 — Miz2liz2y D<0

fﬂax{ﬂ LTy WyaTay)

Outra medida comum de desequilibrio ¢ o quadrado do coeficiente de correlagdo

entre os loci (r* ou A?) (DEVLIN e RISCH, 1995; WEISS e CLARK, 2002).

A = MiTez — TWeTzy
== ]1.-'2

{J'L1+-'|2+-'|+1JIL +2

1.8 Estudos de associacao
A partir da identificagdo de SNPs e do seu padrdo de DL, estes podem ser utilizados

em estudos de associagdo de forma a identificar QTLs (“Quantitative Trait Locus™)
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(BOREVITZ e CHORY, 2004; BOREVITZ ¢ NORDBORG, 2003; DEVLIN e RISCH,
1995). Segundo BOREVITZ (2003), o método basico para se identificar loci
responsaveis por variagdes em caracteristicas complexas era o mapeamento genético, ja
o mapeamento de ligagdo utilizava pedigrees e cruzamentos, mas uma nova tecnologia
capaz de analisar popula¢des naturais de individuos ndo relacionados se mostra bastante
promissora, o mapeamento por desequilibrio de ligacdo. Este estudo utiliza a
recombinagdo para delimitar a regido relacionada ao fen6tipo e a medida de associagao
alélica para detectar o desequilibrio de ligacao.

Como, em termos estatisticos, um alelo ¢ tipicamente responsavel por uma parte
muito pequena da variagdo fenotipica, poucos QTL tem sido molecularmente
identificados (BOREVITZ e¢ NORDBORG, 2003). Além disso, ZONDERVAN e
CARDON (2004), em seu estudo, demonstraram ser mais eficientes e poderosos estudos
que detectam alelos de susceptibilidade a doencas onde a diferenca na freqiiéncia dos
alelos ¢ pequena. Se a diferenca das freqiiéncias for muito grande, especialmente em
casos em que o SNP causador ¢ raro (CRAWFORD et al., 2005), provavelmente
somente estudos procurando determinantes genéticos de grandes efeitos poderdo obter
sucesso (ZONDERVAN e CARDON, 2004). Outros problemas sdo os falsos positivos
(diferencas entre freqiiéncias de alelos) e os falsos negativos (limitagdes estatisticas)
(BOREVITZ e NORDBORG, 2003).

Para andlises de ligagdo, os haplotipos sdo mais informativos que alelos simples,
especialmente para estudos de desequilibrio de ligacdo e de analise de associagdo.
Varios métodos ja foram descritos para determinar haplotipos de SNPs, como hibridos
de células somaticas, seqiiéncias clonadas para estudos de baixa escala, e PCR (Reagao

de Polimerase em Cadeia) alelo especifica em estudos em larga escala de dipldides.
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Neste ultimo, cada SNP pode ser utilizado como parte da seqii€ncia para iniciadores
alelo especificos (MIR, 2000).

Aproveitando o incrivel aumento do nimero de entradas de seqiiéncias nos bancos
de dados (JANSSEN, 2003; SAIER, 1998), SNPs ¢ indels sdo fontes inesgotaveis de
marcadores polimorficos para uso no mapeamento genético de alta resolucao, assim
como para estudos de associa¢do baseados em genes candidatos ou, possivelmente, em
todo o genoma (RAFALSKI, 2002). Por outro lado, REMINGTON (2001) sugere que
somente polimorfismos com ligacdo muito forte com um locus associado a um efeito
fenotipico parecem ser significantemente associados a caracteristica em uma populagao

aleatoria, provendo uma resolucdo muito mais fina que o mapeamento genético.
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2 OBJETIVOS

Detectar e avaliar a diversidade nucleotidica intra e interespecifica para dois genes
da via de lignificacdo, além de obter a seqiiéncia completa para um deles a partir da

biblioteca de BACs do projeto Genolyptus.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material genético da analise de diversidade

Para o estudo de diversidade nucleotidica, foram utilizadas folhas de 100
individuos de duas populagdes naturais de Eucalyptus grandis, além de 50 folhas de
individuos de E. globulus e 50 de E. urophylla geneticamente ndo relacionados e com
sementes provindas de arvores da Australia. Estas sementes foram coletadas de plantas
posicionadas a, no minimo, 300 metros de distancia, trazidas ao Brasil e plantadas por
empresas florestais. Para realizar estudos intraespecificos, foram coletadas folhas de E.
grandis de duas procedéncias distintas de forma a aumentar a quantidade de amostras
para verificar se ha diversidade dentro de uma mesma espécie.

As sementes do primeiro grupo de E. grandis (GR) sdo procedentes de Atherton na
Austrélia, enquanto que as folhas oriundas do plantio de tais sementes sdo provenientes
da Klabin Floresta, Parand — Brasil. O outro grupo de E. grandis (GRR) tem suas
sementes procedentes de Pine Creek (estado de New South Wales), também na
Australia. Tais individuos possuem sua popula¢do base no Brasil, na Fazenda Estrela,
proveniente da Suzano Celulose e Papel (Suzano — SP).

Os individuos de E. globulus analisados neste trabalho tém procedéncia de Victoria
— Austrélia. As folhas para as analises sdo provenientes da Aracruz Celulose, Guaiba —
RS.

Por fim, os individuos de E. wurophylla tém como procedéncia o Timor. Sua
populacdo base encontra-se na fazenda Ribeirdo Grande — MG, proveniente da Suzano

Celulose e Papel, Suzano — SP.
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A partir das folhas frescas dos individuos, para os estudos com o gene CAD2, foi
isolado o DNA utilizando o método proposto por FERREIRA ¢ GRATTAPAGLIA
(1998) com modificagdes, para serem analisados 74 individuos de E. grandis, 10 de E.
urophylla ¢ 8 de E. globulus. Para COMT2, foram analisados 68 individuos de F.

grandis, 29 individuos de E. urophylla, e 32 individuos de E. globulus.

3.2 PCR (Reacdo de polimerase em cadeia)

Cada reacdo de PCR foi realizada em volume de 25 pL, contendo 10 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl,, 200 nM de cada dNTP, 0,1 ng de BSA, 240 nM de
cada primer, 2,5 u de Taq polimerase (Phoneutria, Biotecnologia e Servigos) e cerca de
15 ng de DNA. A desnaturagdo inicial foi realizada durante 4 min a 94°C. A partir desta
desnaturacdao, se seguiam 30 ciclos compreendendo, 45 seg a 92°C, 45 seg a
temperatura de anelamento (de acordo com o iniciador) e Imin e 30 seg a 72°C. A
extensao final era realizada por 20 min a 72°C.

As reacgdes foram entdo aplicadas em gel de agarose 1% e visualizadas em luz UV

(ultra violeta) com coloragdo por brometo de etidio.

3.3 Biblioteca de BACs e triagem para genes candidatos

3.3.1 Material genético da triagem

No ambito do projeto Genolyptus, foi desenvolvida uma biblioteca de BAC
(Bacterial Artificial Chromosome) a partir de DNA genomico de E. grandis e

disponibilizada pelo Dr. Sérgio Brommonschenkel (Universidade Federal de Vigosa).
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Esta biblioteca possui 20.160 clones, com um tamanho médio de inserto na ordem de
150 kb, o que perfaz uma cobertura de aproximadamente quatro vezes o genoma.
Adicionalmente, utilizou-se informacgdes derivadas das ESTs do projeto Genolyptus
(cerca de 100 mil entradas) para desenho de iniciadores, obtencdo de seqiiéncias e

inferéncia de padroes de expressao.

3.3.2 Triagem de genes candidatos

A triagem dos clones de BAC foi desenvolvida objetivando identificar quais sdo os
clones, dentre os 20.160 da biblioteca, que contém o gene de interesse, além de utiliza-
los, em um segundo momento, para o seqiienciamento completo do gene. A triagem foi

realizada de forma a detectar clones positivos para os genes CAD2 e COMT2.

3.3.3 Desenho dos iniciadores para a triagem

Procurando realizar a triagem dos clones de BAC, procuramos na literatura por
trabalhos desenvolvidos utilizando genes da via de lignificagdo, além de
desenvolvermos iniciadores através de estudos proprios. Estes ultimos foram baseados
em seqiiéncias de Eucalyptus e Arabidopsis provenientes do banco de dados publico

Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov), além de seqiiéncias do banco de cDNA (DNA

complementar) do projeto Genolyptus. Para o desenho destes iniciadores, foi utilizado o
programa Primer 3 (ROZEN & SKALETSKY, 1996) e parametros como tamanho entre

18 e 22 nucleotideos e uma temperatura média de anelamento de 60°C. Estes
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iniciadores ndo sdo demonstrados na Tabela 1 porque ndo foram eficientes na
amplificagdo.

Para esta triagem, tanto para COMT2 (Figura 8) quanto para CAD2 (Figura 9),
foram utilizados iniciadores (Tabela 1) desenvolvidos por Gion et al. (2000) (G-CAD F,
G-CAD R, G-COMT F, G-COMT R) a partir de seqiiéncias de E. gunnii. No caso de
CAD?2, a partir de um clone gendmico e para COMT2, a partir de mRNA juntamente
com o alinhamento multiplo de clones gendmicos de outras espécies. Os iniciadores
desenvolvidos por POKE et al., (2003) foram utilizados nas analises de diversidade

nucleotidica, relatadas mais adiante (3.4.1).

—>
Intron .
{3

Figura 8: Esquema do anelamento do par de iniciadores (G-COMT F e G-COMT R) para COMT2.
Em cinza, encontram-se os exons e, em preto, os introns.

)

=

Figura 9: Esquema de anelamento do par de iniciadores (G-CAD F e G-CAD R) utilizado para a
triagem dos clones de BAC contendo o gene CAD2. A esquerda encontra-se a regiao promotora, em
cinza os exons, em preto os introns e a direita a regiio 3' UTR.
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Tabela 1: Iniciadores utilizados neste trabalho para a triagem de BACs e para os estudos intra e
interespecificos. Ta — Temperatura de anelamento. Tm — “melting temperature”.

Ta otimizada

Iniciador Seqiiéncia 5°-3’ Tm (°C) | em PCR (°C)

G-CAD-F (Gion et al., 2000) TTgAgCAAAAATggggAgTCTT
G-CAD-R (Gion et al., 2000) [ ATCTTCTggTCCCgTgTTTCTg 65

CAD 2386 F (Poke et al, 2003) | gCCAAAETCACETCTCTCTTTTggATTCTT
CAD 5189 R (Poke et al, 2003) [ CTTAggAAAAgCTggTgAgCACCCTATCAA

65
CAD 4578 F (Poke et al, 2003) | TCTTggATTgACggTCTTTCA 58,66 50
CAD 2423 F (Poke et al, 2003) | gTCCgTCTCTTTCCTCgTTg
CAD 5081 R (Poke ef al, 2003) | ACACAgCACAACCCAATTCA 60
G-COMT-F (Gion et al., 2000) | CgCTCCACCCCTTCCT
G-COMT-R (Gion et al., 2000) | GGCTCCTTCACgACCTTTC 69

3.3.4 Formacao dos grupos e supergrupos

Os clones referentes a biblioteca gendmica de BAC foram crescidos em uma placa
“deep well” contendo meio “Circle Grow” mais clorafenicol (concentragdo final de 12,5
ng/ml), incubados a 37°C a 280 rpm durante 16 horas para as minipreparagoes.

De forma a tentar facilitar a triagem, dada sua complexidade, foi montado um
esquema de grupos e supergrupos destes clones de BACs (Figura 10) procurando
aumentar a eficiéncia de detec¢do dos clones e diminuir os custos da deteccdo dos
clones positivos. A partir das 210 placas que contém os 20.160 clones, foram formados
os 210 grupos, sendo que cada grupo representa uma placa, e a partir de aliquotas de
seis grupos, formados cada um dos 35 supergrupos, ou seja, foram necessarias 35 PCRs
para identificar qual o supergrupo positivo. A partir do supergrupo positivo, mais 6
PCRs para definir o grupo positivo. Na andlise do grupo, 96 PCRs para a identifica¢do

do clone positivo.
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Figura 10: Esquema da construc¢ido dos grupos e supergrupos. A partir dos 20.160 clones que
estavam dispostos em 210 placas, foram montados 210 grupos, sendo que cada um corresponde a
uma placa inicial. Cada supergrupo foi entdo montado a partir de seis destes grupos.

A partir de amostras de tais clones e de sua disposi¢cdo em grupos € supergrupos,

foram feitas minipreparacdbes de DNA (EMBRAPA, PLATAFORMA DE
SEQUENCIAMENTO DE DNA, com alteracdes). Posteriormente, partiu-se para a
analise via PCR primeiramente dos supergrupos, para somente depois analisar os grupos
positivos, e entdo a placa positiva. Os iniciadores utilizados para estas reagdes

encontram-se em negrito na Tabela 1.
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3.3.5 Analise do clone de CAD2

Visando seqiienciar completamente um clone contendo o gene de CAD2, foi
adotada a estratégia de seqiienciamento por ‘“shotgun” (GREEN, 2001). Apos a
fragmentacdo mecanica e aleatoria do inserto original que, neste caso, continha 30 Kb,
uma sub-biblioteca foi criada com insertos de 1,0 Kb em média. A partir deste material
foram seqiienciadas seis placas de 96 clones resultando em 768 leituras validas de
seqiiéncias, o que se constitui em uma cobertura de aproximadamente dez vezes do
inserto original. A partir destas seqiiéncias foi realizada a montagem da seqiiéncia
através da utilizagdo do programa CAP3 (HUANG e MADAN, 1999) que visa reunir as
seqliéncias parciais que se sobrepde para formar regides contiguas (contigs)
representando seqiiéncias consenso.

Para proceder a montagem da estrutura génica de CAD2, foi utilizado o programa
est2genome (RICE et al., 2000) que prediz os genes por homologia de seqiiéncia. Este
programa alinha seqiiéncias nucleotidicas processadas (EST, cDNA ou mRNA) com
uma seqiiéncia de DNA genomico, procurando obter a estrutura dos introns e exons.

Andlises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa PHYLIP
(FELSENSTEIN, 1989). A arvore filogenética foi construida pelo método da méxima
parcimonia. utilizando 1000 amostragens (“bootstrap™) entre todas as seqiiéncias € a
arvore final representa o consenso destas. O comprimento dos ramos foi calculado por
maxima verossimilhanga da arvore consenso utilizando o modelo padrdo de substituicao

de aminoacidos.
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3.4 Diversidade nucleotidica

3.4.1 Desenho dos iniciadores para o estudo de diversidade

Visando realizar a analise da diversidade nucleotidica dos genes CAD2 e
COMT?2, assim como descrito mais detalhadamente (ver em 3.3.1), foram desenvolvidos
iniciadores a partir de estudos proprios, além de terem sido utilizados alguns
provenientes de estudos de GION et al., (2000) e POKE et al. (2003) que podem ser
observados na Tabela 1.

Nos estudos de diversidade nucleotidica intra e interespecifica de CAD2, foram
utilizados iniciadores (Figura 11) desenvolvidos por POKE et al. (2003) enquanto que
para COMT?2 foram utilizados os mesmos da triagem (G-COMT F e G-COMT R,
apresentados na Tabela 1). A amplificacdo para o sequenciamento de CAD2 foi
realizada através de duas reagdes, sendo que a primeira utilizava os iniciadores 2386 F,
5189 R, e a segunda os 2423 F, e 5081 R. Quanto ao seqiienciamento, foram utilizados

os iniciadores 4578 F € 5081 R.

—

<=

Figura 11: Esquema de anelamento do par de iniciadores (CAD 4578 F e CAD 5081 R) utilizados
para o sequenciamento de CAD2 para a analise de diversidade. Em verde encontra-se a regifio
promotora, em cinza os exons, em preto os introns e em azul a regido 3'UTR.

48



3.4.2 Seqiienciamento de DNA

Os produtos da PCR, apos a analise em gel de agarose, inicialmente foram
submetidos a uma purificagdo por precipitagdo com isopropanol 65% e etanol 60%.
Posteriormente notamos que esta fase de purificacdo fazia-se por desnecessaria,
bastando apenas adicionar 1ul da reacdo de PCR diretamente na reacdo de
seqilenciamento. E importante salientar que para proceder este seqiienciamento sem a
purificagdo ¢ necessario utilizar o minimo possivel de iniciador na reagdo de PCR.

Tais produtos foram entdo seqiienciados nas plataformas ABI 3100, utilizando o
Big Dye Terminator Kit v3 (Applied Biosystems), e ABI PRISM 377 utilizando o
DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham). Para tal, foi utilizada
uma reagdo de seqiienciamento iniciada com 2 min a 94°C, trinta ciclos ou mais de 10
seg a 94°C, 10 seg a 50°C e 4 min a 60°C. Finalizando a reacao, utilizou-se 20 min a
72°C.

As concentracdes utilizadas na reacdo de seqiienciamento no ABI 3100 eram de 3.2
pmol de primer, 2 ul de tampao “save money”, 1 pl de “Big Dye Terminator”, 1 pul do
produto da reagdao de PCR em um volume final de 10 pul. Para as reagdes no ABI
PRISM 377, foram utilizados 5 pmol de iniciador, 2 pul do mix em um volume final de

10 pl.

3.4.3 Analise das seqiiéncias

Apbés a obtencdo das seqiiéncias dos individuos, procederam-se buscas
utilizando o programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) para garantir a correta

identificacdo dos genes estudados. O BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”) ¢
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um programa para analise de similaridade de seqiiéncias, desenvolvido pelo NCBI

(“National Center for Biotechnology Information™), servindo como instrumento de

analise de identificagdo de genes. O BLAST pode executar uma busca de seqiiéncias em

bancos de dados publicos de DNA em poucos segundos fornecendo indicadores para a

inferéncia funcional de genes desconhecidos.

Posteriormente, analisou-se a qualidade

dos dados brutos ¢ identificou-se os polimorfismos utilizando-se o programa SeqScape

v2.1 (“Applied Biosystems”) (Figura 12).

I TCGAGACATTGEECALAGGGGECGGEATTT

CEGGGCTTCCAAGTCATGTGCTGCGCCTTCGE

5 5 R H m P E & F I I I3 o 5 E 5 C ry I P 5
IIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|I|IIIIIIIIIII-III|I|IIIIIIII
TTC cCATT TTTIC crTTec TCAT-T-CcTo-CeL T
M\J[L . Mmﬂ AWy
- _— . PR (N S ol WL . A P LI S0 ah
...... e e L
IIIIIIIII|IIIIIIII|IIIIIIIIIII pannnnnnnnnnnnnnnniniinnniinnni
TTC cCATT TTTC cTTeC TCAT-T-CcTo-C0LcTTTC
f{\&JﬁU{L_L A A A A Pt
....................................................... T. .. ..
IIIIIIIIII|IIIIIII|IIIIIIIIII| pninduninnnnnnnnnnnnnnnninnnnni
TTC cCATT cTTeC TCAT-T-CcTo-C0LCcTTTC
...... e
IIIIIII|I|IIIIIIII||II|IIIIIII ailnnnn IIlIIIII III|||IIIIIII
TTC cATT TTTC cT TCAT cTroc TC

it Aot JWL_MMJM

Figura 12: Analise dos dados pelo programa SeqScape v2.1. As barras sinalizam a qualidade da
seqiiéncia dada pelo programa Phred (EWING e GREEN, 1998).

Apo6s andlise das seqiiéncias pelo software SeqScape v2.1 os alinhamentos foram

inspecionados visualmente. As posi¢des polimoérficas foram utilizadas para gerar os

arquivos de entrada nos programas LDA (DING et al., 2003) e Haploview (referéncia),

respectivamente para andlise de diversidade nucleotidica e andlise de desequilibrio de
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ligacdo. Para analise de desequilibrio de ligacao foram utilizados somente aqueles SNPs

com alelo de menor freqiiéncia igual ou superior a 5%.
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4 RESULTADOS

De forma a se iniciar uma busca por genes da via de lignifica¢do para E. grandis,
foi realizada a selecdo de clones gendmicos que contivessem os genes CAD e COMT na
biblioteca de BACs do Genolyptus. Posteriormente, foi iniciado o estudo da diversidade
nucleotidica dos mesmos genes de forma a identificar polimorfismos que possam

potencialmente ser utilizados como marcadores do tipo SNP em estudos de associagao.

4.1 Triagem dos clones de BAC

Visando-se identificar clones gendmicos dos genes CAD2 e COMT2, adotou-se a
estratégia de criacdo de supergrupos para a e identificagdo dos genes de interesse.

Através do processo de triagem de clones de BAC descrito na metodologia (ver em
3.3), foi possivel detectar varios clones que contém os genes de nosso interesse. Este
processo de triagem por etapas estd ilustrado na Figura 13 e seu efeito liquido ¢

identificar um ou mais clones de BAC que contém a seqiiéncia desejada.
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Figura 13: Triagem dos clones de BAC. A: Analise dos supergrupos para verificar quais tem o gene
COMT2; em B observamos uma PCR confirmando os grupos positivos para COMT2; e em C temos
a identificacdo de um clone de CAD (indicacio a esquerda) através da PCR de uma placa derivada
de um grupo positivo. A tltima banda deste gel é o controle positivo (indicacio a direita).

Para cada um dos dois genes estudados, foram detectados pelo menos dois clones
possuindo o fragmento de interesse (Tabela 2). Cada um destes clones, assim como os
grupos e supergrupos, foi confirmado por pelo menos trés PCRs distintas, além de uma
reconfirmagdo por uma nova minipreparagio (EMBRAPA, PLATAFORMA DE

SEQUENCIAMENTO DE DNA, com modifica¢des) do clone analisado.

Tabela 2: Triagem dos grupos e supergrupos de clones.

Genes | Super grupo Grupo Clones
/ Placas positivas
A2 8 C1,B3
CAD H3 182 Al
C2 33 B5
D3 134 -
COMT E2 55 D7
Gl 75 -
H2 94 -
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4.2 Clone com o gene completo de CAD2

4.2.1 Montagem do gene de CAD2

Utilizando a identificacdo do clone B3 realizada na triagem (Tabela 2), contendo o
gene CAD?2, partimos para seu sequenciamento completo utilizando a estratégia do
“shotgun”. Apds a fragmentagdo mecanica dos 30 Kb do inserto do clone, foi criada
uma sub-biblioteca e, a partir desta, seqiienciadas 6 placas de contendo 96 clones cada,
resultando em 768 leituras validas de seqliéncia de forma a se obter uma cobertura de
dez vezes o inserto. A montagem das seqiiéncias foi realizada com o programa CAP3
(HUANG e MADAN, 1999).

Durante a montagem do BAC, apesar da grande cobertura (10 vezes o inserto
original), ndo foi possivel montar completamente as 30 Kb do inserto. Entretanto, o
maior contig obtido possuia 9.785 bases. Através de buscas por similaridade utilizando
o programa BLAST foi possivel identificar que este continha o gene CAD2 completo,

cuja seqiiéncia completa encontra-se no apéndice (9.1).

4.2.2 A estrutura génica de CAD2

Com a seqiiéncia completa do gene CAD2 procedeu-se uma busca no banco de
dados de ESTs do Genolyptus a fim de se identificar seqliéncias expressas de mRNAs
referentes a este gene. Este tipo de analise, além de auxiliar na elucidagdo da estrutura
génica (identificacdo de exons e introns), a0 mesmo tempo permite realizar inferéncias
sobre o padrao de expressdo deste gene em relagdo as diversas bibliotecas de cDNA

disponiveis.
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Inicialmente foi feita uma busca por similaridade do fragmento genomico contra o
banco de seqiiéncias consenso de ESTs utilizando o programa BLASTN. Um consenso
de EST contendo 1.500 bases (CL12Contigl) foi recuperado por fornecer a maior
similaridade em relagdo ao clone gendmico de CAD?.

De posse desta seqiliéncia consenso de mRNA, procedeu-se o alinhamento entre o
segmento gendomico (BAC) e a mesma utilizando o programa est2genome pertencente
ao pacote EMBOSS (RICE et al., 2000). Um fragmento deste alinhamento encontra-se

na Figura 14.

BAC_CAD 3816 CTACCCGGCAACTTCCCACTACGATAAGCAGCAAGTCTACGGCTCTGTCG 3865
FCEErrrrrrrrrr e e e et r et e et e e
consenso_mRNA_CAD 57 CTACCCGGCAACTTCCCACTACGATAAGCAGCAAGTCTACGGCTCTGTCG 106
BAC_CAD 3866 AATCTCTCTCCGAGCACCACTTTGAAAAAAGCTTGGATCTTTGAGCAAAA 3915
FEErrrrrrrrrr e e e e et e et e e e e
consenso_mRNA_CAD 107 AATCTCTCTCCGAGCACCACTTTGAAAAAAGCTTGGATCTTTGAGCAAAA 156
BAC_CAD 3916 ATGGGCAGTCTTGAGAAGGAGAGGACTACCACGGGTTGGGCTGCAAGGGA 3965
FEEEEErrrrrr e e et rerr e e e e
consenso_mRNA_CAD 157 ATGGGCAGTCTTGAGAAGGAGAGGACCACCACGGGTTGGGCTGCAAGGGA 206
BAC_CAD 3966 CCCGTCTGGCGTTCTCTCTCCTTACACTTATAGCCTCAGgtaga..... t 4004
CEETEEEEEE e et e e et e et e e >>>>> 194 >
consenso_mRNA_CAD 207 CCCGTCTGGCGTTCTCTCTCCTTACACTTATAGCCTCAG. v v vvvvn. 245
BAC_CAD 4004 gcagAAACACGGGACCAGAAGATCTTTACATCAAGGTGTTGAGCTGCGGA 4244
SEESULLLEEEEEEErr e et e et e et e
consenso_mRNA_CAD 245 ....AAACACGGGACCAGAAGATCTTTACATCAAGGTGTTGAGCTGCGGG 291
BAC_CAD 4245 ATTTGCCACAGTGACATTCACCAGATCAAGAATGATCTTGGCATGTCCCA 4294

consenso_mRNA_CAD 292 ATTTGCCACAGTGACATTCACCAGATCAAGAATGATCTTGGCATGTCCCA 341

BAC_CAD 4295 CTACCCTATGGTTCCTGGgtagg. ...ttcagGCATGAAGTGGTGGGTGA 4416
FETEEEEEITEEEE I I>>>>> 86 SS55> [T
consenso_mRNA_CAD 342 CTACCCTATGGTTCCTGG. ... vuvunnn.. GCATGAAGTGGTGGGTGA 377

Figura 14: Alinhamento de sequéncia resultante do programa est2genome para o gene cad entre o
segmento gendmico derivado do BAC (BAC_CAD) e o mRNA consenso (consenso mRNA CAD)
inferido pelas ESTs do projeto Genolyptus. As regides nio alinhadas do mRNA (entre os simbolos
>>>>>) representam os introns.

Primeiramente, observa-se que o consenso das ESTs realmente refere-se ao clone
genomico obtido. Além disso, este tipo de andlise permite a correta identificagdo das
coordenadas dos introns na seqiiéncia gendmica (identificada por BAC _CAD), e resulta

na estrutura génica representada na Figura 15.
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Figura 15: Representacio esquematica da estrutura génica de CAD2 de E. grandis no contexto do
contig obtido pelo seqiiénciamento do clone de BAC para este gene. A imagem foi criada pelo
programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000).

Verifica-se que o gene possui 5 exons que codificam uma proteina de 356
aminoacidos, exatamente como observado para os ortdélogos deste gene em E. gunnii e
E. saligna que se encontram depositados no GenBank com niimeros de acesso, X75480
e AF294793, respectivamente.

Outra importante observacdo ¢ que se dispde da regido promotora deste gene
(Figura 16), que notadamente tem grande influéncia sobre a regulacdo da expressdo
génica. Recentemente, foi demonstrado que os promotores dos genes CAD e CCR
(Cinamoil CoA Redutase) contém regides regulatorias em cis que sdo sitios de ligagdo
para o fator de transcrigdo EgMYB2 (GOICOECHEA et al., 2005). No mesmo estudo
foi possivel identificar em E. gunnii a porcao da seqiiéncia reconhecida pelo fator de
transcri¢do. Esta ¢ demonstrada abaixo, sendo a numeragdo +1 referente ao ponto de

iniciacao da transcrigao:

-203 TGACCCTTAACCCACCCCACTGGTTCACCTACCGCACCTCGGGTTAGGTATTGC -129
ACTGGGAATTGGGTGGGGTGACCAAGTGGATGGCGTGGAGCCCAATCCATAACG

Figura 16: Sitio reconhecido pelo fator de transcricio EGMYB2 no gene CAD2.
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Encontram-se sublinhadas na Figura 16 as regides conhecidas como elementos AC
(pela prevaléncia das bases adenina e citosina) ¢ que também s3o encontradas na regido
promotora de outros genes da via de lignificagdo. Buscou-se localizar este motivo na
seqiiéncia de E. grandis e constatou-se uma conservagdo de 100% nesta regido,

indicando a sua relevancia funcional.

4.2.3 Similaridade entre CAD2 de eucaliptos

Diante da indicacdo de que as seqiiéncias sdo conservadas na regido ndo-
codificadora questionou-se qual seria a extensao de similaridade global entre genes
ortdlogos de eucalipto. Mais uma vez utilizou-se a seqiiéncia de CAD?2 de E. saligna
(AF294793) e procedeu-se um alinhamento local (ver em 9.2) entre nucleotideos contra
a seqiiéncia gendmica de E. grandis. Obteve-se um grau de identidade de 99,2%
ressaltando ainda mais o fato de que existe uma conservagdo muito grande ao longo de
todo o gene CAD2, mesmo em espécies diferentes.

Um outro ponto a ser notado ¢ que a seqiiéncia de E. saligna refere-se a copia
denominada CAD2. Ao se alinhar o gene da copia CADI de E. gunnii (X75480) ¢ a
seqliéncia de E. grandis (ver em 9.3) obtivemos uma similaridade entre as seqiiéncias de
67,9% sendo que tal valor ¢ decorrente principalmente de divergéncias nas regides de
introns. Na regido exoOnica, a similaridade ¢ muito alta, fazendo com que os individuos
sejam diferenciados pela relevante presenga de alguns “indels” nos primeiros
nucleotideos do intron 4. No caso do alinhamento entre CADI (E. gunnii) e CAD2 (E.
saligna) (ver em 9.4), identificamos novamente a presenca dos “indels”, fortalecendo a

nossa identificagdo do clone completo de E. grandis como sendo de CAD?2. Na regiao
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codificante, a similaridade entre as seqiiéncias chega a 96,6%, o que ¢ bastante

expressivo, considerando que se tem uma comparagao de nucleotideos.

4.2.4 Analise de expressao do gene CAD2

A biblioteca de ESTs do Genolyptus fornece também informagao qualitativa sobre
o nivel relativo de expressao deste gene. O grupo de ESTs do gene CAD2 contém 55
seqiiéncias oriundas de diversas bibliotecas, que por sua vez foram construidas a partir
de diferentes tecidos e espécies. Visto que as ESTs foram geradas tanto para a
extremidade 5' quanto para a 3', foi possivel montar o consenso de 1.500 bases
(utilizado nas analises anteriores), que representaria 0 mensageiro completo para este
gene, com todo o quadro de leitura representado. A Figura 17 ilustra o processo de
montagem do grupo de ESTs, demonstrando a cobertura total do transcrito por diversas
ESTs. Nesta pode-se observar que ocorreu uma distribui¢dao de seqiiéncias de ESTs ao

longo do mRNA, o que viabilizou sua montagem por completo.
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Figura 17: Representacio esquematica da montagem das ESTs do projeto Genolyptus que foram
identificadas com sendo do gene CAD. As linhas verticais nas seqii€ncias representam bases
polimérficas em relacio ao consenso.

4.2.5 Analise de expressao tecido-especifica do gene CAD2

No que tange ao nivel de expressio do mRNA de CAD2 podem ser extraidas
algumas informacgdes a partir da contagem de ESTs amostradas nas diversas bibliotecas
analisadas. A Tabela 3 mostra a distribui¢do de ESTs do gene CAD2 entre as bibliotecas
de cDNA do projeto Genolyptus. Pode-se perceber que existe uma maior representagao

das ESTs provenientes de xilema quando comparado a outros tecidos.

59



Tabela 3: Numero de ocorréncias de ESTs de CAD?2 identificadas nas bibliotecas de cDNA do
projeto Genolyptus.

Biblioteca Espécie Tecido Total de ESTs da ESTs de
biblioteca CAD
GL-XY E. globulus xilema 13549 25
PE-XY E. pelitta xilema 8380 7
UR-XY E. urophylla xilema 6624 12
GR-XY E. grandis xilema 641 1
SP-FX Varias floema 10434 2
GR-TS E. grandis plantulas 10275 3
GR-ML E. grandis folhas 5399 3
GR-SE E. grandis plantulas 10296 1
GR-PU E. grandis plantulas 4133 1
total 69731 55

Para verificar se existe uma diferenga significativa de expressdo deste gene no
xilema em relacdo a outros tecidos, foi montada abaixo uma tabela de contingéncia e
. . 2 . ., - .
realizado um teste de qui-quadrado () para verificar a hipotese nula de que ndo existe

diferenca de expressao de CAD2 entre os tecidos.

xilema nao-
xilema
ESTs de
CAD2 45 10
outras

ESTs 29149 40527

¥*=136,1; P<0,0001
Pelo valor obtido no teste acima, rejeita-se a hipdtese nula e conclui-se que este
gene ¢ significativamente mais expresso no xilema. Foram testadas outras hipoteses

para comparagdo entre bibliotecas, tal como a expressdo em xilema de E. globulus ser
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maior que em xilema de E. pellita, sendo que nenhuma destas resultou em diferencas

significativas que indicassem expressdo diferencial.

1.2.6 Analise de variabilidade de seqiiéncias a partir das ESTs de CAD2

Além de exibir a consisténcia do grupo em termos de identidade das seqiiéncias que
o compode, a Figura 17 também permite que se visualize a presenca de polimorfismos
intra e inter-especificos no gene CAD2. Deve-se ressaltar que as ESTs sdo seqiienciadas
apenas uma vez, e portanto, existe uma maior probabilidade de incidéncia de erros de
seqlienciamento, principalmente nas extremidades das leituras. Locais onde existe um
polimorfismo nao compartilhado por nenhuma outra seqiiéncia t€ém alta probabilidade
de serem artefatos. Assim, quando encontrados, os polimorfismos em ESTs devem ser
analisados com reservas, mas isso nao impede que este tipo de dado seja utilizado para a
identificacdo de variantes alélicos, visto que as regides de menor qualidade foram
previamente removidas das extremidades.

De maneira geral observa-se na Figura 17 e Figura 18 que mesmo com seqiiéncias
das 4 espécies existe uma grande conservacdo por toda a extensao do transcrito
reconstruido. Nao obstante, alguns padrdoes de substituicdo emergem através de uma
inspecdo visual, particularmente nas colunas marcadas com o simbolo 4. Nestas, as
seqliéncias com o marcador vertical tém a mesma alteracdo de base quando comparadas
a maioria das seqiiéncias. Mais especificamente, estes padroes de polimorfismos estao
presentes apenas em seqiiéncias oriundas de E. globulus, formando um haplotipo
reconhecivel para esta espécie. Um detalhamento da regido onde este haplotipo ¢
observavel pode ser visualizado na Figura 18. As colunas marcadas com o simbolo ¢

correspondem as posicoes 469, 498 e 587 do mensageiro a partir do codon de iniciagao.
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Nestas, todas as seqiiéncias com bases em cor diferente pertencem a E. globulus, sendo
as outras pertencentes as demais espécies estudadas. Nao foi possivel identificar

nenhum outro haplotipo espécie-especifico nesta analise.

46‘5 47{! 475 430 485 490 495 500 505 510 515 520 525 53&’ 535 540 5‘5 55&’ 555 550 555 57[' 575 SEG 535 590

T TR JHTHHWH\HWH Il H L

IQAG[TGTGG[ COTTUCAATTCOGAC CAGGAG CAATACTGCA CTCAAGCTGUOTTTUCTGOT GAGATAGTUOTTOLC CASAGH

Figura 18: Detalhamento de uma regido do alinhamento de ESTs do projeto Genolyptus para o
gene CAD2. As bases coloridas em cor de fundo diferente sdo polimérficas.

4.2.7 Analise da seqiiéncia de aminoacidos da enzima CAD2 de E. grandis

De acordo com a estrutura génica determinada anteriormente para o gene CAD2,
realizou-se a traducao conceitual de seus nucleotideos obtendo a sua seqiiéncia
completa de 356 aminoacidos. Inicialmente, desejou-se mensurar o grau de similaridade
entre esta nova seqiiéncia em relagdo a seqiiéncias do mesmo gene, porém de outras
espécies de eucalipto depositadas no GenBank. No total foram encontradas cinco
seqiiéncias de outras quatro espécies. Alinhamentos globais, em termos de aminoacidos
(diferentemente de alinhamentos de DNA do item 4.2.3), foram realizados para todos os

pares de seqiiéncias utilizando o programa “needle” do pacote EMBOSS, resultando em
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uma matriz de distancia expressa em porcentagem de identidade de seqiiéncia. Os
resultados apresentados na Tabela 4, demonstram o elevado grau de similaridade entre
as seqiiéncias deste gene, variando de 99,72% entre CAD2 de E. gunnii ¢ CAD de E.
globulus, até 97,73% entre CAD1 de E. gunnii ¢ CAD de E. botryoides. Este nivel de
identidade reflete que existem, no pior cendrio, oito alteragdes de aminoacidos ao longo
dos 356 residuos da proteina. Apesar de ndo existirem estudos bioquimicos para a
analise dos pardmetros cinéticos, pode-se projetar que estes ndo sejam

significativamente diferentes para a CAD entre as espécies de Eucalyptus.

Tabela 4: Percentual de identidade entre seqiiéncias protéicas de CAD. Os cédigos oriundos do
banco SwissProt sio: CADH_EUCGR (E. grandis), CADH_EUCSA (E. saligna), CADH_EUCGL
(E. globulus), CAD1_EUCGU e CAD2_EUCGU (E. gunnii) e CADH_EUCBO (E. botryoides).

CADH_EUCGR CADH_EUCSA CADH EUCGL CAD2 EUCGU CADI_EUCGU

CADH_EUCGR

CADH_EUCSA 99,44

CADH_EUCGL 99,44 98,88

CAD2 EUCGU 99,16 98,61 99,72

CAD1_EUCGU 98,59 98,02 99,15 98,87
CADH_EUCBO 99,15 99,15 98,59 98,31

97,73

Para contextualizar a relevancia da conservagdo das seqiiéncias protéicas de CAD2
de eucalipto, realizou-se uma analise filogenética. Para proceder tal andlise, foram
coletadas seqiiéncias de CAD de distintas espécies de plantas, e também a de uma
alcool desidrogenase da bactéria Sinorhizobium meliloti (CAC47271), que serve como
seqiiéncia fora do grupo (“outgroup”) utilizada para enraizar a arvore filogenética.

A arvore filogenética resultante (Figura 19) revela que as seqiiéncias de eucalipto

sdo realmente bastante conservadas formando um grupo monofilético bem destacado.
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Este fato reforca a visdo de que o gene CAD2 sofre uma intensa pressdo de sele¢do, ou

que o evento de especiagdo em eucalyptus foi recente. Em Arabidopsis thaliana nao

ocorre 0 mesmo, visto que os paralogos (CADH1 ARATH e CADH2 ARATH)

aparecem em ramos diferentes, resultado esperado para loci distintos que divergem

aleatoriamente (paralogos). Este comportamento contrasta marcadamente com as copias

de E. gunnii (CAD1_EUCGU e CAD2_EUCGU).

Outras observagdes relevantes sdo que as seqiiéncias de monocotiledoneas também

formam um grupo monofilético, assim como as seqiiéncias de gimnospermas, indicando

gargalos evolutivos especificos.
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Figura 19: Arvore filogenética construida pelo programa PHYLIP para seqiiéncias de CAD de

diversas plantas.
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A seqliéncia da sinapil dalcool desidrogenase de Populus tremuloides
(SAD_poptm; AF273256) que se encontra em um grupo distinto no topo da arvore,
representa uma alcool desidrogenase que se acredita atuar apenas sobre o alcool
sinapilico (KIN et al., 2004). Esta foi incluida para salientar a classificacdo funcional da

seqiiéncia de E. grandis como sendo realmente CAD.

4.3 Analise da variabilidade nucleotidica de genes da via de lignificacio

Apds proceder o seqiienciamento completo de um gene chave para a via de
lignificagdo, o CAD2, passamos entdo a avaliar sua diversidade nucleotidica entre
individuos de trés espécies de eucalipto. Em funcdo do tempo e por dificuldades

técnicas no sequenciamento, apenas uma regido foi estudada.

4.4 Analise da variabilidade nucleotidica do gene CAD2

Para as analises de polimorfismos do gene CAD2, foram utilizadas no total 78
amostras de DNA distribuidas da seguinte forma: 19 da classe GR (ver em 3.1.2) e 46
da classe GRR de E. grandis (total de 65 individuos), 6 de E. urophylla e 7 de E.
globulus. Para cada um destes individuos, foi seqiienciada uma regido de 358
nucleotideos sendo que destes, 55 pertencem ao intron 4, 194 nucleotideos ao exon 5, e
109 a regido 3’ UTR. Os iniciadores usados para amplificar e sequenciar esta regido
encontram-se listados na se¢do 3.4.1.

A andlise de 358 nucleotideos nas trés espécies levou a identificacdo de 18 sitios
polimorficos (Figura 20), sendo que um destes (4808), ¢ polimorfico em relagdao apenas

a seqliéncia de referéncia provinda de E. gunnii, ndo apresentando polimorfismo dentro
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dos individuos analisados neste trabalho e ndo sendo considerado para as analises

posteriores.
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Figura 20: Sitios polimorficos observados na analise do gene CAD?2. As setas indicam a posi¢ao de
cada sitio.
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4.4.1 Analise interespecifica do gene CAD2

No estudo conjunto das trés espécies (E. grandis, E. globulus ¢ E. urophylla), s6 foi
detectado um polimorfismo no intron 4, sendo esse uma indel (inser¢do/dele¢do) na
posi¢do 4666. Uma outra indel foi encontrada no nucleotideo 4887 que se localiza no
exon 5. Estes dois sitios polimdrficos fazem parte do total de 17 identificados nos 358
nucleotideos seqiienciados, caracterizando uma média de um polimorfismo a cada 21
nucleotideos (interespecificamente) e 95,3% de similaridade entre os 78 individuos
amostrados.

De um total de 15 substitui¢des, 8 ocorrem em exon ¢ 7 no 3’'UTR. Nove sdo
transicdes (modificagdo de uma base por outra de mesmas caracteristicas quimicas,
purina-purina, pirimidina-pirimidina) e 6 sdo transversdes (substituicdo entre bases de
caracteristicas distintas, purina - pirimidina). Dentre as substitui¢des em exon, duas sdo
silenciosas (ndo acarretam modificacio do aminoacido) e seis ndo silenciosas
(acarretam modificagdo do aminoacido). Dentre estas ndo silenciosas, uma gerou
aminoacido de caracteristica quimica similar (conservativa) ao modificar uma
fenilalanina para uma valina, ambos nao polares.

Por outro lado, cinco substitui¢des foram ndo conservativas (substituicdo que gera
um aminodcido com caracteristicas quimicas diferentes das do aminoacido inicial)
sendo 4 transi¢cdes e uma transversdo. A transversao gerou a modificacdo de uma serina
(polar sem carga) para um codigo de terminacdo (em GRR, sendo que este ja estd na
posicdo do codigo de terminacdo do exon 5, ndo se tornando informativo). Ja nas
transicdes, houve a substituicdo de uma serina (polar sem carga) por uma leucina
(apolar); de um triptofano (apolar) por uma arginina (polar positivo); de uma serina
(polar sem carga) por uma fenilalanina (apolar); além da substituicdo de um triptofano

(apolar) para gerar outro cddon de terminacdo, no individuo 3 de E. urophylla. Este
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codigo de terminacdo acarreta uma possivel perda de 31 aminoacidos (distancia até o
codigo de terminagdo do exon 5), fato que pode ser crucial para a atividade desta
enzima.

Estas modificacdes de aminoacidos s3o bastante pertinentes ja que as ndo
conservativas podem alterar a atividade da proteina, podendo até torna-la inviavel
funcionalmente. A modificagdo que gerou o coédon de terminagdo também ¢ bastante
importante, ja que a proteina seria truncada no seu carboxi-terminal e, dependendo do
tamanho do truncamento, isto pode mudar bastante a atividade da enzima.

Apesar da incidéncia alta de polimorfismos, o indice geral de similaridade entre as
espécies se manteve alto, e, para nossa surpresa, os individuos de FE. grandis
procedentes de Atherton (GR) apresentaram mais similaridade com os de E. urophylla,
procedentes do Timor. Da mesma forma, os individuos de E. grandis procedentes de
Pine Creek (GRR) se assemelharam mais com os individuos de E. globulus de Victoria.

Através de andlises utilizando os programas Arlequin (COX, 2001), DNAsp
(ROZAS, 1999), Phase (STEPHENS et al., 2001 ¢ STEPHENS and DONNELLY,
2003) e Haploview (BARRETT et al., 2005) obtemos o valor de Pi que corresponde a
diversidade nucleotidica dos individuos amostrados. Outro valor calculado ¢ o de h que
diz respeito ao numero de hapldtipos. Obtivemos como resultado para todos os
individuos de CAD2 um valor de Pi equivalente a 0,78% (Tabela 16), indicando uma
alta diversidade nucleotidica em termos interespecificos, principalmente comparando
aos 0,02% encontrados em Pinus sylvestris (GARCiA-GIL et al., 2003), 0,077%,
0,087% e 0,134% encontrados em bonobos, humanos e chimpanzés, respectivamente
(YU et al., 2004). Por outro lado, ndo chega aos 2,93% da regido intronica do gene
ACLS5 encontrado em Arabidopsis, diferentemente de sua regido exdnica, que apresenta

0,42% (YOSHIDA et al., 2003).
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Analisando todos os individuos de CAD2 em conjunto, conseguimos identificar 11

haplétipos (Tabela 5), uma quantidade muito maior que a observada quando analisado

cada grupo isoladamente.

Tabela 5: Estrutura dos haplotipos observados em CAD2 em uma analise interespecifica.

haplétipo
CCGCAATA
CCGCAGCA
CCGCAGCT
CCTCAGCA
CCTCAGCT
CTGCAATA
CTGCAGCA
CTGCGATA
CTGTAATA
CTTCAATA
TTGCAATA

E(freq)
0.147404
0.564103
0.019231
0.038462
0.012821
0.006442
0.044872
0.070513
0.032039
0.012821
0.051263

A partir de uma andlise dos polimorfismos, conseguimos detectar varidveis

niveis de desequilibrio de ligagdo, como podemos ver na Tabela 6.
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Tabela 6: Analise de desequilibrio de ligacio para todos individuos de CAD2.

Sitios D' r?
sitio sitio2 1.0 0.083
sitio sitio3 1.0 0.037
sitio sitio4 1.0 0.01
sitio sitio5 1.0 0.01
sitio sitio6 1.0 0.083
sitio sitio7 1.0 0.083
sitio sitio8 1.0 0.022
sitio2 sitio3 0.389 0.068
sitio2 sitiod 1.0 0.083
sitio2 sitio5 1.0 0.083

sitio2 sitio6 0.633 0.401
sitio2 sitio7 0.633 0.401

sitio2 sitio8 1.0 0.267
sitio3 sitio4 1.0 0.037
sitio3 sitio5 1.0 0.037

sitio3 sitio6 0.389 0.068
sitio3 sitio7 0.389 0.068
sitio3 sitio8 0.312 0.058

sitio4 sitio5 1.0 0.01

sitio4 sitio6 1.0 0.083
sitio4 sitio7 1.0 0.083
sitio4 sitio8 1.0 0.022
sitio5 sitio6 1.0 0.083
sitio5 sitio7 1.0 0.083
sitio5 sitio8 1.0 0.022
sitio6 sitio7 1.0 1.0

sitio6 sitio8 1.0 0.267
sitio7 sitio8 1.0 0.267

4.4.2 Analise intraespecifica do gene CAD2

4.4.2.1 Analise de E. urophylla

Quanto a E. urophylla, os dados devem ser confirmados devido ao pequeno nimero
de individuos amostrados (10 individuos). Foram observados 2 sitios polimoérficos
sendo os dois informativos. A partir destes, foram identificados 4 haplétipos (Tabela 7).

Sua diversidade nucleotidica foi a maior dentre as andlises das trés espécies em CAD2,
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(Pi=0,882%) (Tabela 16). Seu padrao de polimorfismos ¢ bastante semelhante aos de F.

grandis proveniente de Atherton (GR).

Tabela 7: Estrutura dos haplétipos observados em E. urophylla para CAD2 em uma analise
intraespecifica.
haplétipo E(freq)
CCGCAATA  0.582452
CCGTAATA 0.000882
CTGCAATA 0.000882
CTGTAATA 0.415785

Analisando quanto a presenca de desequilibrio de ligacao, como pode ser observado

na Tabela 8, ndo foi detectado desequilibrio entre tais polimorfismos.

Tabela 8: Analise de desequilibrio de ligacdo para CAD2 entre os individuos de E. urophylla.

Sitios D' r°
sitio2 sitio4 0.0 0.0

4.4.2.2 Analise de E. globulus

A andlise de E. globulus indicou somente 2 sitios polimorficos, sendo esses
singletons. Desta forma, apenas 3 haplotipos foram identificados (Tabela 9). A
diversidade haplotipica de E. globulus em CADZ2 de 0,42, uma das menores detectadas
neste trabalho. Entretanto, deve-se ressaltar a necessidade de um numero maior de
individuos para resultados mais confiaveis. De qualquer forma, foi observado um baixo

numero de polimorfismos intraespecificos em E. globulus.

Tabela 9: Estrutura dos haploétipos observados em E. globulus para CAD2 em uma analise
intraespecifica.
haplétipo E(freq)
CCTCAGCA  0.142857
CCGCAGCA 0.785714
CTGCAGCA  0.071429
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Foram realizados estudos visando detectar desequilibrio de ligagdo entre os

polimorfismos detectados, resultando nos dados da Tabela 10. Tais dados indicam

desequilibrio de ligacdo presente.

Tabela 10: Analise de desequilibrio de ligacdo para CAD2 entre os individuos de E. globulus.

Sitios

Dl

2

sitio2 sitio3

1.0

0.25

4.4.2.3 Analise de E. grandis

A andlise dos dois grupos de E. grandis (GR e GRR) acabou por demonstrar uma

diferenca pequena, mas facilmente identificavel quanto aos polimorfismos. Cada grupo

possui seus proprios sitios polimoérficos, sendo que em apenas dois casos (sitios 4820 e

4846) o polimorfismo foi compartilhado entre estes grupos. Em uma analise conjunta,

foram observados 6 sitios polimorficos, sendo destes 2 “singletons” e 4 informativos.

Foi obtido também um numero de 10 haplétipos (Tabela 11). J4 a diversidade

nucleotidica desta comparagdo de grupos intraespecifica foi de 0,672%.

Tabela 11: Estrutura de haplétipos observados em uma anélise conjunta dos individuos de E.

grandis.

haplétipo

CCGCAATA
CCGCAGCA
CCGCAGCT
CCTCAGCA
CCTCAGCT
CTGCAATA
CTGCAGCA
CTGCGATA
CTTCAATA
TTGCAATA

E(freq)
0.123077
0.592308
0.023077
0.030769
0.015385
0.007692
0.046154
0.084615
0.015385
0.061538
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Avaliando cada grupo de E. grandis separadamente, observamos que GR possui
uma diversidade nucleotidica maior que GRR (P;=0,612%)), por outro lado, o nimero de
haplotipos de GRR (Tabela 12 e Tabela 16) ¢ o mesmo em relagdo a GR (h=5) (Tabela

14 ¢ Tabela 16).

Tabela 12: Estrutura dos haplétipos observados em E. grandis (GRR) para CAD2 em uma analise
intraespecifica.
haplétipo E(freq)
CCGCAGCA 0.836957
CCGCAGCT 0.032609
CCTCAGCA 0.043478
CCTCAGCT 0.021739
CTGCAGCA 0.065217

Quanto a uma andlise referente a presenca de desequilibrio de ligagdo, pudemos

verificar baixos valores, assim como mostra a Tabela 13.

Tabela 13: Analise de desequilibrio de ligacdo para CAD2 entre o grupo GRR de E. grandis.

Sitios D’ r?
sitio2 sitio3 1.0 0.167
sitio2 sitio8 1.0 0.167

sitio3 sitio8 0.167 0.028

A quantidade de haplotipos observada em GR foi a mesma em relacdo a GRR. A

Tabela 14 mostra os haplotipos observados.

Tabela 14: Estrutura dos haplétipos observados em E. grandis (GR) para CAD2 em uma analise
intraespecifica.
haplétipo E(freq)
CCGCAATA 0.420816
CTGCAATA  0.026552
CTGCGATA 0.289474
CTTCAATA  0.052632
TTGCAATA  0.210290
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Em uma analise de desequilibrio de ligagdo, pudemos detectar baixos valores de

1*, apesar de altos valores de D’.

Tabela 15: Analise de desequilibrio de ligacdo para CAD?2 entre o grupo GR de E. grandis.

Sitios D' r’
Sitio1 sitio2 1.0 0.062
Sitio1 sitio3 1.0 0.062
Sitio1 sitio5 1.0 0.062
sitio2 sitio3 1.0 0.062
sitio2 sitio5 1.0 0.062
sitio3 sitio5 1.0 0.062

De forma a resumir os dados anteriormente relatados, a Tabela 16 os consolida de

forma a facilitar uma comparagdo entre os grupos analisados.

Tabela 16: Dados resultantes da analise da diversidade nucleotidica de CAD2. Os grupos sdo
identificados inicialmente pelo gene estudado (CAD2), e posteriormente pelo grupo (gr — GR; grr —
GRR; gr_grr — analise conjunta destes dois grupos de E. grandis; gl — E. globulus; ur — E.
urophylla; e todos — analise conjunta de todos os individuos analisados.

Sitios . Sitios .

polimérficos Singletons informativos h Pi
cad_gr 4 0 4 5 0,00612
cad grr 5 3 2 7 0,00431
cad gr grr 6 2 4 8 0,00672
cad gl 2 2 0 3 0,00164
cad_ur 2 0 2 3 0,00882
cad todos 3 1 2 4 0,00781

4.5 Analise da variabilidade nucleotidica do gene COMT2

Para enriquecer o estudo de variabilidade nucleotidica em Eucalyptus, realizou-se o
mesmo estudo para o gene COMT?2. Para a andlise do gene COMT?2, foram utilizados 27
individuos de E. globulus, 25 de E. urophylla, 26 de GR (E. grandis) e 38 de GRR (E.
grandis), totalizando 64 individuos de E. grandis. Para todos estes, foram seqiienciados

623 nucleotideos sendo que destes, 388 pertencem a introns e 235 a exons. Esta regido
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encontra-se entre os iniciadores G-COMT F e G-COMT R descritos na Tabela 1. Deve-
se ressaltar que ainda ndo existe nenhuma seqiiéncia gendmica completa para COMT2
no género Eucalyptus, o que limitou as regides amostradas.

Primeiramente, como o gene COMT possui trés copias conhecidas, foi realizado um
alinhamento entre a seqliéncia de um individuo aleatério de nossas amostras e
seqiiéncias de mRNA de COMT de E. globulus disponiveis no GenBank para os
paralogos COMT1 (gi/5739364) e COMT2 (gi/5739366). Os resultados encontram-se
na Figura 21 e permitem afirmar que a regido amplificada em nossos estudos refere-se

ao gene COMT?2.

COMT2 ABAGGTG A zl GACACGA (3 —cu—c;:l G (o7} G
E. globulus 40 ARAGETG GA GACACGA GAC-CAA-G ' () G
COMT1 BAGEETGC & cEC GEACCAGA -—AAAGGEACTE, (23 (el

Figura 21: Alinhamento para identificacio da copia estudada para o gene COMT2. A sequéncia
utilizada para este alinhamento de forma a ilustrar COMT2 em E. globulus foi gi[5739366]
enquanto que para COMTI foi gi[5739364], também de E. globulus. O individuo E globulus 40
demonstrado foi colhido aleatoriamente dentre os analisados neste estudo.

Foram observados 28 sitios polimorficos ao longo da regido analisada do gene
COMT?2. Assim como era de se esperar, a maior parte destes polimorfismos encontra-se
nas regides intronicas, assim como pode ser observado na Figura 22. Entretanto, existe
uma razoavel incidéncia em exons. Na Figura 22 sao mostrados todos os polimorfismos,
independente de sua frequéncia. A partir destes 28 sitios, selecionamos para analises
haplotipicas e de desequilibrio de ligagdo somente aqueles com polimorfismos com
freqiliéncia igual ou acima de 5% dentro dos individuos analisados, resultando entdo em

13 sitios polimorficos, os quais podem ser analisados na Figura 23.
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Figura 22: Distribuicio dos polimorfismos observados na regifio analisada do gene COMT2.
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GRO1
GRO02
GRO03
GRO05
GRO06
GRO08
GR10
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GR13
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GR24
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GR26
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GR35
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GRRO08
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GRR28
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4.5.1 Analise interespecifica do gene COMT2

Na andlise conjunta de todos individuos para COMT2, encontramos 7
inserc¢oes/delecdes. Trés delas ocorrendo isoladamente (um Unico individuo), enquanto
que as outras ocorrem em varios individuos das trés espécies, sendo que para o grupo de
E. grandis (GR) proveniente de Atherton, nenhum individuo apresentou tal
polimorfismo. Esta particularidade s6 podera ser afirmada a partir de um estudo com
uma quantidade maior de individuos, de forma que sejam encontradas mais inser¢des
para que se torne estatisticamente relevante. Para o total de 24 polimorfismos
identificados em 623 nucleotideos seqiienciados, obtemos uma média de um
polimorfismo a cada 26 bases.

Além das indels relatadas, COMT?2 apresentou 24 substituicdes, sendo 10 exdnicas
e 14 intronicas. Dentre estas substitui¢des, 14 substituem uma base por outra de mesmas
caracteristicas quimicas (transicdo) enquanto que 10 substituem por outra de
caracteristicas quimicas distintas (transversao).

Analisando o total de 10 substituigdes em exon, observamos que 6 delas sdo
silenciosas enquanto que 4 sao nao silenciosas. Dentre estas 10 substituicdes em exon, 7
sdo transi¢cdes enquanto que 3 sdo transversoes.

Observando somente as substituicoes nao silenciosas, 2 sdo conservativas
(fenilalanina para leucina e isoleucina para metionina). Adicionalmente, duas
substituigdes acarretaram a mudanga para aminoacidos com caracteristicas distintas
(ndo conservativa). Uma substitui uma treonina (polar sem carga) por uma alanina
(apolar) enquanto que a outra substitui uma lisina (polar positivo) por uma treonina
(polar sem carga). Diferentemente de CAD2, ndo foi observado nenhum codigo de

terminagao na analise de COMT?2.
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Assim como em CAD2, COMT?2 tem diversidade nucleotidica alta (comt_todos na
Tabela 17) entre as espécies (Pi=0,629%), apesar de a similaridade também ser alta
(95,02%). A maioria dos sitios polimodrficos acabou por ser encontrada em E. urophylla
e E. grandis (GR). Por outro lado, entre E. grandis (GRR) e E. globulus praticamente
nao houve polimorfismo. Desta forma, observa-se um predominio de um grupo de

alelos entre GR e E. urophylla e de outro para GRR e E. globulus.

Tabela 17: Dados resultantes da analise da diversidade nucleotidica de COMT?2. Os grupos siao
identificados inicialmente pelo gene estudado (COMT?2), e posteriormente pelo grupo (gr — GR; grr
— GRR; gr_grr — andlise conjunta destes dois grupos; gl — E. globulus; ur — E. urophylla; e comt
todos — analise conjunta de todos os individuos analisados).

Sitig S Singletons Sitios . Pi

polimoérficos informativos
comt gr 4 0 4 8 0,00306
comt grr 15 8 8 15 0,00411
comt gr grrll 2 9 13 0,00576
comt gl 2 2 0 3 0,00056
comt_ur 2 0 2 0,00255
comt todos 15 4 11 18 0,00629

Assim como pode ser avaliado na Tabela 17, uma andlise detalhada foi realizada
utilizando o programa DNAsp, onde foram detectados 15 sitios polimorficos sendo,
dentre estes, 4 singletons e 11 informativos. Foram relacionados 12 haplotipos (Tabela

18) em uma andlise utilizando o programa Phase.

Tabela 18: Estrutura dos haplétipos observados para COMT2 em uma analise interespecifica.

haplétipo E(freq)
TATAGCCCCGCCT  0.112000
TATAGCCCCGCCC  0.052404
TATAGCCCCGCTT  0.000069
TATAGCCCCGCTC  0.012828
TATAGCCCCACCC  0.021543
TATAGCCCTACCC  0.004310
TATAGCCTCGCTC  0.158907
TATATACCTACCC  0.030138
TATCGCCCCGCCC  0.033877
TATCGCCTCGCTC  0.004882
TACAGCCCCGCCC  0.008621
CGCAGCTCCAGCC 0.560345
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Foram também realizadas analises de desequilibrio de ligagdo utilizando o

programa Haploview, demonstrando varios niveis do mesmo.

Tabela 19: Analise de desequilibrio de ligacdo para COMT?2 utilizando todos os individuos.

Sitios D' r’
sitio1 sitio2 1.0 1.0
sitio1 sitio3 1.0 0.455
sitio1 sitio4 1.0 0.018
sitio1 sitio5 1.0 0.0080
sitio1 sitio6 1.0 0.0080
sitio1 sitio7 1.0 1.0
sitio1 sitio8 1.0 0.018
sitio1 sitio9 1.0 0.018
sitio1 sitio10 1.0 0.182
sitio1 sitio11 1.0 1.0
sitio1 sitio12 1.0 0.045
sitio1 sitio13 1.0 0.018
sitio2 sitio3 1.0 0.455
sitio2 sitio4 1.0 0.018
sitio2 sitio5 1.0 0.0080
sitio2 sitio6 1.0 0.0080
sitio2 sitio7 1.0 1.0
sitio2 sitio8 1.0 0.018
sitio2 sitio9 1.0 0.018
sitio2 sitio10 1.0 0.182
sitio2 sitio11 1.0 1.0

sitio2 sitio12 1.0 0.045
sitio2 sitio13 1.0 0.018

sitio3 sitio4 1.0 0.04
sitio3 sitio5 1.0 0.018
sitio3 sitio6 1.0 0.018
sitio3 sitio7 1.0 0.455
sitio3 sitio8 1.0 0.04
sitio3 sitio9 1.0 0.04
sitio3 sitio10 0.25 0.025
sitio3 sitio11 1.0 0.455
sitio3 sitio12 1.0 0.1
sitio3 sitio13 1.0 0.04
sitio4 sitio5 1.0 0.018
sitio4 sitio6 1.0 0.018
sitio4 sitio7 1.0 0.018
sitio4 sitio8 04 0.16
sitio4 sitio9 1.0 0.04
sitio4 sitio10 1.0 0.1

sitio4 sitio11 1.0 0.018
sitio4 sitio12 0.25 0.025
sitio4 sitio13 1.0 0.04
sitio5 sitio6 1.0 1.0
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sitio5 sitio7 1.0 0.0080
sitio5 sitio8 1.0 0.018
sitio5 sitio9 1.0 0.455
sitio5 sitio10 1.0 0.182
sitio5 sitio11 1.0 0.0080
sitio5 sitio12 1.0 0.045

sitio5 sitio13 1.0 0.018
sitio6 sitio7 1.0 0.0080
sitio6 sitio8 1.0 0.018
sitio6 sitio9 1.0 0.455

sitio6 sitio10 1.0 0.182
sitio6 sitio11 1.0 0.0080
sitio6 sitio12 1.0 0.045
sitio6 sitio13 1.0 0.018

sitio7 sitio8 1.0 0.018
sitio7 sitio9 1.0 0.018
sitio7 sitio10 1.0 0.182
sitio7 sitio11 1.0 1.0
sitio7 sitio12 1.0 0.045
sitio7 sitio13 1.0 0.018
sitio8 sitio9 1.0 0.04
sitio8 sitio10 1.0 0.1
sitio8 sitio11 1.0 0.018
sitio8 sitio12 1.0 04
sitio8 sitio13 1.0 0.04
sitio9 sitio10 1.0 04
sitio9 sitio11 1.0 0.018
sitio9 sitio12 1.0 0.1
sitio9 sitio13 1.0 0.04
sitio10 sitio11 1.0 0.182
sitio10 sitio12 1.0 0.25
sitio10 sitio13 1.0 0.1

sitio11 sitio12 1.0 0.045
sitio11 sitio13 1.0 0.018
sitio12 sitio13 0.25 0.025

4.5.2 Analise intraespecifica do gene COMT2

4.5.2.1 Analise de E. urophylla

O gene COMT2 em E. urophylla mostrou pouca diversidade intraespecifica

(Pi=0,255%), além de ter demonstrado um polimorfismo exclusivo para a espécie.
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Possui dois sitios polimoérficos (303 e 359) que, para esta andlise, estdo presentes
somente nesta espécie, assim como pode ser analisado na Figura 23.

Os dois sitios polimérficos encontrados sdo informativos. Foram encontrados 7
haplotipos (Tabela 20). A diversidade nucleotidica (Pi) calculada para E. urophylla foi

de 0,00255, confirmando a baixa variabilidade intraespecifica.

Tabela 20: Estrutura dos haplétipos observados em E. urophylla para COMT2 em uma analise
intraespecifica.

haplétipo E(freq)
TATAGCCCCACCC  0.059546
TATAGCCCCACTC  0.000454
TATAGCCCTACCC  0.020000
TATAGCCTCGCTC  0.739999
TATCGCCCCGCCC  0.159899
TATCGCCTCGCTC  0.019743
TATCGCCTCGCTD  0.000257

Como mostra a Tabela 21, foi analisada a presenca de desequilibrio de ligag@o para

E. urophylla.

Tabela 21: Andlise de desequilibrio de ligacdo para COMT2 em individuos de E. urophylla.

Sitios D' 2
sitio4 sitio8 0.25 0.062
sitio4 sitio9 1.0 0.1
sitio4 sitio10 1.0 0.5
sitio4 sitio12 0.0 0.0
sitio8 sitio9 1.0 0.1
sitio8 sitio10 1.0 0.5
sitio8 sitio12 1.0 0.5
sitio9 sitio10 1.0 0.2
sitio9 sitio12 1.0 0.2

sitio10  sitio12 0.333 0.111

4.5.2.2 Analise de E. globulus

Dentre todas as analises em COMT2, E. globulus demonstrou a maior conservagao

intraespecifica, com apenas duas substituicdes encontradas. Estas substituicdes sdo 2
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singletons. Foi encontrado apenas 1 haplotipo (Tabela 22), demonstrando a baixa
diversidade intraespecifica de COMT2 em E. globullus. A diversidade nucleotidica
também foi bastante baixa, € a menor observada dentre todas neste trabalho

(Pi=0,056%).

Tabela 22: Estrutura do haplétipo observado em E. globulus para COMT2 em uma analise
intraespecifica.

haplétipo E(freq)
CGCAGCTCCAGCC 1.000.000

4.5.2.3 Analise de E. grandis

Quanto a E. grandis, intraespecificamente foi possivel notar que o nivel médio de
polimorfismos ¢ pequeno, mas existe uma distingdo clara entre os dois grupos.
Enquanto que GR (Atherton) possui vérios individuos por sitio polimérfico, GRR (Pine
Creek) possui muito poucos individuos compartilhando os polimorfismos (uma média
de dois individuos por polimorfismo). Além disso, poucos sdo os polimorfismos
coincidentes, assim como visto na Figura 23.

Na andlise entre os dois grupos (GR e GRR), foram encontrados 2 “singletons” e 9
sitios informativos, totalizando 11 sitios polimoérficos, Além de 13 haplétipos. Ja a
diversidade nucleotidica (Pi), s6 ndo ¢ maior que a obtida para o conjunto de todos
individuos (Pi=0,576%). Analisando isoladamente, avaliamos que GRR apresentou uma

pequena quantidade de haplétipos (h=1) (Tabela 23).

Tabela 23: Estrutura dos haplétipos observados em E. grandis (GRR) para COMT2 em uma
analise intraespecifica.

haplétipo E(freq)
CGCAGCTCCAGCC 1.000.000
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GR, por sua vez, apresentou uma quantidade maior de haplotipos (h=8) (Tabela

24).

Tabela 24: Estrutura dos haplétipos observados em E. grandis (GR) para COMT2 em uma analise
intraespecifica.

haplétipo E(freq)
TATAGCCCCGCCC  0.234847
TATAGCCCCGCTT  0.003010
TATAGCCCCGCTC 0.053615
TATAGCCCCACCC  0.038462
TATATACCTACCC  0.133548
TATATACCTACTC  0.001067
TACAGCCCCGCCC  0.038462

Tabela 25: Analise de desequilibrio de ligacdo para COMT2 em E. grandis (GR).

Sitios D' r’
sitio3 sitio5 1.0 0.048
sitio3 sitio6 1.0 0.048
sitio3 sitio9 1.0 0.048
sitio3 sitio10 1.0 0.086
sitio3 sitio12 1.0 0.086
sitio3 sitio13 1.0 0.048
sitio5 sitio6 1.0 1.0
sitio5 sitio9 1.0 1.0

sitio5 sitio10 1.0 0.556
sitio5 sitio12 0.2 0.022
sitio5 sitio13 1.0 0.111
sitio6 sitio9 1.0 1.0
sitio6 sitio10 1.0 0.556
sitio6 sitio12 0.2 0.022
sitio6 sitio13 1.0 0.111
sitio9 sitio10 1.0 0.556
sitio9 sitio12 0.2 0.022
sitio9 sitio13 1.0 0.111
sitio10 sitio12 0.111 0.0040
sitio10 sitio13 1.0 0.2
sitio12 sitio13 0.2 0.022
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5 DISCUSSAO

5.1 Triagem dos clones de BAC

No contexto deste trabalho os genes da via de lignificagdo sdo os alvos
preferenciais devido estarmos focando nas bases moleculares da qualidade da madeira.
Para desenvolver tais estudos, uma ferramenta bastante util é a biblioteca de BAC
desenvolvida no ambito do projeto Genolyptus, sendo uma fonte confidvel para se obter
genes completos, ja que o BAC é muito menos complexo que o DNA gendmico, e o
mesmo ¢ suficientemente grande para conter toda a seqiiéncia do gene.

Para seqiienciar o clone que contem um gene em particular, foi preciso identificar
inicialmente qual dos 20.160 clones continha o gene de interesse. Para este fim foi
realizada a triagem dos mesmos através da estratégia dos grupos e supergrupos. Para
todos os clones confirmados por pelo menos trés PCRs distintas, foi feita uma nova
minipreparacdo de forma a anular o risco de contamina¢do na minipreparacdo de DNA.
Apesar deste cuidado, percebemos a presenca de dois clones positivos para CAD2 em
uma mesma placa, algo improvavel, sugerindo contaminag¢@o, principalmente por serem
pogos nao muito distantes na placa.

Para o seqiienciamento dos genes apods a sele¢do de seus respectivos clones de
BAC, foram inicialmente tragadas duas estratégias. A primeira consistia em realizar o
“primer walking”, onde desenhou-se iniciadores baseados em seqiiéncias de ESTs do
banco do Genolyptus tentando utilizd-los para o seqilienciamento direto do BAC.
Entretanto, tal estratégia acabou por se tornar invidvel visto que o rendimento do

seqiienciamento dos clones mostrou-se reduzido.
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Apos verificarmos que a estratégia de “primer walking” ndo foi bem sucedida,
partimos entdo para a utilizagdo da técnica de “shotgun” para gerar seqii€ncias aleatorias

do clone de BAC e utilizar técnicas de bioinformatica para a montagem destas.

5.2 Seqiiéncia completa de CAD2

A seqiiéncia completa para o gene CAD? foi obtida a partir do seqiienciamento de
uma biblioteca “shotgun” (GREEN, 2001) alcancando-se uma cobertura de dez vezes
em relagdo ao tamanho do inserto do clone de BAC que, neste caso, era de
aproximadamente 30 Kb. A montagem gerou uma seqiiéncia contigua de 9.785 bases, a
qual continha o gene completo de CAD2. Apesar do sucesso no seqiienciamento do
gene de interesse, vale a pena ressaltar que era esperado que todo o inserto de 30 Kb
pudesse ser montado, em funcdo do nimero obtido de leituras de seqiiéncia. A razdo
para isto pode ser a alta incidéncia de seqiiéncias repetitivas em regides extra-génicas
que podem afetar a eficiéncia da montagem.

De qualquer maneira, foi obtida a primeira seqiiéncia completa de CAD2 em
Eucalyptus grandis. A confirmac¢do em relagdo a qual copia obtivemos através do
alinhamento contra as seqiiéncias de CADI e CAD?2 de E. botryoides, que mostrou
maior identidade com a tltima.

A obtencao desta seqiiéncia completa proporcionara estudos mais completos deste
gene, assim como uma analise total de sua diversidade nucleotidica através da utilizagao
de iniciadores que possam cobrir tanto regides codificadoras quanto de controle
(promotor). Com isso, sera possivel uma melhor caracterizacdo da variagdo nucleotidica
entre espécies, permitindo melhores estimativas da extensdo do DL e estrutura

haplotipica para este gene.
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A analise de seqiiéncia demonstrou que CAD ¢ significativamente conservada em
varias espécies de eucalipto, tanto em termos de nucleotideos quanto em termos de
aminoacidos, resultados coincidentes com os de ENDT et al. (2000). Contrastando com
estes dados, foi encontrada uma distingdo entre as copias de CAD, indels nos ultimos
nucleotideos do intron 4, fator que pode estar gerando alteragdo no padrdo de splicing
na copia CADI do gene.

Adicionalmente a comparagdo de nucleotideos e de aminoacidos, os resultados
obtidos a partir de uma analise filogenética mais uma vez demonstram uma grande
pressdo de selecao ocorrendo em CAD de Eucalyptus, visto que todas as copias de CAD
de diferentes espécies de Eucalyptus formaram um grupo monofilético bastante distinto.

Esta possivel pressdo de sele¢do também pode ser observada pela conservagdo
estrita da regido regulatéria que ¢ alvo de ligacdo do fator de transcrigdo EgMYB2
(GOICOECHEA et al., 2005) entre E. gunnii e E. grandis. Tal regido regulatoria, além
e ser bastante conservada entre espécies e ter expressao preferencial em xilema, revelou
ter bastante influéncia na atividade de enzimas da via de lignificacdo, aumentando em
cinco vezes a quantidade de transcritos de CAD e quarenta vezes a de COMT quando

expressa de maneira heteréloga em tabaco.

5.3 Analise de diversidade nucleotidica dos genes CAD2 e COMT2

Muitas foram as dificuldades de se amplificar com um mesmo par de iniciadores os
fragmentos para as trés espécies analisadas. Os melhores foram aqueles desenvolvidos
por GION et al. (2000) enquanto que outros se limitavam a amplificar apenas uma
espécie, poucos individuos, ou na maioria dos casos, ndo amplificavam na reacdao de
seqiienciamento. Este impedimento foi observado para os dois genes estudados,

principalmente para as espécies E. urophylla e E. globulus. Estes individuos ndo
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analisados podem estar apresentando, na regido de anelamento dos iniciadores, algum
polimorfismo que dificulte o anelamento dos iniciadores.

A partir de tais fatos, deve-se avaliar com precaucdo a andlise de diversidade
nucleotidica realizada, visto que uma parcela de amostras que possivelmente possui
alguns polimorfismos distintos deixou de ser analisada. Tais individuos podem
apresentar uma estrutura de haplétipos propria, o que ndo pdde ser detectado, ja que os
mesmos nao foram amplificados.

Diferentemente deste trabalho, POKE et al. (2003), autor do trabalho de onde
retiramos os iniciadores para o seqiienciamento de CAD?2, relatou um certo sucesso na
amplificacdo e seqlienciamento de CAD2 em E. globulus, atingindo 45% do
seqiienciamento completo na regido analisada. No presente trabalho, os iniciadores
tinham dificuldade de amplificacdo em E. globulus e E. urophylla tanto na PCR quanto
no sequenciamento.

Para o processo de desenho dos iniciadores desenvolvidos por estudos proprios,
varios foram desenhados procurando-se regides conservadas entre as trés espécies
estudadas, de forma que um mesmo iniciador tivesse sucesso para todas amostras.
Devido ao baixo numero de seqiiéncias depositadas no banco publico (GenBank), para
alguns iniciadores foram utilizadas também seqiiéncias de Arabidopsis thaliana e Pinus
spp, o que pode ser um dos motivos para a ineficiéncia. Alguns iniciadores foram
também desenhados a partir de alinhamentos das seqiiéncias de ESTs do Genolyptus,
mas seu resultado deixou a desejar visto que, em alguns casos, detectivamos
posteriormente uma indel na posi¢ao de anelamento dos iniciadores.

Portanto, novos estudos devem ser realizados com a finalidade de gerar iniciadores
que sejam capazes de amplificar estes genes a partir do DNA de varias espécies

diferentes. Tais estudos serdo facilitados quando novas seqiiéncias sejam depositadas no
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banco de dados publico “GenBank”, de forma a obtermos mais informagdes de

polimorfismos espécie-especificos.

5.4 Analise interespecifica do gene CAD?2

Tanto para a andlise intraespecifica quanto para a interespecifica, a regido genomica
seqiienciada envolvia 358 nucleotideos: 55 pertencentes ao tltimo intron, 194 ao ultimo
exon, além de 109 nucleotideos da regido 3’ UTR, que geralmente tem um papel
importante na estabilidade do mRNA, influenciando fortemente na expressao de alguns
genes (ALBERTS et al., 2002).

Ao contrario do esperado, o valor bruto das substituicdes exdnicas foi maior que o
das observadas no 3’ UTR, mas isto se deve primariamente ao tamanho das regides
estudadas para ambos. Foram analisados praticamente o dobro de nucleotideos em exon
em relacdo a 3° UTR, sendo a quantidade relativa de substituicdes quase igual. Mesmo
tendo metade do tamanho do exon (no fragmento analisado), a regido 3’ UTR
demonstrou ser bastante polimoérfica, o que era previsivel.

Nesta analise de CAD2, foi observado um padrao de polimorfismos mais freqiiente
na regido 3° UTR que em exon ou no intron. Nenhuma substituicdo foi observada na
regido intronica analisada, 7 na regido 3° UTR para os 109 pb analisados
(caracterizando uma substituicdo a cada 15 pb), e 8 substituicdes encontradas nos 194
pb exonicos, caracterizando uma a cada 24 pb.

O namero de transi¢des no gene CADZ2 entre as trés espécies foi maior que o de
transversdes. As transi¢des se concentraram mais no exon enquanto que as transversoes
no 3’ UTR. Das substitui¢des encontradas em exon, 5 sdo ndo conservativas. Este dado
¢ bastante significativo ja que destas 5, duas sdo “singletons” que acabam por codificar

um cddon de terminacdo. Um desses codons de terminacdo ¢ o do proprio exon 5,
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enquanto que o outro foi originado de uma transi¢ao no individuo 3 de E. urophylla. A
partir destes dados, mais individuos devem ser avaliados para se confirmar tais dados ja
que a presenca de um cdédon de terminagcdo em uma regido exdnica, pode vir a ser
determinante para a funcionalidade da proteina e acarretar em fendtipos caracteristicos.

Mesmo sendo apresentada uma alta similaridade interespecifica, distingdes bastante
claras foram observadas, sendo que algumas delas até mesmo entre os dois grupos de E.
grandis.

Interespecificamente, CAD2 demonstrou uma diversidade nucleotidica alta em
relacdo as andlises intraespecificas, fato decorrente da utilizagdo dos dados dos
individuos de todas espécies conjuntamente. Observou-se uma diferenciacdo entre um
grupo formado por GR (Atherton) e E. urophylla (Timor) em relagdo a GRR (Pine
Creek) e E. globulus (Victoria). Esta diferenciagdo nio era esperada, visto que os dois
grupos de E. grandis acabaram por tomar direcdes opostas, podendo, em algum
momento, ter sofrido algum tipo de selecdo por algum agente externo, como o
microclima da regido. Outro fator que pode ter influenciado tais padrdes 4 a latitude de
cada grupo, ja que os mais semelhantes geneticamente sdo os mais proximos quanto a
latitude (10° N para GR e E. urophylla e 10° S para GRR e E. globulus). De qualquer
forma, uma andlise mais ampla dos genes deve ser realizada, além de uma analise do
historico evolutivo dos grupos analisados de forma a embasar futuras discussdes.

Foram encontrados 11 hapldtipos interespecificos em CAD2, demonstrando o grau
de diversidade que ocorre entre os quatro grupos analisados. Apenas 4 dos 11
haplotipos correspondem a cerca de 83% dos casos, indicando que apesar dos
polimorfismos, ndo sdo muitos aqueles que destoam do padrdo haplotipico principal.
Todos os haplotipos interespecificos foram encontrados nas andlises intraespecificas,

fortalecendo o montante de dados analisados.
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Foi detectada a presenga de desequilibrio de ligagdo entre tais sitios

polimorficos, algo esperado devido a pequena distancia entre os mesmos.

5.5 Analise intraespecifica do gene CAD?2

Foi observada em E. urophylla a maior diversidade nucleotidica dentre os quatro
grupos analisados para CAD?2. Tais dados devem ser avaliados com ressalvas, ja que
apenas 10 individuos foram analisados devido a problemas de amplificagdo.

Apesar da alta diversidade nucleotidica, o nimero de haplétipos encontrados em E.
urophylla foi de apenas quatro, nimero que pode refletir o baixo nimero de individuos
analisados. Tal nimero pode demonstrar um alto grau de similaridade intraespecifica,
assim como pdde ser observado em GR (Atherton) para CAD2, que apresentou apenas
cinco haplétipos, apesar do niimero de individuos ser quase trés vezes maior. Dois dos
haplétipos observados em E. urophylla também puderam ser observados no grupo GR
(Atherton) de E. grandis, ou seja, metade dos haplotipos observados em E. urophylla
foram também observados neste grupo (GR), indicando que ambos devem ser bastante
proximos geneticamente. Para individuos de E. wurophylla, a freqiiéncia de sitios
polimorficos foi de 51 pb, em média. Na andlise de desequilibrio de ligacdo, nada foi
detectado para E. urophylla em CAD?.

O cédigo de terminagdo observado no individuo 3 de E. urophylla pode-se tornar
bastante informativo, visto que podem ter sido perdidos 31 aminoacidos no gene CAD2
deste individuo, sendo um mutante natural para este gene, e interessante para uma
analise fenotipica.

Os estudos de CAD2 em E. globulus, assim como para E. urophylla ndo puderam
ser conclusivos visto a quantidade de individuos analisados, mas de qualquer maneira,

estes dados servem como base para estudos posteriores. De acordo com a atual analise,
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CAD2 em E. globulus foi onde observamos o menor valor de diversidade nucleotidica
(Pi=0,164%), o que acabou por ser refletido na auséncia de sitios informativos e
presenga de apenas 2 “singletons” (1 polimorfismo a cada 119 pb intraespecificamente,
assim como em E. urophylla). Com tal conservagdo, como conseqiiéncia, o numero de
haplétipos observados foi baixo (h=3). Os haplétipos observados em E. globulus foram
totalmente distintos dos de GR e E. urophylla, mas todos os mesmos foram observados
também na andlise do grupo GRR de E. grandis. Desta forma, podemos indicar que
estes dois grupos sdo bastante semelhantes geneticamente ¢ que uma eventual dispersao
que os separou deve ter ocorrido recentemente.

Esta diferencia¢do quanto as outras espécies também foi confirmada na detecgdo
dos haplétipos especificos para E. globulus, detectados nas ESTs. Tais haplotipos
podem ser bastante uteis ja que a seqiiéncia estd disponivel para o desenho de
iniciadores que poderdo ser desenhados justamente nas posi¢des dos haplotipos,
tornando-se iniciadores espécie especificos.

Em E. grandis, a diversidade intraespecifica foi mais alta que o esperado
(Pi=0,672%), refletindo em um maior niimero total de haploétipos (h=10). Resultados
semelhantes puderam ser observados também individualmente para cada um dos dois
grupos de E. grandis analisados (Tabela 12 e Tabela 14). A presenca desta
diferenciagdo entre os dois grupos de E. grandis, mesmo que pequena, acaba por indicar
que tais grupos acabaram por sofrer pressdes seletivas distintas, gerando esta pequena,
mas consistente diferenca entre estes. Assim como demonstrado nas tabelas 13 e 15, foi
detectado desequilibrio de ligacdo entre os sitios polimodrficos analisados. Tal
desequilibrio ndo ¢ muito forte provavelmente pelas limitacdes causadas pelo baixo
nimero de individuos amostrados, ja que, pela pequena distancia fisica, os mesmos

deveriam estar em total desequilibrio de ligacao.
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Nas analises de desequilibrio de ligacao de todos os grupos, observa-se uma grande
discrepancia entre os valores de D’ e r* mas sabe-se que o valor de r* passa a ndo ser
muito confiavel em uma analise de um pequeno nimero de amostras (GARCIA, 2003;
DEVLIN e RISCH, 1995). Além disso, DEVLIN e RISCH (1995) e LIN et al. (2002)
afirmam que freqiiéncias alélicas altas em sitios proximos geram valores de r* baixos (o
que pode ter ocorrido na andlise). Outro ponto a ser avaliado ¢ outra afirmacdo de
DEVLIN e RISCH (1995), afirmando que o coeficiente de correlagdo pode ser de dificil
interpretacdo quando as freqiiéncias alélicas variam entre os loci. JoA CRAWFORD et al.
(2005) afirma que r* possui relagio inversa com a forca para detectar a associacdo,
dados que indicam que os valores de r* baixos observados acompanhados de um alto
valor de D’ provavelmente indicam um forte desequilibrio de ligacao.

Avaliando a estrutura dos hapldtipos gerada para cada grupo de individuos de E.
grandis, observa-se que nenhum deles ¢ coincidente em relagdo aos do outro grupo,
diferindo totalmente do esperado que seria uma alta similaridade em todos os aspectos
entre estes dois grupos de E. grandis. Em cada grupo foram observados 5 haplétipos,
sendo todos os 5 de cada grupo distintos dos hapldtipos do outro grupo. Tal
diferenciag¢do pode estar relacionada a posi¢ao geografica das mesmas, ja que os grupos
com latitudes semelhantes se apresentaram muito mais semelhantes entre si que em
relacdo aos outros. Quanto a freqiiéncia de sitios polimorficos, em GR foi observado 1 a
cada 60 pb enquanto que em GRR, 1 a cada 36 pb, em média, uma diferenca bastante
significativa, visto serem individuos da mesma espécie. Esta diferenciacdo pode ter se
originado da forma de dispersdo ocorrida para tais grupos, de forma que a cada geragdo
separados, cada grupo flutuaria suas freqii€ncias alélicas irregularmente, se dispersando

e tornando-se progressivamente diferenciados (FALCONER, 1987).

95



5.6 Analise interespecifica do gene COMT2

Um ponto positivo obtido na andlise de COMT2 diz respeito ao numero de
individuos analisados. Diferentemente de CAD2, obteve-se para COMT2 um numero
homogéneo de individuos para cada grupo analisado. Isto reforga a hipdtese de
problemas de anelamento no caso de CAD?2, dada que a qualidade do DNA utilizado ter
sido satisfatéria para COMT2.

Assim como ilustrado na Figura 22, conseguimos amplificar dois introns, sendo um
com a seqiiéncia completa e outro parcial, além de dois exons, um com seqiiéncia
completa e outro com seqiiéncia parcial. Apesar de o esperado ser a presen¢a muito
maior de substitui¢des intronicas, esta propor¢do nao ocorreu para a presente analise de
COMT?2. Por outro lado, a maioria das substituigdes em exon sdo silenciosas
(substituicdo em que ndo ha modificagdo do aminodacido).

Foram encontradas inser¢des (5 inser¢cdes para um total de 126 individuos
analisados) na posi¢do 581 para individuos de GRR, E. urophylla e E. globulus, mas
ndo de GR. Por outro lado, o numero de individuos amostrados ainda ¢ pequeno para se
fazer algum tipo de afirmacdo neste aspecto, sendo que uma caracterizagdo genética de
mais individuos faz-se necesséria. De qualquer forma, futuramente podera se identificar
se tal polimorfismo ¢ ou ndo candidato para uso como marcador molecular, ou como
sitio de anelamento para iniciadores voltados para os individuos possuidores ou ndo, de
tal insercdo (espécie especifico).

Em termos de polimorfismos no gene COMT2, foram descobertas 24 substitui¢cdes
nestes 623 nucleotideos (1 polimorfismo a cada 26 pb interespecificamente), sendo que
10 aconteceram em exon ¢ 14 em intron. Foi observado um padrdo de substituicdes
distinto do esperado, onde a frequéncia de substituicdes exoOnicas se apresentou maior

que as intronicas. Foi observada uma substituicdo a cada 28 pb em intron (um total de

96



14 substituigdes) e uma a cada 23 pb em exon (um total de 10 substitui¢des),
demonstrando um padrao diferente do esperado, que seria uma frequéncia menor de
polimorfismos na regido exonica em relacdo a intronica.

As transi¢des se dividiram entre o exon € o intron enquanto que as transversoes
(substituicdo de uma base por outra de caracteristicas quimicas diferentes) foram mais
freqiientes em introns. Como esperado, a maioria das substituicdes foram silenciosas
nos exons, visto que uma substituicdo ndo conservativa poderia inviabilizar a atividade
da proteina.

Assim como foi observado em CAD?2, a diversidade nucleotidica interespecifica é
grande, sendo mais claramente percebida quando se compara GR (Atherton) e F.
urophylla (Timor) com GRR (Pine Creek) e E. globulus (Victoria). Enquanto o primeiro
grupo tem poucos polimorfismos, o segundo acaba por demonstrar uma grande
similaridade j4 que a maioria dos polimorfismos detectados neste segundo grupo sio
conservados para a maioria dos individuos.

Uma grande quantidade de haplétipos foi observada (12 haplotipos), indicando uma
falta de correlagdo genética entre os mesmos, além de indicar que a populagdo, em sua
historia genética, ndo sofreu recentemente um efeito gargalo ou efeito fundador. Assim
como foi observado para CAD2, os haplotipos interespecificos foram os mesmos que
foram observados em todos os grupos e, assim como em CAD2, pdde-se observar que
pelo nimero de haplétipos, os individuos ndo tém uma similaridade muito alta.

Diversos niveis de desequilibrio de ligacdo foram detectados entre tais

polimorfismos, refor¢ando a idéia de que estes grupos tém historias genéticas distintas.

5.7 Analise intraespecifica do gene COMT2
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Foi observado um baixo valor de diversidade nucleotidica para E. urophylla
(Timor) em relacdo a E. grandis (GR). Este baixo valor deve-se ao fato de seus
polimorfismos serem muito frequentes na grande maioria dos individuos analisados,
diferentemente de GR em que os mesmos sdo pouco freqlientes e dispersos. E.
urophylla apresentou um sitio polimérfico exclusivo (posi¢ao 303), dado que pode ser
reconfirmado em estudos utilizando mais individuos. De qualquer forma, a partir destes
dados, este polimorfismo se caracteriza como espécie-especifico.

Apesar dos 7 haplétipos detectados para E. wurophylla, a maioria apresenta
freqliéncias muito baixas e desequilibrio de ligacdo de variadas intensidades entre os
polimorfismos. Provavelmente essas diferengas de intensidade sdo derivadas do baixo
nimero de individuos analisados e da imprecisdo dos resultados nestes casos. Em uma
analise comparativa, os haplotipos de E. urophylla se mostraram totalmente distintos do
grupo de E. globulus e do grupo GRR de E. grandis. Por outro lado, mostraram alguma
semelhanca em relagdo ao grupo GR de E. grandis ao compartilhar com o mesmo um
haplotipo em comum.

Foi também observada uma freqiiéncia de sitios polimorficos, em média a cada
44 pb, diferentemente de genes de milho, onde esta média sobe para cerca de 60,8 pb
em linhagens elite (CHING, 2002), e 130 pb na regido codificante de linhagens
cultivadas (RAFALSKI, 2002).

No caso de E. globulus, a freqiiéncia de sitios polimoérficos foi de 1 a cada 156
pb, uma freqliéncia bastante baixa. Valor confirmado pela baixa diversidade
intraespecifica encontrada para seus individuos (Pi=0,056%). Esta baixa diversidade foi
também apresentada no presente estudo para o gene CAD2 em E. globulus (com um
nimero de individuos analisados 3 vezes menor), demonstrando que talvez E. globulus

se destaque das outras espécies pela baixa taxa de polimorfismos nestes genes.
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Refletindo a sua baixa diversidade nucleotidica, foi observado também apenas um
haplotipo em todos os individuos em COMT2, caracterizando total desequilibrio de
ligagdo na regido analisada. Tais valores s6 vém a comprovar os dados obtidos
anteriormente, indicando que E. globulus provavelmente sofreu pressdes seletivas um
pouco distintas ou sua base genética € estreita, principalmente comparado a GR
(Atherton) e E. urophylla. Comparando os haplotipos do grupo de E. globulus e do
grupo GRR de E. grandis, observamos que ambos apresentaram apenas um haplotipo,
sendo este exatamente igual. Desta forma, podemos inferir que tais grupos sio
extremamente semelhantes geneticamente no que se refere a esta regidao génica.

Quanto aos estudos realizados para os dois grupos de E. grandis, assim como ja
descrito, o niimero médio de polimorfismos ndo ¢ muito grande, mas aqueles
polimorfismos que foram observados acabaram por demonstrar que estes dois grupos de
E. grandis devem ter tomado a algum tempo rotas evolutivas distintas. Enquanto que
polimorfismos em GRR (Pine Creek) sdo escassos e pouco freqiientes, em GR
(Atherton) tal padrdo ¢ quebrado com varios individuos polimérficos para cada sitio.

Isoladamente, GRR (Pine Creek) apresentou um pequeno numero de haplotipos
(h=1), assim como uma diversidade nucleotidica relativamente baixa (P;=0,411%)
comparada a encontrada em Arabidopsis (Pi=1,63% generalizado, Pi=0,42% em exon, e
Pi=2,93% em intron ;YOSHIDA et al., 2003). Além disso, seu haplotipo, asssim como
descrito acima, ¢ igual ao Unico hapldtipo observado no grupo de E. globulus,
demonstrando uma extrema afinidade genética nesta regido génica entre tais grupos. Ja
GR (Atherton) apresentou 8 haplotipos de freqliéncias variadas, indicando bastante
diversidade entre os individuos, contrastando bastante com o grupo GRR (Pine Creek) e
se aproximando do grupo de E. urophylla, compartilhando um haplotipo, dentre os 8

observados no grupo GR. Isto indica que existe semelhanga entre estes grupos, mas
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ainda s3o bastante distintos, sugerindo uma dispersdo longingua, dando tempo para os
mesmos se distanciarem geneticamente.

Na analise do desequilibrio de ligagdo, foram observados variados niveis de
desequilibrio em GR (Atherton), demonstrando a diversidade dos mesmos, por outro
lado, todos os individuos de GRR (Pine Creek) se apresentaram idénticos, em total
desequilibrio de ligacdo. Tal diferenciacdo pode estar relacionada com gargalos

genéticos ou acdes externas.
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6 CONCLUSOES

Este trabalho visou contribuir para a busca da diversidade nucleotidica em genes da
via de lignificacdo, como uma etapa preliminar para se entender os fatores genéticos
ligados a deposicao de lignina, e para a realizagdo de estudos de associacdo para esta
caracteristica complexa.

Primeiramente otimizou-se a tecnologia de selecdo de genes especificos em uma
biblioteca de BACs obtendo-se dois genes para a via de lignificacdo. A partir desta
triagem selecionou-se 0 BAC contendo o gene CAD2 e obteve-se a sua seqliéncia
completa, até entdo inédita. A andlise de seqiiéncia permitiu vislumbrar o grau de
conservagdo deste gene em diversas espécies de eucaliptos, identificar regides de
controle de expressdo na sua regido promotora, identificar um haplétipo especifico para
E. globulus neste gene, e até o tecido preferencialmente expresso.

Passando entdo ao estudo da variabilidade nucleotidica em regides dos genes CAD?2
e COMT?2, de uma forma geral, era esperada uma diversidade nucleotidica menor dentro
das espécies que entre as mesmas, justamente o que ocorreu. Observou-se também que
as seqiiéncias de E. globulus para ambos os genes apresentaram uma alta taxa de
conservacao.

Outro ponto que vale ser ressaltado, diz respeito a similaridade observada entre os
grupos mais proximos geograficamente. Os individuos de GR (Atherton, estado de
Queensland) e E. urophylla (Timor) se mostraram muito semelhantes geneticamente nas
regides amostradas, assim como os de GRR (Pine Creek, estado de “New South
Wales”) e E. globulus (Victoria). Tais semelhancas podem ter alguma relagdo com a

latitude em que tais grupos encontram-se, ja que grupos de latitudes semelhantes
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apresentaram padrdes genéticos semelhantes. Além desta hipotese, o que pode ser
avaliado ¢ de que regido cada grupo migrou para as regides atuais, ou se 0S mesmos
foram introduzidos. De qualquer forma, novos estudos devem ser realizados de forma a
caracterizar mais areas destes genes para se confirmar tais padrdes genéticos.

Para o gene CAD2, foi observado um baixo nimero de polimorfismos
intraespecificamente, acompanhado de uma pequena diversidade nucleotidica para os
grupos analisados enquanto que o gene COMT?2, devido ao maior tamanho da regido
analisada, apresentou uma quantidade ligeiramente maior de polimorfismos. O que deve
ser lembrado ¢ que esta analise foi realizada para apenas 358 pb para CAD2 e 623 pb
para COMT?2. Desta forma, temos apenas uma indicacao de que estes genes sdo bastante
conservados, nada podendo garantir quanto a diversidade nucleotidica das regides
adjacentes.

No caso da andlise de desequilibrio de ligacdo, apesar de terem sido detectados
variados desequilibrios entre sitios polimorficos para ambos os genes, estudos com mais
individuos devem ser realizados de forma a melhorar a confiabilidade estatistica dos

dados.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho permitiu a identificagdo de clones da biblioteca de BAC para diversos
genes da via de lignificacdo através de uma estratégia relativamente rapida e custo-
efetiva. Estes s3o alvos imediatos para um seqiienciamento completo via a estratégia de
“shotgun” ou por sub-clonagem ap6s Southern blots. Seqiiéncias completas destes genes
oferecem uma perspectiva mais ampla, para que estudos futuros, busquem variagdes
nucleotidicas entre as espécies, que potencialmente expliquem variagdes fenotipicas na
quantidade e qualidade da lignina. E importante ressaltar que estes estudos devem ser
realizados com um numero maior de individuos e estarem associados com medidas
fenotipicas confidveis para as caracteristicas de interesse. Adicionalmente, foi
demonstrado neste estudo que o gene COMT?2 possui uma quantidade de haplétipos
significativamente menor que a encontrada para CAD2 em relacdo ao tamanho da regido
analisada, portanto, seria fundamental continuar a mesma linha de estudos com mais
regides deste gene.

Outro estudo que pode ser realizado ¢ uma analise mais aprofundada do individuo 3
de E. urophylla que apresentou um cdodigo de terminag@o no exon 5, a 31 aminoacidos

do cédigo de terminagdo do exon 5, podendo estar alterando a atividade da proteina.

Seria também importante estender a gama de genes utilizados além da via de
lignificagdo propriamente dita. Por exemplo, a triagem e reseqiienciamento do fator de
transcricdo EgMYB?2 seria bastante util em fun¢do deste ser um fator trans, que além de
controlar a expressdo de diversos genes da via de lignificagdo, se colocaliza com um
QTL explicando 4,5% da variagdo fenotipica no conteudo de lignina (GOICOECHEA et

al., 2005).
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9 APENDICE

9.1 Sequéncia completa do gene CAD2 em Eucalyptus grandis.

>CAD GR Full Lenght

aaccctcactaaagggactagtcctgcaggtttaaacgaattcgeccttaaactacacaacacgaatagttcaaaattgacatga
attgagatgattttacttattctaataaaaaatatttgtaaacatgtttaaacattttgatgatggtacaagaaactgacaagaatacg
atgatgcgaaaaaaattgtcacccctacttccaattgetatcgetacttgtacatagaatatgtagtgtccaaagaaactttaagtcet
atcctctctectcccaaccccttatgtttctatcactagaagcataggaacagaaaacagactaaacatatcgacccatgtttttaa
ctgacctatttcaccctaaattcctcaatggtttcactttgcatagacactcaagaacatagtagaagaacaatgtgaacagagaa
cgatcacaacaaaagaagaatgatgagaatagaaaaggatcaaaacaaaggatttgttttaagagaaacctcacatgcgaga
atcaggatcttcacgaggatcatatcctttccttatccagaacttcacaaatggeccattattgaaatagtatgecacatttgtgaga
aggctacaagacctgacatattaaaggaaattatttgacgttgatctgacagaagaataatcaagattatcgcacactagaatttg
aagacacatctcgaaataagaagaatgctgactaccttttgagcaaaagaactccaaagtccagacctttatctagcaatctttga
taaagagaattcttgggccatatgggccgetcctcaaacaatttagacacagecatttgectctcccactcatetgatecttggatt
agtcgctcctcccaatttattatctttgggatctgtatggatgattaagtgaaacagatatagaacaaacataatctgettgetgegt
atgaccatgttaagtataactaagaaagaagcacaagtaatttggcatactgagatgggcaggtcatgttcaagactcattaaag
attacgagattgccacatcactcagtataccaagtctggaaaccatcttagtctacccaatcaccagcatcattcaactaaaaattt
aggatatctttgaccttgaaatcaagtgccagactgtictccacaaaaacctgcaaaagaaggaatgcacgetccttaagattgtt
gtacagatataattcttttactttactgtcttcccaaatgaatcttttcagatggtattagtgagattaggectccaaagtaaacctcaa
catgctcagcagctgtatcctgtttectttttaaatttgaagtggccgggggacgacttaacctgaaaaaatggtgacaatgtttaa
aaaaggaggatggctcttgatgatttictacttatccatagaatataacgaatcattctcaaagtctaaattgtccctgtaagaattta
cagttcctcatttttgttattaattatcatttcttatcgccatttagtatgggccatccttcaaagcatgaactcatgetcccacatgtee
ttgttgecectettgtetcttatttctttcattacctcataatattaaccactttacttctattactgeacttcattcaggggcaatgacaac
cgtaatgcctacactggatgcgattccaactctatctaattggttttgaatgtcaaacattaagtggtttttccaactacacttatgatt
agatttaggcatcaattaaacccagtctacaacttcattaagcaaatgaattcttctictgctatatttatgtgattatgtgtactttget
atgatatttccagttgaattgatagaaagtaccactatcaatcactcaaaggcatgattcaaagagccaaaaaaagggataaatt
gagagccaattccaaatatagcatcataaagaagtaggtcaatcagtagatatgacagaaaaggagcagcgaatcgtacgeta
aagttgttgggacatccttggatgagaagagtggoggaacgatcatcattacatcctcactttcgacacttgtaagagceatccttt
gctatatagaccaccgtggaaaggaaaatgagaaaattatggatagtaatattaaaggaaaaaagttatcctattgacacgatag
gtgatattagaaacgtgagaaagattttaccaaagggaggcgcctccacttctccagtttttttctttttccttcgageattatcage
atgaacagcaacaacatgttgataatcagccatcccttttcaaaatttgttggcaactactagttataaaatcatccatcaagtace
ctagtctatataatagtttgtaaagaatgaattgacaaaaggatgcaaatgagtttcgattagettctaaccttgaaaaacatatgec
tcggagacacgagcagcgatatcagcacatagttgegtttgatectettctttattggcaccagaagaactagtgeattgatctee
ttccagactcattccagtattgctgacagceactatgatcttgagtaagtgaagggttagcacgtatcttgetectttttgatattctca
acaggaaattattgcatcggcegaagcetccccaaaagtaggatggcaaaatgggtcttcaggecggaaacgaagttecattttgt
ttgaactggagctgcgtgcctgecaaagttcaagcettccagttgacatatatggeccccagaaacctcaaaatgaccctactaaga
atgcaagtgattgaggcaacaccttcaaaatcccttcacttccgecaagagtctcgatageccgtgaggecagaggaaggataa
cccggatagtggaccacaaatgtcttagtgettggcaaacatccagaaatggcetccatcctttatttctaccattgtttgctgagta
gagtaactaggaaaatagaatgtaataagagaagatatcagagagaaaaagagagaaactctacccatattccaactagcetta
aaaatcaatctctaatttcagggactagagtagaggtttcagctgaagtatacaactgcacagacttacgcataggaattaattat
ctaaagcgaatcagcacctcgttgaggaatttcaccgaacaggtggtgggcgatagaggaagacagacaacgeacagaga
ggcaataagcatggaggaatcccaggcaactgacattttagtttttctcatacatgcetgtatattaaattggaactttatcctgtacat
ctcaacatccattcatgccaacctacgtgaaaacaaaacaaaaaaaaggaataaaacccaatgccaagcagactgaaaccaa
tctcaaaggcgcaagcttttctgaactcacgatggttccagaaaggcegatgttttgctgacagagggagegticgatggagett
ctccatcacttaatttgtcccttcaagatgaaaaaagtaagaggtccaccgtaccaaaacattcttccactcagaagaaaaccac
agtagctggagggagtcaagcatgtcagaagcacagaaactgggaatggctaaaaagcaagtcttgacccttaacccaccec
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actggttcacctaccgcacctcgggttaggtattgettgctgaggtgtcacttttcgccaaagtcacgtctetettttggattettect
attggtccgtctegtttcctegttgetggttgctggtagegtttttgtccatatatatatggecagtccatatgtatcccegteactecte
atctatgctcctacccggcaacttcccactacgataagcagcaagtctacggetctgtcgaatetctetccgageaccactttga
aaaaagcttggatctttgagcaaaaatgggcagtcttgagaaggagaggactaccacgggttgggctgcaagggaccegtct
ggcgttctetctecttacacttatagectcaggtagattcaagaacttgecttcttcaggattgataaagatagctaagaatctaagt
tttcgttgtgcttgtgatgtegttctttaattettgtttttgcttgttcgatcaattacgtattaatcaatattcgattgattagtctgagtttat
cggcaaaaaagatttgtctaagtcacttcccaacaaatgcagaaacacgggaccagaagatctttacatcaaggtgttgagetg
cggaatttgccacagtgacattcaccagatcaagaatgatcttggcatgtcccactaccctatggttcectgggtaggtcttttcttg
cattaatcatgactgattcttcctcttetgtgtctettectattctaattattctttcecctetttttcaggcatgaagtggteggotgaggtt
ctggaggtggoatcagaggtgacaaagtacagagttggtgaccgagtgggaaccggtatagtggttggotectgcagaage
tgtggcccttgecaatticggaccaggagcaatactgcaacaagaagatttggaattacaatgacgtgtacaccgatggcaagece
cactcaaggtgggtttgctggtgagatagtggttggccaaaggtgageacttgecatgectcetetctactetettattctaagetgaa
atagcctacctaacgggggagagttgatgatccctcgaggagaccttgectgtgtggaattttgecattggatggaaaagceaaa
atatgaaaaactgtccgggttgaggtctgttgtatttcaatccaatggtgaaagaatgegagggcaccatgecccccatctactt
aaagcagatcgaaaagtgggcatcctttgtitgageccttccattgttgattcattcaatttcagttaatttgtcttgggtcaatcgta
atggcccacaaaatcacattcaacttgatgaacaataatcagaaagaaacatgtctggtcttgtcaattttagetcttaagtacttc
gaatggcatgacttgatttgatggtgtattgtaaatttagtaaactagttggcgaacttgaaggtcctgggaattagttaagtggaa
tgatcataggaaagacacatgactagcctaagctaacttctacagcactgcatgtaaacccgtacaaagtgaaactgatggaag
atttgactggtccgattggggtctttgcccttcaggtttgtggtgaaaatcccagatgggttagagtcggaacaggeagegeeg
ctgatgtgcgetggtgtgaccgtgtacagecectetggtgegetttgggetcaageaaagtggectgagaggagggatattggg
gettggaggogoottggccacatgggggtgaagatagecaaggecatgggacaccatgtgactgtgataagetctictgataag
aagagaacggaggcattggagcacctgggtgccgatgettacctagtgagetccgatgaaaatggaatgaaagaggecact
gattcgctcgactacatttttgacactatccetgtggttcaccetetcgaaccttacctggecttgttgaagetcgatgggaagetg
atcttgactggtgtcatcaatgctectcttcaatttatctctcecatggttatgettggtaaattctctagactecectttctettgagege
tgtttttgaatggattagtccatgcatcaatgaaggceataggcagecactgcacaaggaaatttatacagectgtgtaccatatga
aaatccattgtgaagcctgtcataatttactctaaaatggctattacatcatgttgtgatcacggtctgatgtttttttgctggcattttg
cgaacaaatgcaaaatcttctcttggattgacggtctttcaaagaaattgtatgtcacctcatttgtgtggttataacatgcaggga
ggaaatcaatcactgggagtttcatagggageatgaaggaaacagaggagatgettgagttctgcaaagaaaagggattgac
ttcccagatcgaagtgatcaagatggattatgtcaacacggccctagagaggctcgagaagaatgatgtcaggtacaggttcg
tcgtggacgttgtgggaagcaagettgattagttttgtcctttccccataattaaacaagaaatcgacgtgettgtctetcaattcga
gttcctcatgecctetgttgtatcattgtttgttatgccgagagtattattttcttetgtettcgtattgaaaccatagaccttetegattgt
gtattcaatgatgaaggtgttaatgattttatcacttaagaaatttttgactatttggattctggaagcattttgaattgggttgtgctgt
gttttcaagaggggtggaotgagggttctetttittgacagtgacccaacaacaaactcggatgaataaaagtgacacaatgtgttt
cacaattcttggtggatacgactctttgatagggtgctcaccagcttttcctaagttagcaaaggtcaacatcgcetttcacatggag
ccattatcccaagtgagcacaaagtaagataaaagagtagagggtggagactaggatgcttttctgecctaagtagegtcgaaa
atgtcagcagacagattaacctgagtcgtcaaatatacgagccatcacgaagatggttttgggaaagatgggggatttatgage
tcgetgagcettecegttcgatcaaaggaaacatggtgggtactccggagagatgcaacagegaccgetcagetegatetttetgt
ggtttccagetgatcctagaaacaagggcaaccactgtctcaatctttetgeggttectaatcgatcccageacaaatacgegta
ggaagacacgaaccttgcccgceaatcgagacacggtttgatgecgeattctggaageggcetcttccgacacacgaggeggaa
gtcagaagagagggaaaatgattttttcaggagagegagacctcaagcaaaggatacgacgtgtggatgacttcaccccaac
gtttgctaatgtccgggtecaccegetggecaccctegtcaactetetgecttccaaacatcctcggeatcatectgecaccacca
aaacccacgactgtgacaaggcacgceccccgagactttettgetctecectttatcggagagggaagaaaagtegggeggcett
gtacgcggacctcatcaaacgaagtttgagttggactgcggtgactgcgaaattgaaggtcacgeccaactgaaagegacct
ccttgaagacgacaaatggatctgcteggticgtatacccttcaaaatgaggtgtcatcttatcttttgagataagcaageatgec
gcttcatgtaacgacagacatcgeacccttccacccgggaataatcttgtgttcttcagggattatcatatgecaagtgaaatcgec
ctgtttctcttctegtictcgeccetegaccgattattttactgattcctactcagaacatgcaagtgaaactgecaatttttcacaaaa
ggaatgccatgtatcgcatctcgeccttgttgag
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9.2 Alinhamento de E. grandis com E. saligna (CAD2) demonstranto os 99,2% de
identidade.

Cortig34 -CAD 9397 CATGGGACACCATGTCACTGTGATAAGCTCTTCTGAT AAGAASAGAACGS 5446
arosares 1500 cobpne bR LU LU LI,
Cortig34 -CAD 5447 AGGCATTGGAGZACCTGEETGCCEATGCTTACC TAGTGAGC TCCGATGAR 5485
47294703 1550 AQOCATTOAGLAC T DUt CHLOA O AL At Ga0 T At gas 1500
Cortig34 -CAD 5497 AATGGAATGAAAGACSCCACTCGATTCGCTCGACTACATTTTTGACACTAT 5546
47294703 1600 A4T00EHTORAA0R0BCEACI ORI O CORETALATIITEgAtALTaL  L0ds
Cortig34 -CAD 5547 COCTGETEETTCACCCTCTCGAACCTTACCTGECCTTGT TEAAMSCTCGATG 5596
7294703 1650 LEH IR ELLLtH LGt AL L GG G bttty 1690
Contig3d-CaD 5597 GGAAGCTGATCTTGACTGETGTCATCAATGCTCCTCTTCAATTTATCTCT 5646
47294703 1700 BEAGCTOATATTGAct Bt Ot Lt dAat et ettt daatttatetdr 1740
Contig3d-CaD 9647 COCATGETTATGCTTGEETAAAT TCTCTAGACTCCCTTTCTCTTGAGCGCT 5696
7294703 1750 LLcAlQUTTALBETION ARt T At act et L Tt gageaet 1790
Contig3d-CaD 9697 GTTTTTGAATGGAT TAGTCCATGCATCAATGAAMGGCAT AGGCAGCCACTG 5748
7294703 1800 JUTTI0AACOBATTADT EEa DAt CadT GRADGEATA0OCABEEALTY 1840
Contig3d-CaD 5747 CACAAGGAAATTTATACAGCCTETGETACCATATCAAAATCCATTGTGAAS 5798
7294703 1850 (aCad00AAATITATACHOCELOTONE LaTa Badaat LAt T 0ady 1899
Contig3d-CaD 8797 CCTGTCATAATTTACTCTAAAAT GGCTATTACATCATGT TGTGATCACZGS 9846
7294703 1600 LTG1CATARTITACT L AART QT AT TACAT AT T L GUGAT EaLy 1040
Contig3d-CaD 5847 TCTGATGTTTTTTTGCTGGCAT TTTGCGAAC AAATGCAAAATCTTCTCTT 5805
7294703 1950 Tigagrittitgetagtat it plgaadaaitglastatiitictt 1999
Contig3d-CaD 58097 GRATTGACGETCTTTCAAAGAAATTETATGTCACCTCATTTGTGTGETTA 558415
7294703 2000 GUATTGALOI T Ladggaaatt BT at gt cac L LT TLgTOTa0t A 2049
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9.3 Alinhamento entre E. grandis e E. gunnii CADI identificando as indels.

Contig34-Cap
ESCAD
Contig34-Cap
ESCAD
Contig34-CaD
EGCAD
Contig34-Cab
ESCAD
Contig34-Cap
ESCAD
Contig34-CaD
EGCAD
Contig3d-Cab
ESCAD
Contig34-Cap
ESCAD
Contig34-CaD
EGCAD
Contig3d-Cab
ESCAD
Contig34-Cap

EGCAD

5487
4179
5537
4229
5557
4279
5637
4329
5657
4378
5736
4428
5781
4470
5831
4516

5881 TG

4566
5931
4616
SO9E1
4666

CTCCGATGAAAATGEAATGAAAGAGG CACTGAT TCGUTCGACTACATTT

FEEETEEEEE e e e e e e e e e e
ctccgatgaaaatggaatgaaagaggccactgattogotogactacgttt

TTGACACTATCCCTETGEET TCACCCTCTCGAAMCCTTACCTGGCCTTGTTG
FEEPTEEETE e e e e e e e e e e e e e

Ttgacactatocotgtgyitcaccototagaaccttacctgygocttgity

ARAGCTCGATEEEAMSC TEATCTTEATGETETCATCAATGCTCCTCTTCA

aagctogatgggaagotgatcttgactggigtcatcaatgotcctottaa

ATTTATCTCTCOCCATGGT TAT G T TGGETAMATTCTCTAGACTCCCTTTCT

CEVTEECTETE et e e et e e e e e
attratctotcccatgyttatgcttggraaattccta-tot oottt

CTTGAGCGCTG-TTTTTGAATGGAT TAGTCCATGCATC AATGAAGGCATA

CETEEEEEETE P et e e e e 1
cttgagogetgttttttgaatggattagtccatogatcaatgaagtoata

—GECAGCCACT G ————AC A MGG AL AT T TAT A_AGCCTOTGTACCATATG

chg----—- accgoatogacaaggaaatttataca--cogtgta-catatg

AAAATCCATTGTGAAGCCTOTCATAATTTACTC T AAAATGGCTATTACAT

CEVTEECEET et et teer teee e e il
aaaatccattgtgaagocttgoata——-Ttactot-aaatgoota-tacat

CATGTTGTGATCACGGTCTGATGT TTTT T TG TGGECAT TTTGCGAACAAA

CEE-TEEEEEEEEE e e e e e e e e e
cattttgtgatcacggtctoatgtttitttgotggcattitgogaacaaa

CAAAATCTTCTCTTGEEAT TEACGETCT T TCAAAGAAATTGTATGTCAC

Lo TELERETTEEEE et e e e e e e e et e e e e e i
TCgadaatcttotcttggattgacggtotttoaaagaaattgtatgtoac

CTCATTTGTGTGETTAT AACAT G AGGEAGEAAATCAATCACTGGGAGTT

CEVTTECTET e e et et e e e e
ctCatttgtgtguttataacatgcangganoaant caatcactgogaget

TCATAGGGAGCATGAAGEAAAC AGAGEAGATGCT TGAGT TCTGCAAAGAL
CEEPTEEETEE e e e e e e e e e e e e

tcatagggageoatgaaggaaacagaggagatgottgagttctgcaaagaa

5536
4228
5586
4278
5636
4328
5686
4377
5735
4427
5780
4469
5830
4515
5880
4565
5930
4615
5980
4665
6030
4715
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9.4 Alinhamento entre E. saligna e E. gunni demonstrando novamente a presenca

das indels.

EGCZAD
AFZ294703
EGCAD
AF294703
EGCAD
AF294703
EGCZAD
AFZ294703
EGCAD
AF294703
EGCAD
AF294703
EGCZAD
AFZ294703
EGCAD
AF294703
EGCAD
AF294703
EGCZAD
AFZ294703
EGCAD

AF294 703

4185
1600
4239
1650
4289
1700
4339
1750
4388
1800
4433
15848
4480
1594
4526
1044
4576
1994
4626
2044
4676
2004

aat??aat aaa?a CCactgatt gt Cgactacgtttttgacactat
i

[ETTTHETTT CEVEETECEET T L
aatggaatgaaagaggccactgattogotogactacattittgacactat

CCCt?t Trtcaccctotogaaccttacctggoctt ctcgat
i i

[11] EERRRARRRRARRERRARENN |||| [T
ccctgtggttcaccctctcgaaccttacctggccttgttgaagctcgatg

?? AT CTT act??t TCatcaatgctcctcttCaattta
i

TCTCT
[TTTITH FLEVETEETEE TR
ggaagctgatcttgactggtgtcatcaatgctcctcttcaatttatctct

cccat??ttat ctt??taaattctctat—ctccctttctctt?a?c?ct
CEVTETTEREET ORI e e e e 1 e e e rm
Cocatguttatgottggraaattototatactcoctttcrettgagoyot
?tttttt AaTQUatTagrocatcgatcaat TCatacgg--——-- ac

[ITTITTL. ??IIII [IT1]. ||||||? S ?? 'l

g—tttttgaacggattagtccatgcatcaatgaaggcata—ggcagccac

?catcgacaa aaatttatacaccgt ———tacatat aaaatccatt
||||?? |?

tgc————acaaggaaatttatacggcctgtgttccatatgaaaatccatt

? ?aa ccttgoata--ttactct- aaat??cta—tacatcatttt?t?a
| COEet e T Peeerrerr Ferr Tl

gtgaagcctgtcataatttactctaaaatggctattacatcattttgtga
tcac??tct TTTTTTT ??catttt?c?aacaaatcgaaaatct
[ITITTI [LTT1T] ETEEETETE e
tcacggtctgatgtttttttgctggcattttgcgaacaaatgcaaaatct
tt??att ??tctttcaaa aaattgtat tcacctcattt?t
i

TCTC
[TTTTITTLT CEVTULEE TP Ty |
tctcttggattgacggtctttcaaggaaattgtatgtcacctcatttgtg

RN
tggttataacatgcagggaggaagtcaatcactggoagtttcatanggag
A A i

catgaaggaaacagaggagatgottgagitctgoaaagaaaagggattga

4238
16459
4288
1650
4338
1745
4387
1759
4432
1847
4479
1893
4525
1943
4575
1993
4625
2043
4675
2093
4725
7143
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9.5 Analise de BLAST do clone gendomico de CAD2 contra o banco de contigs do

Genolyptus

BLASTN 2.2.10 [Oct-19-2004]

Referen
Jinghui
"Gapped
program

ce: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer,

Zhang, Zheng Zhang, Webb Miller, and David J. Lipman (1997),
BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
s", Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= Contig34-CAD

(8106 letters)

Database: genolyptus

Sequences producing significant alignments:
tigl&&109711987743227716958834582163 870 0.
tig2&&109711987763510717070069379579 823 0.

CL12Con
CL12Con

40,749 sequences; 24,131,485 total letters

Score
(bits) Value

>CL12Contigl&&109711987743227716958834582163

Score

Identi

Strand
Query:

Sbjct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbijct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

Query:

Sbict:

Query:

Sbijct:

Length = 1533

= 870 bits (439), Expect = 0.0

ties = 442/443 (99%)
= Plus / Plus

5221 aggtttgtggtgaaaatcccagatgggttagagtcggaacaggcagcgccgctgatgtge
CEEEErrrrrr et r e e e e e et et
582 aggtttgtggtgaaaatcccagatgggttagagtcggaacaggcagcgcecgctgatgtge

5281 gctggtgtgaccgtgtacagccctctggtgecgetttgggctcaagcaaagtgggcectgaga
FEErrrrrrrrrrrrrrre ettt et r et e e el
642 gctggtgtgaccgtgtacagcecctctggtgecgectttgggetcaagcaaagtgggetgaga

5341 ggagggatattggggcttggaggggttggccacatgggggtgaagatagccaaggccatg
CEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr rerrrrrrrrrrrrrrrre e
702 ggagggatattggggcttggaggggttggccacatgggcgtgaagatagccaaggccatg

5401 ggacaccatgtgactgtgataagctcttctgataagaagagaacggaggcattggagcac
FEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrre
762 ggacaccatgtgactgtgataagctcttctgataagaagagaacggaggcattggagcac

5461 ctgggtgccgatgcttacctagtgagctccgatgaaaatggaatgaaagaggccactgat
FEEErrrrrrr et e e e e et r e e e e et
822 ctgggtgccgatgcttacctagtgagctccgatgaaaatggaatgaaagaggccactgat

5521 tcgctcgactacatttttgacactatccctgtggttcaccctctcgaaccttacctggece

FEEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
882 tcgctcgactacatttttgacactatccctgtggttcaccctectcgaaccttacctggece

5581 ttgttgaagctcgatgggaagctgatcttgactggtgtcatcaatgctcctcttcaattt
FEErrrrrrrrrrrrrrre e et et r e e e el
942 ttgttgaagctcgatgggaagctgatcttgactggtgtcatcaatgctcctcttcaattt

5641 atctctcccatggttatgcttgg 5663
FEETTEEEErr et
1002 atctctcccatggttatgcttgg 1024

0
0

5280

641

5340

701

5400

761

5460

821

5520

881

5580

941

5640

1001
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