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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da diversidade nucleotidica em dois
genes chave na via de biossintese de lignina. Os genes 4c¢/ e ccoaomt foram estudados em
amostras de populacdes naturais de trés espécies comerciais de eucalipto, E. grandis, E.
globulus ¢ E. urophylla. A mineragdo de um banco de dados de ESTs gerado no projeto
Genolyptus revelou a presenca de diferentes isoformas destes genes e uma riqueza de
seqiiéncias suficientes para deteccdo de SNPs. Para o gene 4c/, as tentativas de
resseqlienciamento sugeriram a existéncia de varias copias do gene no genoma do eucalipto
indicando a necessidade de clonagem prévia de amplicons para futuros estudos de diversidade
de seqiiéncia. A analise de um trecho de 440 pb do gene ccoaomt revelou uma freqiiéncia de 1
SNP a cada 55 pb, 63 pb e 220 pb respectivamente para E. grandis, E. urophylla ¢ E.
globulus. E. grandis (m = 0,00356) apresentou o dobro de diversidade nucleotidica do que E.
globulus (m = 0,00168) e cerca de 1,4 vezes mais que E. urophylla (m = 0,00254). Observa-se
ainda que E. grandis, a espécie com a maior distribui¢do geografica e portanto maior
oportunidade de fluxo génico, apresentou, de fato, valores mais altos de diversidade
nucleotidica e haplotipica. SNPs fixados ou quase fixados bem como indel privativos foram
observados em E. urophylla, a espécie disjunta que ocorre nas ilhas ao norte da Australia.
Foram detectados polimorfismos nao sindnimos, potenciais alvos interessantes para estudos
de variabilidade na atividade da enzima. A analise da extensdo do desequilibrio de ligacao,
embora limitada a apenas um gene e com base em poucos sitios polimorficos, sugere que
dentro de um gene e a distancias menores do que ~250 pb, SNPs tendem a se encontrar em
forte desequilibrio de ligacdo. O seqiienciamento e montagem de um clone BAC resultaram
na obtencdo da seqiiéncia completa da regido codante do gene 4c/ com 5.203 pb. A obtencao

desta seqliéncia com o inicio de transcrigcdo, inédita para Eucalyptus, abre possibilidades
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interessantes de estudos detalhados da diversidade nucleotidica e padroes de DL ao longo
deste gene em populagdes de clones fenotipados, no sentido de buscar associagdes entre

haplétipos especificos e variagao quantitativa em propriedades quimicas da madeira.

PALAVRAS-CHAVE: Eucalyptus, diversidade nucleotidica, CCoAOMT, 4CL, BAC.
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ABSTRACT

The objective of this work was to study the nucleotide diversity in two key genes in
the pathway of lignin biosynthesis. The genes 4c/ and ccoaomt were studied in samples of
natural populations of three commercial species of eucalypt, E. grandis, E. globulus and E.
urophylla. The mining of the Genolyptus EST database disclosed the presence of different
isoforms of these genes and a variety of sequences for SNP detection. For the gene 4cl/, the
ressequencing attempts had suggested the existence of multiple copies of the gene in the
eucalypt genome indicating the necessity of further cloning of amplicons for studies of
sequence diversity. The analysis of a fragment of 440 pb of the gene ccoaomt disclosed a
frequency of 1 SNP each 55 pb, 63 pb and 220 pb respectively for E. grandis, E. urophylla
and E. globulus. E. grandis (m = 0,00356) presented the double of nucleotide diversity of E.
globulus (m = 0,00168) and about 1,4 times more diversity than E. urophylla (m = 0,00254).
Furthermore, we observed that E. grandis, the species with the greatest geographic
distribution presented higher values of nucleotide and haplotype diversity. Fixed SNPs or
almost fixed as well as indel privative were observed in E. urophylla, the disjoint species that
occurs in the islands at the north of Australia. Nonsynonymous polymorphisms were detected
and are potential targets for enzyme activity studies. The analysis of the extension of the
linkage disequilibrium, although limited to few polymorphic sites along the sequenced region,
suggested that at distances smaller than 250 pb, SNPs tends to be in strong linkage
disequilibrium. The sequencing and assembly of one BAC clone resulted in a complete
sequence of the 4cl gene with 5203 pb. The sequence of the translation of this gene,
previously unknown for Eucalyptus, opens interesting possibilities directed to a more general
characterization of the nucleotide diversity and DL extension around this gene in populations

to the detection of associations between specific haplotypes and quantitative variation in
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chemical properties of the wood.

KEYWORDS: Eucalyptus, nucleotide diversity, CCoAOMT, 4CL, BAC



1.Introducao



1.1 A historia do eucalipto no Brasil

O plantio de florestas de eucalipto constitui uma das melhores alternativas para
atender as diversas demandas da sociedade no que diz respeito ao consumo de produtos de
base florestal, seja na area de papel, celulose e derivados, seja na area de siderurgia.
Entretanto, esse consumo vem atrelado as exigé€ncias de sustentabilidade da producdo de
biomassa florestal.

O Brasil comegou a se destacar como grande plantador mundial de Eucalyptus a partir
de 1910. Inicialmente, o eucalipto foi plantado com a finalidade de ornamentagdo ou para
servir de quebra-ventos, pelo seu extraordinario porte. Apds estudos mais profundos, o
silvicultor Edmundo Navarro de Andrade, com sementes trazidas de Portugal da espécie
Eucalyptus globulus inicialmente e mais tarde de E. citriodora e E. tereticornis, introduziu a
plantacdo economica do eucalipto. Comparado as espécies nativas do Brasil, o eucalipto foi o
que mais se destacou, sendo entdo escolhido para a produgdo de lenha para as locomotivas da
Companhia Paulista de Estradas de Ferro, hoje conhecida como Ferrovia Paulista S.A.

Em 1966, a area plantada constava de cerca de 600 a 700 mil hectares. Apos a
implementagdo da lei 5106, a qual define programas de incentivos fiscais ao reflorestamento,
a area plantada do eucalipto aumentou em mais de 3 vezes até o ano de 1992 (LIMA, 1993).

Atualmente, o Brasil estd entre os maiores plantadores mundiais, com pouco mais de 3
milhdes de hectares, detendo o maior indice médio de produtividade, 40m’ por hectare/ano
(Revista Madeira, 2003). Por ser uma arvore de crescimento rapido — com idade média de
corte de 6 a 8 anos — quando comparada ao ciclo das arvores de matas nativas que levam em
média 25 anos, além de facil adaptagdo as mais diferentes condigcdes de clima e solo, o
eucalipto passou a ser uma alternativa racional contra a devastacdo das florestas nativas em
diversas regides do planeta, propiciando a preservacdo do meio ambiente (CEIMA, 2002).

O género Eucalyptus é conhecido por sua grande variabilidade genética englobando



mais de 600 espécies descritas. Esta decorre, entre outros, do seu habito alégamo, da resposta
a pressdo de selecdo causada pelas alteragdes do meio ambiente e do proprio processo de
deriva e especiagdo. O mosaico formado pela distribuicdo das espécies reflete diferentes
adaptacdes a uma grande variagdo de clima e solo. S3o centenas de espécies com propriedades
fisicas e quimicas e caracteristicas mecanicas e estéticas tdo diversas que fazem com que os
eucaliptos sejam usados para as mais diversas finalidades, dispensando o uso das varias
espécies latifoliadas nativas (PEREIRA et al., 2000).

Além de matéria prima para a produ¢do de celulose, papel, chapas de fibra,
aglomerados, madeira serrada, casas, estruturas e moveis, outros beneficios e produtos
adicionais podem ser citados tais como a prote¢do de solos contra erosdes, a capacidade de
captagdo de CO,, a geragdo de energia (lenha e carvao), o tanino (curtimento de couro),
tecidos sintéticos, capsulas de remédios, Oleos essenciais e mel (polen). Destarte, o
Eucalyptus pode ser uma fonte de riqueza econdémica e social, gerando empregos ¢ mantendo
0 homem no campo (REVISTA MADEIRA, 1997).

Entretanto, mesmo diante das inumeras possibilidades de aproveitamento do eucalipto
e das riquezas disponiveis, poucas espécies tém sido plantadas em escala comercial. Isto
porque faz-se necessario a producdo de madeira de alta qualidade e para tanto, duas
estratégias podem ser empregadas. A primeira, mais utilizada até hoje, consiste em melhorar
geneticamente a qualidade da madeira das espécies mais plantadas, como Eucalyptus grandis
e Eucalyptus urophylla. A segunda alternativa ¢ a identificagdo de espécies produtoras de
madeira de caracteristicas satisfatorias para o uso que se pretende, com programas posteriores
destinados a aumentar a produtividade (CEIMA, 2002).

As espécies utilizadas em reflorestamento apresentam, entre outras vantagens, alta
produtividade, reduc¢do da idade de corte, seguranca de abastecimento, homogeneidade de

matéria-prima, custo competitivo, produgao regionalizada, além da possibilidade de multiplos



usos da floresta e seus produtos. Existe unanimidade entre os pesquisadores da area de
produtos florestais que a qualidade da madeira para determinados usos pode ser melhorada,
modificada ou ter alguns fatores minimizados ou controlados, em consideravel extensao.
Atualmente, busca-se a intera¢do entre os atributos desejados da matéria-prima e a qualidade
do produto final, através do trabalho conjunto dos setores de produgao florestal e industrial.

No Brasil, os programas de melhoramento genético tiveram inicio na década de 70
com o objetivo de encontrar espécies melhor adaptadas para as condi¢des ambientais e
propiciar o aumento do conjunto genético e qualidade das plantas (BRUNE & ZOBEL, 1981).
Clones elite de hibridos de E. grandis e E. urophylla foram gerados e sdo amplamente
utilizados pela industria de papel e celulose, devido a qualidade da madeira, o rapido
crescimento ¢ os grandes volumes de madeira que sdo produzidos (BERTOLUCCI et al.,
1995).

Dentre as centenas de espécies de ecucalipto, as mais plantadas no mundo sdo:
Eucalyptus grandis, E. saligna, E. urophylla, E. camaldulensis, E. tereticornis, E. globulus, E.
viminalis, E. nitens, E. deglupta, E. citriodora, E. exserta, E. paniculata e E. robusta. No

Brasil, as espécies mais utilizadas estao ilustradas na figura 1 (REVISTA MADEIRA, 2003).

E. saligna
E. grandis 17%
55%

E. grandis x
E. urophylla

11%

E. urophyila

Qutras espécies 9%

6% E. viminalis
2%

Figura 1. Proporgdo das espécies de Eucalyptus cultivadas no
Brasil.



1.2 Caracteristicas das espécies de Eucalyptus

Da familia das Myrtaceae ¢ com mais de 600 espécies descritas, o eucalipto ¢ uma
arvore originaria da Australia, tipicamente de clima temperado a sub-tropical mas de facil
adaptacdo em varias outras condi¢des climaticas. Possui fibras delgadas, curtas, rigidas, de
granulagdo reduzida, o nimero de fibras por grama ¢ alto e as microfibrilas apresentam uma
pequena angulagdo em torno do eixo da fibra. Todas essas caracteristicas, proporcionam uma
estrutura adequada para a produgdo volumosa de papel de boa qualidade e de alta opacidade,
o que ¢ de grande interesse para o comeércio.

As arvores sdo perenes e apresentam aromas, dependendo da espécie. Além da
importancia na estrutura da paisagem, elas se destacam no quesito qualidade da madeira e na
produgdo de o6leos. Os Oleos possuem um grande valor comercial, sendo utilizados na
medicina, indistria € aromaticos.

O eucalipto possui um genoma de aproximadamente 630 Mb com um conjunto
haploéide de 11 cromossomos. Devido ao grande interesse economico da espécie pela industria
papeleira, estudos estdo sendo realizados com o foco principal na qualidade da madeira. Desta
forma, varios genes que participam na formagdo da madeira, como o gene ccr, ccoaomt, cad,
comt entre outros, bem como genes de florescimento, sao os principais genes em estudo

atualmente.

1.2.1 Eucalyptus grandis

Sua area de ocorréncia natural estende-se em forma descontinua e fragmentada por
uma longa faixa costeira do continente Australiano, desde Newcastle até Atherton (Figura 2).
O clima em toda a area varia de temperado-quente a subtropical-moderado com invernos
suaves ¢ chuvas abundantes e bem distribuidas. E sem davida uma espécie que possui

qualidades excelentes, superando qualquer outra em incremento, quando em condigdes



ambientais adequadas. A madeira de E. grandis ¢ leve e facil de ser trabalhada. Utilizada
intensivamente, na Australia ¢ na Republica Sul Africana, como madeira de construgao,
quando oriunda de plantagdes de ciclo longo. A madeira produzida em ciclos curtos ¢
utilizada para caixotaria. Planta¢des, convenientemente manejadas, podem produzir madeira
excelente para serraria e laminagio. E a principal fonte de matéria prima para celulose e papel
do Estado de Sdo Paulo. E susceptivel ao cancro do eucalipto (Cryphonectria cubensis

Bruner) e ¢ a espécie mais plantada fora da Australia (IPEF, 2004).
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Figura 2. Distribui¢do da espécie E.
grandis pelo continente Australiano.
Adaptado de Eldridge et al., 1994.

1.2.2 Eucalyptus globulus

Eucalyptus globulus ¢ um das arvores nativas mais amplamente cultivada na Australia.
Ela pode ser encontrada em parques e jardins por toda a Austradlia e ¢ também bem
estabelecida em varias outras partes do mundo, incluindo o Brasil. E natural da parte leste da
Tasmania em populagdes distribuidas ao longo da costa (Figura 3). Também sdo encontrados
nas montanhas do Estados de Victoria e Nova Gales do Sul.

E considerada uma arvore de médio a grande porte a qual pode alcangar até 70 metros

de altura, com média variando de 15 a 25 metros. Possui uma madeira rigida, dura,



acinzentada, com tronco ereto e galhos de caule longo e fino. Apresenta textura aberta com
anéis de crescimento distintos. As toras sdo fortes e duraveis e utilizadas para os mais
diversos fins, como construgdes de estradas de ferro, producgao de papel, 6leo e mel.
Apresentam inflorescéncias brancas que ocorrem do inverno ao inicio do verdo. Possui
um forte e vigoroso sistema de raiz o qual pode causar danos a constru¢des e tubulagdes

subterraneas se a planta ndo for adequadamente localizada (WALTERS, 1998).
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Figura 3. Distribui¢do da espécie E.
globulus pelo continente Australiano.
Adaptado de Eldridge et al., 1994.

1.2.3 Eucalyptus urophylla

O Eucalyptus urophylla ¢ uma espécie do subgénero Symphyomyrthus, secgdo
Transversaria, série Salignae, sub-série Salignae.

Sua area de ocorréncia natural situa-se em algumas ilhas orientais do arquipélago de
Sonda: Timor, Flores, Adonara, Lomblem, Pantar, Alor e Wetar, situadas ao norte da
Austrélia, além de outras ilhas a leste do arquipélago Indonesiano (Figura 4). Na area de
ocorréncia natural, a madeira ¢ utilizada para construgdes e estruturas que demandem alta
resisténcia. No Brasil, a madeira ¢ para utilizacdo geral (FERREIRA, 1979).

E a espécie que tem o maior potencial de crescimento em termos de area plantada em



funcdo da tolerancia ao fungo causador do cancro do eucalipto (Cryphonectria cubensis).
Apresenta boa produtividade e potencial de utilizacdo para os mais diversos fins, como
fabricacao de papel e celulose, chapas duras, serraria ¢ produgdo de carvao (SCANAVACA

JUNIOR, 2001).
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Figura 4. Distribuicdo da espécie E. urophylla pelo continente Australiano.
Adaptado de Eldridge et al., 1994

1.3 Alignina

Em vista da importancia da madeira como matéria prima e fonte renovavel de energia,
investigacdes bioquimicas e moleculares sobre a formagdo da madeira estdo sendo conduzidas
em varios laboratérios do mundo. Se por um lado existe conhecimento relativamente extenso
sobre a via biossintética da lignina, ¢ ainda limitado o que se conhece sobre a bioquimica
existente na producao de celulose e hemicelulose e os genes envolvidos nesses processos. O
rapido avango na pesquisa molecular da lignina possibilitou a descoberta de outros
componentes da madeira que por sua vez aumentaram os conhecimentos e interesses da
quimica da lignina para a industria de polpa e papel (BAUCHER et al., 2003).

A lignina ¢, depois da celulose, o segundo mais abundante biopolimero terrestre,
agregando aproximadamente 30% do carbono orginico da biosfera. A capacidade de
sintetizar lignina foi uma essencial adaptagdo evolucionaria das plantas do meio aquatico para

o terrestre (BOERJAN et al., 2003; NICHOLSON & HAMMERSCHMIDT, 1992). Crucial



para a integridade estrutural da parede celular, a lignina permite a rigidez e condi¢do ereta da
planta (CHABANNES et al., 2001; JONES et al., 2001). Além disso, fornece a parede celular
a capacidade de impermeabilidade, permite o transporte de solutos através do sistema
vascular, impede a perda de dgua excessiva por transpiragdo e atua na protecdo da planta
contra o ataque de patégenos (HUMPHREYS et al., 1999).

Os trés maiores componentes de formacdo da parede celular sio a celulose, a
hemicelulose e a lignina. Moléculas longas de celulose proporcionam o esqueleto das paredes.
Cadeias lineares de celulose s3o alinhadas conjuntamente em estruturas conhecidas como
fibras elementares ou protofibrilas que, associadas a estruturas mais complexas, sdo chamadas
de microfibrilas. Hemicelulose e outros carboidratos produzem a matriz da parede celular
onde a lignina, um polimero fenolico hidrofobico heterogéneo, incrusta outros componentes
da parede tornando-a resistente e impermeavel (DELMER & AMOR, 1995).

A madeira ¢ a principal matéria prima utilizada na produgdo de polpa e papel (FAO,
2001). Durante a produg¢do do papel, a lignina é quimicamente separada dos outros
componentes polissacaridicos presentes na madeira através de reagdes de polpagem seguida
de branqueamento do papel, o que leva a um grande consumo de reagentes quimicos e
energia, tornando-a uma atividade onerosa para a industria, além da questdo da polui¢do do
meio ambiente (BIERMANN, 1996).

A etapa de remocao da lignina ¢ delicada e influencia diretamente na qualidade final
do papel a ser produzido. Residuos de lignina na polpagem causam reducdo do branco do
papel, mas ¢ de fundamental importdncia manter um balango final para evitar perda da
qualidade e quantidade de polpa por degradagdo da celulose. Por estas razdes, novas
tecnologias bioldgicas tém sido criadas e testadas a fim de evitar tais problemas. Uma das
novas tecnologias ¢ o pré-tratamento da madeira com enzimas ou fungos que degradam a

lignina (MESSNER & SREBOTNIK, 1994; VIIKARI et al., 1994). Outra alternativa,
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complementar a primeira, ¢ modificar a constituicdo da lignina ou alterar arvores
geneticamente para reduzir a produ¢do de lignina ou tornar mais simples a sua extragao.
Obviamente, para atingir esse objetivo, faz-se necessario um profundo entendimento sobre a
biossintese da lignina em niveis bioquimicos ¢ moleculares. Com base nestas necessidades,
pesquisas recentes no assunto tém sido motivadas pelo interesse das industrias de polpagem
(BAUCHER et al., 2003).

Estudos recentes de produtos derivados da lignina constataram um potencial valor
comercial, inclusive para as ligninas alquiladas, que possuem propriedades uteis como agentes
dispersantes e emulsificantes (KOSIKOVA et al., 2000), e para as ligninas usadas como co-
polimeros termoplasticos (LI & SARKANEN, 2000) e hidrocarbonetos aromaticos liquidos
obtidos através de clivagem da lignina (THRING et al., 2000). Modificagdes na via de
biossintese da lignina que resultem na incorporagdo de diferentes precursores poderdo

potencialmente expandir a variedade de produtos derivados da lignina.

1.3.1 Composigdo e estrutura da lignina

A lignina ¢ um heteropolimero aromatico complexo composto principalmente de trés
monoémeros derivados do alcool hidroxicinamilico que diferem entre si por graus de
metoxilagdo nas posi¢des dos carbonos C3 e C5 do anel aromatico (FREUDENBERG &
NEISH, 1968).

A Dbiossintese desses monomeros de lignina, ou monoligndis, inicia-se com a
deaminagdo do aminoacido fenilalanina e envolve sucessivas reacoes de hidroxilagdo do anel
aromatico, seguido de o-metilacdo fendlica e conversdo do grupo carboxil em um grupo
hidroxil, resultando nos alcoois p-coumaril, coniferil e sinapil (BOERJAN et al., 2003)

(Figura 5).
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H

Alcoal Coniferil Alcool p-coumaril Aleanl Sinapil

Figura 5. Estrutura molecular dos alcoois constituintes da lignina. Extraido e
modificado de Boerjan et al., 2003.

Inicialmente imaginava-se que as reagdes de hidroxilagdo e metilagdo ocorriam em
nivel de 4cidos cindmicos e que os acidos p-coumdrico, feralico e sindpico eram
subseqiientemente convertidos para os correspondentes monoligndis pela agao seqiiencial das
enzimas 4CL, CCR e CAD. Entretanto, a descoberta de todos os passos para a formagdo
desses mondmeros foi possivel através de ensaios enzimaticos in vitro que permitiram a
identificacdo dos genes envolvidos na via. A partir de analises de mutantes e plantas
transgénicas modificadas na biossintese de monolignéis, uma via de formagdao dos
monolignoéis foi inicialmente sugerida mas ja passou por diversas revisdes realizadas por
varios autores. Para os nossos estudos, adotaremos a descrita por Boerjan et al. (2003),

conforme a figura 6.
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Figura 6. Via biossintética dos monoligndis. A rota cinza escuro representa a via de produgdo dos
monolignéis mais amplamente aceita e descrita para as angiospermas. A rota cinza claro ¢ um caminho
alternativo que ocorre dependendo das condi¢des ambientais e da espécie. A parte branca ¢ descrita por
alguns autores mas ndo apresenta significante papel na biossintese dos monolignois. Extraido e modificado

de Boerjan et al., 2003. As siglas dos nomes encontram-se na lista de abreviagdes
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Os 4lcoois p-coumaril, coniferil e sinapil, quando incorporados ao polimero da lignina,
sdo denominados, respectivamente, de unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil (S).
Esses mondmeros sdo sintetizados intracelularmente, exportados para a parede celular e,
subseqlientemente, polimerizados. A lignina ¢ formada através da polimerizagao
desidrogenativa dos monolignois, realizada por diferentes classes de proteinas, tais como
peroxidases e oxidases (CHRISTENSEN et al., 2000).

Além desses trés principais monoligndis, o polimero lignina contém tracos de
unidades de monoligndis biossintetizados incompletamente e incorpora varias outras unidades
de fenilpropandides tais como hidroxicinamaldeidos, acetatos, p-coumaratos, p-
hidroxibenzatos e ferrulatos tiaminicos (SEDEROFF et al., 1999; BOERJAN et al., 2003).

Estudos mais recentes vém tornando cada vez mais claro o fato das ligninas serem
derivadas de varios mondmeros e ndo somente de trés monolignois. Muitas plantas normais
contém uma fragao substancial de ligninas derivadas de outros mondmeros, além de tragos de
unidades incompletas (RALPH et al., 2001). Muitas destas unidades t€ém sido identificadas
pela sua maior incorporagao no polimero de lignina em plantas transgénicas e mutantes com
perturbagdes na via de biossintese de monolignois.

Ralph (1997) sugere que as plantas simplesmente necessitam de um polimero com
propriedades mecanicas especificas e que a atual composi¢ao da lignina ndo ¢ particularmente
importante para a planta. Este mesmo autor afirma que plantas normais sdo produzidas
quando a produ¢do do mondmero tradicional ¢ inibida e as plantas fazem lignina a partir de
outros precursores que nao os trés mais comumente utilizados (ANTEROLA & LEWIS,
2002). Isto sugere que existe um molde de formagdo da lignina, mas as suas variagcdes muitas
vezes também sdo aceitaveis na constituicao das paredes celulares dos vegetais.

Para a maioria das enzimas descritas na via adotada para o nosso estudo, ocorrem

multiplas isoformas que sdo diferencialmente expressas durante as fases de desenvolvimento
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da planta e dependentes do ambiente na qual se encontra (CHEN et al., 2000; HU et al., 1998;
LAUVERGEAT et al, 2001; LINDERMAYR et al., 2002), apresentando diferentes
atividades cinéticas e preferéncias de substrato (EHLTING et al., 1999; HARDING et al.,
2002; ZUBIETA et al., 2002). Certos caminhos na via sdo mais favorecidos cineticamente do
que outros, ocorrem em tipos especificos de células ou condigdes ambientais ideais, o que
permite uma flexibilidade metabolica (Fig. 6).

Como exemplo, existem as isoformas da enzima 4CL (4-Coumarato CoA Ligase) que
na maioria das plantas analisadas utilizam os acidos p-coumarico, caféico e o fertilico como
substratos, mas nao o sindpico. Isoformas de algumas plantas sdo capazes de converter acido
sindpico em sinapoil-CoA (LINDERMAYR et al, 2002), criando a possibilidade em
determinadas plantas, que monoligndis possam ser sintetizados pela via dos acidos (VOGEL
& JUNG, 2001).

Um outro nivel de complexidade diz respeito aos intermedidrios da via que podem
afetar a sintese ou a atividade de certas enzimas. O acido cindmico, por exemplo, inibe a
expressao do gene pal (Fenilalanina amoénia liase) em nivel transcricional e pds transcricional
(BLOUNT et al., 2000; JONES et al., 2001) e induz a atividade de HCT (Hidroxicinamoil
CoA transferase) (LAMB, 1977). Em estudos com fumo transgénico, a baixa expressido de
C4H (Cinamato 4-Hidroxilase) reduz a atividade da PAL por retroalimentagdo (BLOUNT et
al., 2000).

Concentracdes de fenilalanina também afetam de forma substancial o fluxo da via.
Anterola et al. (2002) demonstraram em experimentos com cultura de células em suspensdo
enriquecidas com o aminoacido fenilalanina que ocorre um aumento nos niveis dos alcoois p-
coumaril e coniferil e dos transcritos dos genes pal, 4cl, ccoaomt (Cafeoil-CoA o-
metiltransferase) e ccr (Cinamoil-CoA redutase). A atividade das enzimas C4H e C3H (4-

Coumarato 3-hidroxilase) mostraram-se pouco elevadas em relagdo as enzimas anteriormente
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citadas.

Dessa forma, o qudo importante ¢ uma ou outra enzima constituinte da via de
biossintese de lignina ¢é, de fato, dificil avaliar, mas certamente havera alguma em que
alteracdes na sua expressdo ou na sua constitui¢do resultardo em alteracdes fenotipicas de

maior impacto na estrutura, composi¢ao e conteiido de lignina na planta.

1.4 Transgenia

Ensaios in vitro com enzimas de uma determinada via e experimentos com marcagao
radioativa t€m sido instrutivos para o entendimento da via de biossintese dos monoligndis,
mas sdo insuficientes para a compreensdo da complexidade da via in vivo.

Plantas transgénicas conseguem revelar uma situacdo mais proxima da realidade in
vivo. Grandes alteragdes na quantidade, composi¢do e estrutura primdria de algum produto e
os efeitos fenotipicos causados por alteragdes na expressao de um unico gene sdo palpaveis e
permitem uma visdo global e real de como se comportam essas alteracdes no proprio
organismo.

Nesse contexto, varios genes de multiplos passos da via biossintética de formagao dos
precursores da lignina tém sido finamente regulados para a diminui¢do ou aumento de
atividade por estratégias de supressdo por anti-sense ou superexpressao por homologos sense.
Os efeitos dessas manipulagdes biotecnologicas no processo de lignificagdo e, em alguns
casos especificos, a performance de plantas transgénicas e mutantes naturais durante a etapa
de polpagem, tém sido avaliados (JOUANIN et al., 2000).

Como um sistema modelo para o desenvolvimento de plantas, o organismo
Arabidopsis tem se apresentado como uma ferramenta genética poderosa com a qual €
possivel dissecar processos complexos como a lignificagdo (DEAN, 2005; ANDERSON &

ROBERTS, 1998). No mutante (fak1), experimentos com marcagdo radioativa indicaram que
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a mutacao bloqueava a via de biossintese na etapa de formagao do 4cido sinapico (CHAPPLE
et al., 1992). Este bloqueio resultou na produ¢ao de um mutante em que o polimero de lignina
ndo continha residuos de siringil. Para surpresa da maioria dos pesquisadores, trabalhos
recentes t€ém demonstrado que o substrato in vivo desta enzima ¢, de fato, coniferil aldeido, e
nao ferulato (HUMPHREYS et al., 1999; LI et al., 2000; OSAKABE et al., 1999). Esses
achados, em conjunto com outros estudos em plantas geneticamente modificadas, tém trazido
sugestdes para revisdes dos ultimos passos da via de monolignois.

Mutantes de milho, os mais antigos descritos na literatura - ha mais de 75 anos -,
despertaram um significativo interesse agrondmico. Alteracdes nos seus tecidos vegetais
apresentaram diferengas que permitem a digestio mais facil pelos ruminantes do que as
plantas normais, promovendo melhor nutricdo para os animais (CHENEY et al., 1991).
Porém, mesmo com essa grande vantagem, as variedades conhecidas dessas plantas ndo sdo
largamente cultivadas, por apresentarem crescimento lento, serem mais susceptiveis a pestes e
possuirem reduzida produgdo. Kuc e Nelson (1964) foram os primeiros a demonstrar uma
variedade mutante, especificamente os mutantes bml, identificados por uma producao
anormal de lignina. Esses mutantes sdo afetados na expressao da atividade em CAD (Cinamil
alcool deidrogenase), enquanto os mutantes bm3, sdo alterados na atividade de COMT (Acido
Caféico o-Metiltransferase) (VIGNOLS et al., 1995).

Os resultados obtidos pela andlise de plantas transgénicas modificadas na via de
biossintese de monoligndis tém demonstrado que (1) plantas podem tolerar grandes variagdes
no conteido e composi¢do da lignina; (2) que outros mondmeros que ndo os alcoois p-
coumaril, coniferil e sinapil sdo incorporados nos polimeros de lignina ¢ que (3) a
copolimerizagdo desses mondmeros incomuns podem resultar em estruturas vidveis de
lignina. Esses dados mostram que o polimero de lignina ¢ extremamente flexivel na sua

composi¢dao (BOERJAN et al., 2003).
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Ao mesmo tempo em que contribuiram para o entendimento de passos importantes da
biossintese da lignina e sua estrutura, as mesmas linhagens transgénicas tém demonstrado que
a lignina ¢ importante para a integridade estrutural da parede celular. Plantas que tiveram a
sua atividade reduzida em C3H, CCoAOMT e CCR, todas tiveram reducgdes no conteudo de
ligninas, associadas com o colapso dos vasos ¢ altera¢des no crescimento, fendtipos alterados
estes que podem variar significativamente de acordo com as condig¢des de desenvolvimento e
ambiente (PINCON et al., 2001a; PINCON et al., 2001b). Estudos mais detalhados com
tabaco em condi¢des de atividade reduzida da enzima CCR e de mutantes naturais irx4 de
Arabidopsis avaliaram as caracteristicas e as diferengas nos vasos que sofreram o colapso,
revelando uma expansdo da parede secundaria e a individualizagdo das microfibrilas de
celulose (LAMB, 1977).

Entretanto, em algumas situagdes, a redugdo do contetdo de lignina ndo esta associada
com o aparecimento de anormalidades. Lee et al. (1997) comprovaram que a redugdo da
atividade de 4CL em alamo (Populus sp.) resulta no aumento de crescimento da planta,
corroborando os resultados de Hu et al. (1999), que demonstraram ainda que o contetido de
lignina per se nao ¢ essencial para a integridade da estrutura da parede e a redugdo do
conteudo pode ser compensada por outros constituintes da parede celular. Outro resultado
interessante obtido com a transgenia foi em Populus, onde observou-se um incremento na
quantidade de celulose acompanhada de um decréscimo na lignina decorrente da reducao na
atividade em 4CL. Contudo, esse ndo parece ser um fendomeno comum, ja que em mutantes de
Arabidopsis (/rx4) defeituosos em CCR, tiveram menos lignina mas nenhum acréscimo na
celulose (JONES et al., 2001). Isto sugere que a quantidade ¢ a composicao das ligninas
variam de acordo com a espécie do organismo, tipos celulares e parede celular, e sdo
influenciadas por uma série de fatores como o estagio de desenvolvimento e pelo ambiente

em que se encontram, demonstrando a necessidade de estudos mais aprofundados em
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organismos geneticamente modificados.

1.4.1 Transgenia envolvendo o gene 4cl

Experimentos com transgenia realizados por Kajita et al. (1996) utilizaram a
expressdo anti-sense para reduzir a atividade de 4CL em fumo transgénico, resultando em
tecidos de xilema do caule com coloragdo marrom e reduzidos niveis de lignina. A taxa de
siringil/guaiacil da lignina foi reduzida, assim como o conteudo total da lignina, ocasionando
um aumento no numero de vasos que colapsaram nos tecidos de xilema (KAJITA et al.,
1997a). Em algumas plantas transformadas com construgdes sense de 4cl, as atividades de co-
supressao ndo foram uniformes por todo o xilema, mas demonstraram padrdes setorizados
(KAJITA et al., 1997b).

Em Arabidopsis, a repressao anti-sense da atividade da enzima 4CL reduziu o
contetdo de lignina das plantas, levando a um aumento da razdo siringil/guaiacil, com a
diminui¢ao significativa das unidades guaiacil ¢ o aumento das unidades siringil (LEE et al.,
1997). O resultado mais atrativo obtido a partir da redug¢do de expressdo génica de 4CL via
anti-sense foi reportado por Hu et al. (1999) em alamos transgénicos. Esta espécie possui pelo
menos dois genes diferentes codificando para a enzima 4CL, um que é expresso na epiderme
da folha e aparentemente esta envolvido na via de flavondides e o segundo é expresso
exclusivamente em tecidos de xilema lignificados. Em arvores que expressavam a constru¢ao
anti-sense para o segundo gene, os niveis de lignina foram reduzidos em mais da 45%, com
nenhuma aparente alteracdo na composi¢ao de lignina. Inesperadamente, essas redugdes na
quantidade foram acompanhadas em folha, caule e raiz, indicando um possivel mecanismo
para a reducdo na constitui¢ao de lignina em madeiras como um todo.

Num contexto geral, estes estudos indicam que apesar das significativas redu¢des nos

niveis de lignina, a composi¢ao do biopolimero permanece proéxima do original, alterando em
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maiores propor¢des na quantidade final de lignina mas mantendo a sua qualidade.

1.4.2 Transgenia envolvendo o gene ccoaomt

Zhong et al. (1998) estudaram a atividade de CCoAOMT na via de lignificagdo. A
repressao anti-sense da expressdo de CCoAOMT em fumo demonstrou um decréscimo em
quantidade de lignina e alterou a sua composi¢do pelo aumento na propor¢do de residuos
siringil. No mesmo estudo, reducdes na atividade de COMT nao afetaram a quantidade de
lignina, mas resultaram na produgdo de lignina com altas concentragdes de guaiacil. A
simultanea reducdo de COMT e CCoAOMT em fumo demonstrou uma redugdo na
quantidade de lignina além da obtida pelo bloqueio da atividade de CCoAOMT sozinho.
Inibicdo anti-sense da expressio de CCoAOMT em Populus demonstrou um modesto
decréscimo no conteudo de lignina, um aumento ndo significativo nas taxas de siringil para
guaiacil e um dramdtico aumento nos niveis de um produto derivado do acido sinéapico, que

ndo unidades siringil (MEYERMANS et al., 2000).

1.5 As enzimas

A via de biossintese dos precursores da lignina ¢ a mais bem conhecida no processo de
formagao da madeira e tem sido o foco da experimentagdo em biologia molecular florestal. A
maioria dos genes que codificam para as enzimas conhecidas desta via, bem como fatores de
transcri¢do e proteinas de parede, foram clonados e caracterizados particularmente em Pinus
taeda (ALLONA et al., 1998). Além disso, arvores transgénicas de alamo super expressando
ou sub-expressando algumas destas enzimas apresentaram alteragdes importantes na
quantidade e qualidade final de lignina (LI et al., 2003). Utilizando Agrobacterium como
sistema de transformacao, construgdes antisense de 4cl e sense de cald5h (Coniferaldeido 5-

hidroxilase) foram introduzidas em Populus tremuloides gerando arvores que expressavam
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cada um e ambos transgenes. Alteracdes de um pouco mais de 40% de reducdo no conteudo
de lignina com o incremento de 14% na quantidade de celulose foi obtido em plantas
transformadas com a construcdo antisense de 4cl. Ja para as plantas transgénicas
transformadas com a constru¢do sense do gene cald5h houve aumentos de até 3 vezes na
razdo siringil/guaiacil sem alteragdes na quantidade de lignina. Em plantas expressando
ambas as construgdes, os efeitos foram aditivos apresentando 52% menos lignina, um
aumento de 64% na razao siringil/guaiacil e 30% mais celulose. Embora genes j& tenham sido
identificados e expressados em sistemas transgénicos, pouco se sabe sobre a relacdo entre a
diversidade nucleotidica dos variantes alélicos destas enzimas presentes na natureza ¢ as
caracteristicas finais da lignina. Potenciais dificuldades para a utilizacdo em escala de arvores
transgénicas ¢ a ampla variabilidade existente no género Eucalyptus para lignina, sugerem que
o entendimento preciso e exploracdo refinada da diversidade gé€nica natural para estas
enzimas podera ser uma estratégia de grande impacto no melhoramento florestal.

Para promover uma alteragdo da lignificacdo, modificagdes na via de biossintese de
monolignois em determinados pontos poderdo proporcionar o efeito desejado. Tendo em vista
os resultados de experimentos de transgenia, a seguinte hipotese de trabalho pode ser langada:
existe correlagdo entre a variabilidade de seqiiéncia de genes da via de lignificagdo e a
variabilidade fenotipica nas propriedades quimicas da madeira. Esta variabilidade de
seqiiéncia pode ser tanto na regido codificadora quanto em regides reguladoras em cis que por
sua vez afetam a forma como fatores trans atuam na regulagdo da expressdo destes genes.
Neste trabalho as atengdes foram focalizadas em dois genes especificos da via, 4cl (4-

Coumarato:Coenzima A ligase) e ccoaomt (Cafeoil-CoA o-metiltransferase).

1.5.1 Enzima 4CL

A enzima 4-coumarato:CoA ligase (4CL) faz parte da via de formagdo da lignina
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mediando o ultimo passo do metabolismo geral de fenilpropandides. A enzima 4CL ¢
membro de uma superfamilia de enzimas formadoras de adenilatos que compartilham
mecanismos de reagdo comum com a forma¢ao de um intermedidrio do substrato adenilato na
presenga de ATP e magnésio, seguido de uma esterificagdo com coenzima A (CoA ligase), 4’-
fosfopanteteina ou oxidagdo por molécula de oxigénio. Os produtos da reagdo, ésteres de
hidroxicinamoil CoA, servem como substratos para a via especifica de formagdo de
fenilpropanoides.

Como sinonimos para 4CL estdo a 4-coumaroil-CoA sintase, 4-Coumaril-CoA
sintetase, p-coumaroil CoA ligase, hidroxicinamoil CoA sintetase, p-hidroxicinamoil
coenzima A sintetase. Possui EC (Enzime Commission) 6.2.1.12 que corresponde a uma
ligase, formando ligagdes carbono-enxofre, uma ligase acido-tiol, com reagdo principal: ATP

+ 4-coumarato + CoA = AMP + difosfato + 4-coumaroil-CoA (Figura 7).
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Figura 7. Ilustracdo esquematica de reagdo realizada pela 4-
coumarato:CoA ligase. Adaptagdo de Dean, 2005.

A grande importancia dos fenilpropandides para as plantas diz respeito a protecdo

contra luz ultravioleta (UV) que lhe ¢ conferida e a formagdo de lignina.

1.5.2 Enzima CCoAOMT
A enzima CCoAOMT, de grande importancia na via de formagdo da lignina, tem

papel principal na sintese de polissacarideos derivados do feruloil. Na via de biossintese da
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lignina, tem como fun¢do a metilacdo de cafeoil-CoA para feruloil-CoA e 5-hidroxiferuloil-
CoA para sinapoil-CoA. Parvathi ef al. (2001) demonstraram a preferéncia cinética, in vitro,
de CCoAOMT por Cafeoil CoA.

A enzima ccoaomt tem sido isolada e caracterizada em um grande numero de plantas,
como a alfafa (Medicago sativa, INOUE et al., 1998), cenoura (Daucus carota, KUHNL et
al., 1989), salsa (Petroselium crispum; PAKUSCH et al, 1989), adlamo (Populus spp.;
MEYERMANS et al., 2000), pinheiro (Pinus taeda; LI et al., 1999) e tabaco (Nicotiana
tabacum; MARTZ et al., 1998). Esta enzima esta envolvida no refor¢o das paredes celulares
vegetais além de responder a ferimentos e a ataques de patdgenos (desafio a patdgenos)
aumentando a formagdo de polimeros de acido fenolico, ligantes de parede celular
(GASTEIGER et al., 2003; UNIPROTKB/SWISS-PROT, 2003).

Possui EC 2.1.1.104 que corresponde a uma transferase de grupos de um carbono, da
classe das metiltransferases, com reacao: S-adenosil-L-metionina + cafeoil-CoA = S-adenosil-
L-homocisteina + feruloil-CoA. Como sindénimos, Trans-cafeoil-CoA 3-o-metiltransferase,

CCOMT e CCoAMT (Figura 8).
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Figura 8. Reacdo de metilagdo catalisada por CCOAOMT. A
enzima CCoAOMT metila os substratos Cafeoil CoA e 5-
Hidroxiferuloil CoA, com preferéncia, em reagdes in vitro, por
Cafeoil CoA. O pontilhado da seta refere-se a possibilidade da
reacao. SAM (S-adenosil-L-metionina) é o doador do metil em
ambas as reagoes. [lustracdo modificada de Ferrer ef al., 2005.
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1.6 Estudo da seqiiéncia nucleotidica

Analises moleculares nos ultimos 20 anos tém demonstrado que existe uma grande
variagdo genética entre individuos de uma mesma espécie e entre espécies do mesmo género.
Esta variagdo se manifesta em nivel morfologico, cromossdmico e principalmente
nucleotidico.

De maneira geral existem trés principais fontes de geracdo ¢ ampliacdo de variagdo
genética: mutagdo, recombinacdo e fluxo génico/hibridagdo. O processo de mutacio envolve
alteragdes de base nucleotidica, a maioria delas silenciosas, com eventuais reflexos em troca
de aminoacido e geragdo de nova seqliéncia protéica. A taxa de mutagdo ¢ definida como a
probabilidade de uma cépia de um alelo mudar para alguma outra forma alélica em uma
geracdo. As taxas de mutagdo sdo tdo baixas que apenas a mutagdo ndo pode responder pela
rapida evolu¢dao das populagdes e espécies. Se um novo variante alélico ndo for perdido,
processos genéticos, demograficos e evolucionarios, em adi¢do ao processo de deriva,
determinam a sua freqiiéncia populacional e sua associagdo ndo aleatéria com locos
adjacentes (desequilibrio de ligagao; DL) (BROWN et al., 2004), que pode ser quebrado pelo
processo de recombinagao.

No passado, a variagdo genética em muitas espécies de plantas era mensurada por
eletroforese. Hamrick e Godt (1996) sumarizaram dados de aloenzimas para diversas espécies
florestais, incluindo informagdes sobre as caracteristicas das espécies tais como ciclo de vida,
sistema de polinizagdo, dispersdo de sementes e sistema de cruzamento. Eles demonstraram
que essas caracteristicas estavam intimamente relacionadas com as quantidades e padrdes de
variagdo genética para as espécies em estudo.

Com o avango da tecnologia molecular, progressos recentes nas técnicas de
seqiienciamento permitem hoje estudar a variagdo genética em detalhe, em complemento as

descobertas inicialmente realizadas por eletroforese.
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Em plantas, a variacdo nucleotidica em genes nucleares tem sido bem estudada em
plantas anuais, especialmente em Arabidopsis. Esses estudos tém proporcionado informagdes
interessantes sobre a estrutura populacional e sele¢do natural que, por inferéncia, pode ser
esperada para as diversas espécies de plantas, até mesmo arvores. Entretanto, por usualmente
possuirem um longo tempo de geragao, os efeitos de mutagdo e selecao nas arvores podem ser
diferentes das plantas herbaceas (DVORNYK et al, 2002), exigindo-se assim, estudos
especificos.

Desta forma, varios experimentos tém sido conduzidos a fim de esclarecer esta
possivel diferenga. Stephan e Langley (1998) demonstraram em Lycopersicum que em 36 loci
de oito espécies diferentes ocorrem polimorfismos naturalmente e esse polimorfismo ¢
correlacionado positivamente com a densidade de crossing-over ao longo da regido do
genoma estudada. Brown et al. (2004) demonstraram a diversidade nucleotidica em Pinus de
aproximadamente 18 Kb de DNA, abrangendo 19 loci diferentes. J4 em milho (Zea mays), o
estudo da seqiiéncia de DNA foi mais aprofundado, na tentativa de associar fen6tipos com as
alteracdes observadas na seqiiéncia de DNA do gene responsavel pelo tempo de florescimento
da espécie, dwarf8 (d8) (THORNSBERRY et al., 2001). Outro estudo com milho revelou a
seqiiéncia nucleotidica e¢ a variabilidade em 18 segmentos de genes (CHING et al., 2002) e
comprovou os altos niveis de diversidade nucleotidica em regides proximas ao gene thl/
(CLARK et al., 2004).

Em arroz, a seqliéncia do gene xa5 foi descrita, além de 45 Kb de seqiiéncia proxima
ao gene. As diferengas encontradas na regido acima e abaixo do gene foram analisadas e
correlacionadas com o gene (GARRIS et al., 2003). Em Pinus, um grande investimento em
estudos de seqiliéncia nucleotidica tem trazido varias informacdes importantes, tanto para o
género, quanto para agregar informagdes para o entendimento geral de arvores. Estudo em

diversos genes do género Pinus (DVORNYK ef al., 2002; NEALE e SAVOLAINEN, 2004;
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GARCIA-GIL et al., 2003) e em genes especificos para a formagao de madeira foram
estudados (GARNIER-GERE et al., 2003).

Da mesma forma, em FEucalyptus, estudos quanto a seqiiéncia nucleotidica foram
realizados em dois genes importantes da via de biossintese de lignina, o ccr e o cad (POKE et
al., 2003; HAWKINS et al., 1994). Validando a importancia de alguns genes presentes em
espécies vegetais, estudos em outros géneros abrangendo estes dois genes foram realizados
em fumo (PIQUEMAL et al., 1998; BOUDET et al., 1998), milho (BAUCHER et al., 1998)
e em Pinus taeda (RALPH et al., 1997), permitindo a comparacao da seqiiéncia nucleotidica

entre as espécies ¢ o estudo evolucionario das espécies.

1.7 Mutacoes

Os estudos de variagdo em nivel de pares de bases pelo seqiienciamento de DNA
podem fornecer informacgdes de dois tipos. Primeiro, traduzindo as seqiiéncias de regides
codificantes obtidas de diferentes individuos em uma mesma populagdo ou de espécies
diferentes, podem ser determinadas diferencas de seqiiéncia de aminoacidos. Os estudos
eletroforéticos mostram apenas que ha varia¢do nas seqliéncias de aminoacidos, mas nao
podem identificar quantos ou quais aminoacidos diferem entre os individuos.

Segundo, a variagdo de pares de bases também pode ser estudada para aqueles que nao
determinam ou mudam a seqiiéncia da proteina. Isto inclui o DNA nos introns, nas seqiiéncias
flanqueadoras de 5’ que podem ser regulatorias, no DNA nao-transcrito em 3’ para o gene, €
nas posi¢cdes dos nucleotideos dentro de cddons, usualmente nas terceiras posicdes, cuja
variagdo em sua maioria nao resulta em substituicdes de aminoacidos. Dentro de seqiiéncias
codificantes, estes chamados polimorfismos de par de base silenciosos sdo mais comuns que
as mudancgas que resultam em polimorfismos de aminoacidos, supostamente porque muitas

mudangas de aminodcidos interferem no funcionamento normal da proteina e sdo eliminadas
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por selecdo natural.

Existem também restricdes em seqiiéncias nao-codificantes 5’ ¢ 3’ e em introns. Tanto
o DNA ndo-codificante 5’ quanto o 3’ contém sinais de transcri¢ao e os introns podem conter
acentuadores de transcri¢do (GRIFFITHS et al., 2001).

As alteracdes na constituicdo da seqiiéncia do DNA, resultantes em polimorfismos,
sdo caracterizadas por eventos de substitui¢do de bases e adicdo ou dele¢ao de bases.

A substituicao de base consiste na alteragdo da base existente por uma outra, durante o
processo de duplicacdo do DNA ou por efeitos externos que provoquem essa alteragdo, como
radiagdo, por exemplo. A substituicdo de base pode ser classificada em dois tipos: as
transicdes, que constituem a substituicdo de base por outra de mesma categoria quimica
(purina:purina; pirimidina:pirimidina) e as transversdes, que consistem na substituicao de base
por outra de categoria quimica diferente, como de uma purina por uma pirimidina ou vice ¢
versa.

As mutagdes em regides codificadoras podem ser classificadas em trés tipos: mutagdes
silenciosas, na qual o cddon ¢ modificado mas o aminoacido resultante ¢ o0 mesmo. A segunda
forma de mutacdo ¢ a de sentido trocado, na qual o codon modifica o aminoacido. A terceira
forma de mutag@o consiste na sem sentido, em que o cédon que determina um aminoacido €
substituido por um c6édon de terminagao.

Essas substituigdes podem ser de forma sindnima, onde o aminoacido resultante é
alterado, mas a sua caracteristica quimica ¢ semelhante ao aminoacido original, ou de forma
nao sindnima, onde a substitui¢do ¢ por um aminoacido de caracteristicas quimicas diferentes
da que continha o aminoacido original. Neste caso, pode haver modifica¢des estruturais e
funcionais na proteina. Embora SNPs sinonimos ndo alterem a seqii€ncia protéica, eles podem
modificar a estrutura e a estabilidade do RNA mensageiro e, conseqiientemente, afetar a

quantidade de proteina produzida. Além disso, SNPs podem afetar o processamento de introns
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(“splicing” alternativo), causar alteracdes no padrao de expressdao de genes (como no caso de
alteracdes em seqliéncias de promotores) em um determinado tempo ou em resposta a
condi¢des ambientais ou em determinados tecidos, gerar ou suprimir codons de iniciagdo e
terminagdo ou sitios de poliadenilagdo na molécula de RNA mensageiro (GRIFFITHS et al.,
2001).

Atrelado ao conhecimento das mutagdes, o aprofundamento dos estudos das
seqiiéncias nucleotidicas e a busca incessante por correlagdes das diversas variagdes
existentes, surgiram uma série de conceitos que agregam as diferentes areas de pesquisa,

como a estatistica, a informatica e a biologia.

1.8 SNPs

Single Nucleotide Polymorphism, ou seja, polimorfismo de base individual ou tnica
(SNP) ¢ o acronimo amplamente utilizado hoje para definir a varia¢ao de seqiiéncia observada
em uma posi¢ao individual da seqiiéncia de DNA, na qual alternativas de alelos existem em
individuos normais em algumas populagdes, com freqiiéncia de pelo menos 1%.

Os SNPs podem se apresentar na forma de polimorfismos bi-, tri- ou tetra-alélicos,
mas na maioria das apari¢des ¢ na forma bi-alélica. Além das variagdes multiplas de base, os
INDELs também sao um grupo especifico de SNPs. O conceito de SNP estd intimamente
associado a varios outros conceitos como atuagdo recessiva, baixo poder de penetrancia, loci
de caracteristicas quantitativas (QTL) ou possibilidade de alelos associados, desde que todas
estas caracteristicas ocorram em alguns individuos normais (BROOKES, 1999). Entretanto,
mesmo a maioria das variagdes sendo determinada como SNPs pela freqiiéncia minima de
observacao de 1%, alguns alelos de baixa freqliéncia sdo observados e recebem a
denominacdo de variantes raros na populacdo. A taxa de diferengas nucleotidicas entre duas

seqiiéncias escolhidas aleatoriamente ¢ um parametro denominado diversidade nucleotidica
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(NEI & LI, 1979), o qual sera detalhado mais adiante.

Com a grande capacidade de seqiienciamento disponivel hoje, o descobrimento, a
validagdo e a utilizagdo de SNPs tém ganhado particular aten¢do como uma ferramenta para a
geracdo de um grande nimero de marcadores para mapeamento de todo o genoma. A alta
freqiiéncia com a qual os SNPs sdo encontrados ao longo do genoma definem a utilidade dos
SNPs nos programas de mapeamento do cromossomo. Os SNPs podem ser utilizados para
estudos de mapeamento com altas concentragdes de marcadores, importantes para o estudo de
genes candidatos e clonagem posicional ou, mais importante, como polimorfismos
relacionados diretamente a algum gene de interesse.

Os SNPs sao distribuidos por todo o genoma como na regido de introns, exons,
regides intergénicas, promotores ou enhancers, etc. Entretanto, a localizacdo dos SNPs pode
ser de relevancia funcional e fisioldgica para o organismo. Um SNP localizado na regido
codificadora por exemplo, pode ter impactos profundos na formacdo da proteina. Um SNP
intronico pode influenciar na regido de splicing do mRNA (KRAWEZAK et al., 1992) assim
como um SNP no promotor pode influenciar na expressdo génica (DRAZEN et al., 1999). O
grau com que o SNP afeta no fenotipo ou € associado com a variagdo fenotipica ¢ o objetivo
maior do estudo de SNPs.

Os polimorfismos podem ser utilizados como simples marcadores genéticos, com os
quais podem ser identificados pontualmente os genes. Mas ha também um grande potencial
para o uso dos SNPs na deteccdo de associagdes entre forma alélicas de um gene e fendtipos,
especialmente doencas ou caracteristicas comuns que possuem genética multifatorial
(RAFALSKI, 2002).

Atrelado ao conceito de SNP e a sua utilizagdo, outros conceitos surgem para facilitar
a utilizacdo e compreensdo da funcdo dos SNPs nos diversos estudos. Um conceito

amplamente utilizado ¢ o de desequilibrio de ligacdo (DL). Desequilibrio de ligacdo ¢ a nao
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independéncia dos alelos ao longo do genoma.

Se um sitio polimorfico ¢ identificado em um segmento de DNA, ele pode servir como
um ponto de referéncia fisica ou como um marcador molecular que pode ser seguido ao longo
das geragdes. Se o SNP estd proximo a um gene de interesse, ele pode servir de identificador
no genoma para o acompanhamento de outros polimorfismos naquele gene. Entretanto, a
distancia entre o marcador e o polimorfismo alvo pode ser tal que eventos de recombinagao
geram associacdes ao acaso entre alelos do marcador e do polimorfismo alvo, ou seja, os dois
estdo em equilibrio de ligacdo. Este fendmeno, existente com diferentes extensdes ao longo do
genoma, pode impossibilitar existéncia de correlagdo entre marcador e gene alvo.

Baixos indices de recombinagdo ¢ a associag¢do entre alelos de dois locos diferentes
caracterizam a situag@o de desequilibrio de ligacdo. Se dois alelos sdo encontrados juntos em
um gameta mais freqlientemente do que seria esperado, pelo produto de suas freqiiéncias, os
alelos estdo em desequilibrio de ligagdo (D), que ¢ calculado a partir das freqiiéncias
genotipicas e alélicas observadas para os dois locos (INGVARSSON, 2005). O valor de D
varia de acordo com a freqiiéncia encontrada do genotipo na populacao e quanto mais distante
de zero, maior a evidéncia de desequilibrio dos alelos, ou seja, associacao.

A fim de facilitar o entendimento, consideremos dois grupos de dados de seqiiéncias
que contém dois sitios de SNPs. No primeiro grupo, a primeira posi¢ao variante, para todos os
individuos, o alelo A foi observado. Respectivamente, foi observado o alelo G na segunda
posicao também para todos os individuos, ou seja, associado ao alelo A. Esta associa¢do dar-
se o0 nome de desequilibrio de ligagao. Contrariamente, no segundo grupo analisado, os alelos
As e Gs estdo aleatoriamente associados nos individuos e nao ha uma relagdo de aparecimento
de alelos no primeiro e segundo sitio. Desta forma, ¢ dito que os sitios estdo em equilibrio de

ligacdo (GAUT & LONG, 2003) (Figura 9).
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Figura 9. Representacdo esquematica da situagdo de
desequilibrio de ligacdo e equilibrio de ligacdo entre
dois loci. A. Quando o desequilibrio de ligagdo esta
presente, todos os individuos que possuem o alelo
vermelho no locus 1 possuem o alelo azul no locus 2. B.
Quando ha o equilibrio de ligagdo, individuos com o
alelo vermelho no locus 1 podem apresentar qualquer
alelo no loécus 2. A tabela de contingéncia
correspondente ¢ os valores de D’ estdo também
apresentados. Figura adaptada de Rafalski (2002).

Entretanto, férmulas matematicas foram desenvolvidas para calcular o valor de
desequilibrio de ligacdo entre dois sitios adjacentes. O “D” ¢ a medida quantitativa de
associacao alélica. Acompanhando o raciocinio do exemplo acima citado, podemos assim

calcular o desequilibrio de ligacao:

D12 = Pia2g — (P1a) (P2c)

Onde D;, ¢ a medida de desequilibrio entre os sitios 1 € 2, Pjax € a freqliéncia de
seqiiéncias que contém o alelo A no sitio 1 e o alelo G no sitio 2, Pja ¢ a freqiiéncia do alelo
A no sitio 1 e Py ¢ a freqiiéncia do alelo G no sitio 2. Utilizando esta formula, ¢ de praxe a
obter o valor absoluto de D, ndo importando quais alelos sdo mensurados e associados.

De acordo com a férmula acima citada, o valor de “D” agrega informagdes sobre
associagcdo ¢ freqiiéncias alélicas. Quando da andlise de um grupo de seqiliéncias onde

algumas das seqiiéncias ndo apresentam associagdo entre os alelos de dois sitios, ainda assim
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o valor D ¢ calculado. Devido a dependéncia das freqiliéncias alélicas, ¢ esperado que os
valores de D sejam amplamente variaveis entre pares de SNPs analisados, mesmo quando os
sitios estdo em completo desequilibrio de ligagdo, exatamente por dependerem também da
freqiiéncia observada dos alelos.

Existem duas formas de direcionar as freqiiéncias alélicas. A primeira é ignorar os
variantes de baixa freqiiéncia que contribuem desordenadamente para a variagdo em D.
Estudos mais rigorosos desprezam alelos que apresentam freqiiéncias abaixo de 5%. A
segunda solucdo ¢ a de utilizar medidas de associagdo alélica que sdo normalizadas com
freqliéncias alélicas. A mais comum medida de normaliza¢do ¢ o D’ (LEWONTIN, 1964).

Ha outros diferentes tipos de medidas para a estimativa do desequilibrio de ligagao
entre quaisquer dois loci bialélicos. Além de D e D’, existem o , R, D?, D* entre outros
(HEDRICK, 1987). De todas as medidas acima citadas para desequilibrio de liga¢io, D’e r°
sdo as medidas mais utilizadas para tal. D’ ¢ muito bem utilizado porque ele ¢ diretamente
proporcional a fragdo de recombinacdo. Entre as duas medidas preferidas, enquanto D’ mede
somente diferencas de recombinacdo, r* sumariza a historia de recombinacdo e mutacio,
admitindo um intervalo de confianga nao superior a 10%. Os testes de desequilibrio de ligagao
sdo definidos como significantes se os valores de p estiverem dentro da faixa permitida de
aceitacdo. Do contrario, as conclusdes podem nao ser confidveis e aceitas.

Mesmo em algumas situacdes em que a recombinagdo nao explica o padrdo de
variagdo entre dois sitios de SNPs, os niveis esperados de desequilibrio de ligacdo sdo em
funcdo da recombinac¢do. Quanto maior o nivel de recombinacdo, mais permutado ficard os
sitios, acarretando em baixo desequilibrio de ligagdo.

O desequilibrio de ligagdo ¢é afetado por varios fatores bioldgicos. Subdivisdo
populacional e combinagdo de populagdes geram o aumento do desequilibrio de ligagdo, mas

seus efeitos dependem do nimero de populagdes, a taxa de troca entre as populagdes e a taxa
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de recombinagdo (PRITCHARD & PRZEWORSKI, 2001). Similarmente, gargalos
populacionais e selecdo direcionada para certos alelos aumentam o desequilibrio, mas na
auséncia de outro fator de alteragdo de populagdes, como subdivisdo populacional, seus
efeitos sdo de curta duragdo (PRZEWORSKI, 2002). Do contrario, quando ocorre
cruzamentos aleatorios, mutacdo, recombinagdo e auséncia de sele¢do natural, é favorecido o
baixo desequilibrio de ligagao.

O estudo dos niveis de desequilibrio de ligacdo em plantas ¢ crescente e a forma de
utilizagdo mais amplamente desenvolvida e utilizada ¢ a associacdo marcador-caracteristica
seguido de selecao marcador-assistido, empregada em programas de melhoramento. A sele¢ao
¢ realizada tanto ao nivel de gene individual quanto de todo o genoma e incluem (1)
estimativas de desequilibrio de ligacdo em diferentes genomas de plantas ou em diferentes
partes do genoma de uma tnica espécie; (2) medida da diversidade nucleotidica e estrutura
haplotipica; (3) avaliagdo dos efeitos de sele¢do e domesticagdo; (4) identificagdo de
associagdes marcador-caracteristica; etc. (GUPTA et al., 2005).

Em plantas, hd poucos experimentos voltados para a estimativa de extensdo do
desequilibrio de ligagdo. Em Arabidopsis, como esperado, o desequilibrio de ligagdo estende-
se por longas distancias devido ao fato da espécie ser altamente autopolinizadora
(NORDBORG, 2000), variando em torno de 250 Kb para o locus FRIGIDA (HAGENBLAD
& NORDBORG, 2002) ¢ 65 Kb para o locus CRY2 (OLSEN et al., 2004), ambos
relacionados ao tempo de florescimento em Arabidopsis. Em milho, o desequilibrio de ligacao
decai rapidamente, em torno de 1500 pb para quatro genes estudados e 7000 pb para o gene
sul, devido principalmente a forma de cruzamento aberto e ao ativo sistema de
retrotransposons (REMINGTON et al., 2001). Em Pinus, o desequilibrio de ligagdo decai,
em média, a 1500 pb para varios genes estudados (NEALE & SAVOLAINEN, 2004).

Algumas espécies de plantas apresentam forte desequilibrio de ligagdo entre os SNPs
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distribuidos por longas distancias do genoma. Entretanto, por existirem grandes variagdes de
desequilibrio de ligagdao ao longo do genoma, ao invés da utilizagdo de um grande ntimero de
SNPs distribuidos, utiliza-se o conjunto destes, denominado haplétipos (STEPHENS et al.,
2001). O conceito de haplotipo esta intimamente relacionado tanto a diversidade nucleotidica
quanto ao desequilibrio de ligagdo e significa o padrdo de associacdo de SNPs que sdo
herdados conjuntamente e caracterizam um grupo, espécie ou populacdo. Normalmente, em
estudos que determinam o nivel de desequilibrio de ligacdo ao longo de um segmento do
genoma, também sdo inferidos os hapldtipos e sua diversidade para a determinada espécie e
regido do genoma. Hapldtipos s3o utilizados em estudos de associagdo e/ou mapeamento por
desequilibrio de ligacdo e ja sdo descritos em algumas plantas, como milho (CHING et al.,
2002), tomate (SIMKO et al., 2004), Pinus (DVORNYK et al, 2002; GONZALEZ-
MARTINEZ et al., 2004), cevada (RUSSEL et al., 2004), soja (CREGAN et al., 2002; ZHU

et al., 2003) entre outros.

1.9 Quantificaciao da diversidade nucleotidica

Virias estatisticas descritivas sdo comumente utilizadas para resumir os dados de
polimorfismo e estimar os parametros populacionais. Assumindo a teoria neutra proposta por
Kimura (1968), a variagao genética em nivel molecular ¢ considerada amplamente neutra,
sem influéncia de forcas seletivas, e a extensdo da variacdo ¢ determinada primeiramente pela
taxa de mutagdo e o tamanho efetivo da populagdo (KIMURA & CROW, 1964; NEI, 1987).
Entretanto, ¢ possivel testar a hipdtese de evolucao neutra pela comparagdo das quantidades
de variacdo genética observada e esperada. Se a discrepancia entre as quantidades observadas
e esperadas for grande, algum tipo de sele¢@o foi invocado (NEI & KUMAR, 2000).

A partir de um modelo neutro ¢ possivel utilizar as medidas da diversidade

nucleotidica para calcular a densidade esperada de sitios polimorficos para as diversas
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freqiiéncias alélicas. A disponibilidade de marcadores SNPs com freqiiéncias alélicas
apropriadas ¢ importante para que estes possam ser efetivamente usados para o mapeamento
genético, seja por analises de ligacdo ou baseadas em técnicas de mapeamento de associacao
por desequilibrio de ligacdo (KRUGLYAK, 1997; KRUGLYAK, 1999).

A extensdo do polimorfismo de DNA pode ser mensurada de varias maneiras
diferentes mas a medida mais comumente utilizada ¢ (1) o numero de sitios segregantes por
nucleotideos e (2) a diversidade nucleotidica.

Ao considerar uma regido do DNA, ou seja, um locus, e assumir que m copias do
segmento sdo aleatoriamente amostradas de uma populacdo, contendo n nucleotideos, e
qualquer sitio nucleotidico que apresente dois ou mais nucleotideos diferentes nas m
seqiiéncias, ¢ denominado de sitio segregante. O nimero total de sitios segregantes (S)
observados no grupo de dados dividido pelo numero total de nucleotideos examinados ¢
designado niimero de sitios segregantes por nucleotideos (ps). Considerando o valor esperado
de ps sob condigdes de auséncia de recombinagdo e a presenga de novas mutagdes sempre
ocorrendo em sitios ndo segregantes, tem-se o modelo genético chamado de modelo sitios-
infinitos. Da mesma forma que p;, 0 ¢ definido como um parametro de mensuragdo da
variagdo genética, mais simples que ps, exatamente pelo fato de o segundo ser proporcional a
taxa de mutagdo e ao tamanho efetivo populacional, independente do tamanho da amostra
(NEI & KUMAR, 2000).

O parametro de aplicagdio em modelos simples de genética de populagdes que
determina a quantidade e a distribui¢do da diversidade nucleotidica ¢ denominado parametro
de mutagdo populacional,

0 = 4N.u

onde N, ¢ o tamanho efetivo da populacdo e p € a taxa de mutacao por geracao.
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Estimativas do parametro de mutagdo populacional podem ser rapidamente calculadas
a partir do numero de sitios polimoérficos presentes em uma amostra de seqiiéncias obtida de
uma populagdo aleatdria. Este parametro ¢ denominado 6, (WATTERSON, 1975).

Uma segunda forma de estimativa leva em conta a diversidade nucleotidica, também

denominada de © (NEI & LI, 1979),

q
m= 2 Xindij
ij
onde q ¢ o nimero total de alelos, x; € a freqiiéncia na populagdo (em seqiiéncias) do alelo i, X;
¢ a freqiiéncia na populacdo (em seqiiéncias) do alelo j e dj ¢ o numero de diferengas
nucleotidicas ou substituigdes por sitio entre os alelos i e j. Resumindo, ¢ o somatoério das
diferengas de pares de nucleotideos entre seqiiéncias de uma amostra e depende tanto das
freqiiéncias quanto do nimero de sitios polimorficos, diferentemente de 0y, que ¢
independente de freqiiéncias.
Para um melhor entendimento dos diferentes parametros de diversidade estimados

consideremos um conjunto de 10 seqiiéncias de 11 bases, conforme est4 indicado abaixo:

AGCTTAATTAG
AGCTTAATT ! G
AGCTTAATTAG
AGITTTAATTAG
AGCTTAATTAG
AGCTTAATTAG
CGCTCAATTAG
CGCTCAATTAG
CGCTCAATTAG
AGCGCATTTAG

Observando estas seqiiéncias temos que:
n = namero de nucleotideos ,n=11
S = nimero total de sitios segregantes = 6

ps = numero total de sitios segregantes por nucleotideo = 6/11 = 0,545



Considerando apenas as primeiras quatro seqiiéncias:

AGCTTAATTAG
AGCTTAATT!G
AGCTTAATTAG
AGITTAATTAG

e as diferengas entre seqiiéncias:
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Seqiié 1 Seq Seqiiéncia 3 Seqiiéncia 4
Seqiiéncia 1 0 1 0 1
Seqiiéncia 2 1 0 1 2
Seqiiéncia 3 0 1 0 1
Seqiiéncia 4 1 2 1 0

A diversidade nucleotidica & ¢ igual a:

n =(1/a)x 2 diferencas/ (axn)=

a
Il

Yax (12/(4x11)) =0,06818

onde

n = namero de nucleotideos ,n=11

a = tamanho da amostra (numero de seqiiéncias) = 4

sob neutralidade m© = 0, =4N.u

Entretanto, mesmo diante das estimativas para a diversidade nucleotidica de um

determinado segmento de DNA ou para todo o genoma, ndo ¢ de total certeza que os

polimorfismos encontrados sdo de origem exclusivamente neutra. Desta forma, foram

idealizados testes estatisticos capazes de inferir a neutralidade dos alelos presentes na

populacdo. Tajima (1989) desenvolveu um teste estatistico, o teste D, para testar a hipotese de

que todas as mutagdes sdo seletivamente neutras (KIMURA, 1985). O teste D ¢ baseado nas

diferengas entre o numero de sitios segregantes e a diversidade nucleotidica e ¢ assim

representado:
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-2
D= ; = Ll
NV (d) VeiS + ee5(S — 1)
assumindo que:
- E 1 = e
4] & : a €] G|, Er = ﬂ-? + dg‘

onde:
S ¢ o numero total de sitios segregantes, n ¢ o nimero de seqiiéncias nucleotidicas e k ¢ a
média do nimero de diferencas nucleotidicas entre um par de seqiiéncias.

O valor de D esta atrelado a uma significancia estatistica, p, onde os limites de
confianga sdo obtidos assumindo que D segue a distribuicdo beta. O intervalo de confianga
sobre o valor de D é importante, pois € ele que indica se a sele¢do para o segmento analisado
esta ocorrendo. Valores de D iguais a zero sugere aderéncia total a teoria neutra; D < 0 sugere

diversidade reduzida, ou seja, selecdo, e D > 0 sugere selecdo balanceada.

Com o advento da gendmica e a busca incessante para a descoberta de novos genes,
grandes projetos incluem como ferramentas a constru¢do de banco de dados de seqiiéncias
para o organismo em estudo. A disponibilidade crescente de seqiiéncias parciais de genes a
partir dos projetos gendmicos e funcionais permite hoje a identificacdo de polimorfismos de
base individual (SNP) responsaveis ou associados a QTN (Quantitative Trait Nucleotide). Por
exemplo, em milho, SNPs no gene dwarf8 foram associados com florescimento
(THORNSBERRY et al., 2001). Estas associagdes por sua vez podem resultar no
desenvolvimento de marcadores para selecdo assistida em plantas baseados na variabilidade
de seqiiéncia de genes e ndo apenas em marcadores microssatélites a eles ligados
(MORGANTE & SALAMINI, 2003). O uso do polimorfismo de genes como marcadores

para selecdo de arvores permite o estabelecimento de relagdes diretas entre a variabilidade de
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seqliéncia destes genes e a variabilidade fenotipica observada. A grande vantagem desta
abordagem em darvores ¢ que a questdo potencialmente limitante de equilibrio de ligagao
gamética entre alelos de marcadores moleculares e alelos de genes ligados passa a ndo ser
relevante. Além disso, esta abordagem permite a analise direta de bancos de germoplasma e
colegdes de clones elite detalhadamente caracterizados (GRATTAPAGLIA, 2003).
Explorando uma ampla base de dados de EST (Expressed Sequence Tag) de eucalipto
geradas em 2002/2005, no ambito do projeto Genolyptus, € o seqiienciamento de amplicons
gerados de individuos tomados ao acaso de trés espécies do género FEucalyptus, esta
dissertagdo ¢ centrada na analise da diversidade nucleotidica inter e intra-especifica de dois
genes que codificam para duas enzimas consideradas chaves na via de biossintese de lignina,

4cl e ccoaomt.



2. Hipotese
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Existe ampla variagdo nucleotidica inter e intra especificas para o género Eucalyptus
spp. € para as espécies E. grandis, E. globulus ¢ E. urophylla nos genes que codificam para as

enzimas CCoAOMT e 4CL.



3. Objetivos
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3.1 Objetivo geral

Caracterizacao da diversidade nucleotidica existente nas seqiiéncias de dois genes de
lignificagdo, 4c! (4-coumarato coenzima A ligase) e ccoaomt (Cafeoil-CoA o-
metiltransferase), em nivel intraespecifico em Eucalyptus grandis, E. urophylla ¢ E. globulus

e em nivel interespecifico entre espécies comercias de Eucalyptus.

3.2 Objetivos especificos

1. Mineragdo eletronica do banco de dados de EST (Expressed Sequence Tag) do
projeto Genolyptus em busca de todas as seqiiéncias disponiveis para os genes que codificam

para as enzimas 4CL e CCoAOMT, enzimas chaves da via de biossintese de monolignois;

2. Seqlienciamento completo de clones de cDNA presentes no banco de dados do

Genolyptus, e analises de comparagdo eletronica com seqii€ncias do GenBank;

3. Alinhamento de seqiiéncias, identificagdo de clones potencialmente full length ¢

detecgdo de SNP in silico;

4. Desenho de iniciadores para amplificagdo de seqiiéncias exoOnicas e intrOnicas
destes genes cobrindo regides de ocorréncia de SNPs e buscando cobrir a maior amplitude

possivel do gene;

5. Amplificagdo de seqiiéncias dos dois genes em uma cole¢do de 50 individuos de
cada uma de 3 espécies de Eucalyptus (E. grandis, E. globulus e E. urophylla)

comercialmente utilizadas no mundo;
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6. Seqlienciamento ¢ montagem de um banco de dados de todas as seqiiéncias destes

genes e analise detalhada da diversidade nucleotidica em regides de exons e introns;

7. Comparagdo das posi¢des de SNPs entre analises in silico € por resseqiienciamento
em relagdo a estimativas de diversidade nucleotidica, heterozigosidade esperada por
nucleotideo (SNPs) e de haplotipos de SNPs, estimativa da extensdo do desequilibrio de

ligag@o, bem como a ocorréncia de indels;

8. Identificagdo, isolamento e seqiienciamento do gene completo que codifica para a
enzima 4CL pela constru¢do de uma biblioteca “shotgun” de um clone BAC de E. grandis
visando gerar informagdo de seqiiéncia para futuros estudos detalhados da variabilidade do

gene.



4. Material e Métodos
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4.1 Banco de dados de EST

No ambito do projeto Genolyptus foram construidas 13 bibliotecas de cDNA de
diferentes espécies de Eucalyptus a partir de amostras de RNA obtidas de diferentes estagios
de desenvolvimento e tecidos, como plantula, folha adulta e xilema. As bibliotecas foram
construidas pelos varios laboratérios colaboradores do Projeto, utilizando kit Superscript
Plasmid System with Gateway Tecnology for cDNA Synthesis and Cloning da Invitrogen Life
Technology, seguindo as recomendagdes do fabricante.

Pouco mais de 110.000 seqiiéncias foram geradas a partir do terminal 5° do inserto,
baseando no método de Sanger et al. (1977). Todas as seqiiéncias foram analisadas quanto a
sua qualidade para depois entdo fazer parte do banco de dados. Remocgdo de seqiiéncias de
vetor, tamanho minimo de 250 pares de base seqiienciadas com valor de qualidade (QV ,
Quality value) maior ou igual a 20 avaliada pelo software Phred (EWING et al., 1998;
EWING & GREEN, 1998) sdo alguns dos fatores para a validagdo da seqiiéncia e inclusdo no
banco de dados.

O banco de dados foi acessado diretamente pela Universidade Catolica de Brasilia —
UCB pelo enderego eletronico http://genoma.ucb.br/SistemaGenoma/, onde todas as
seqiiéncias geradas foram depositadas e analisadas quanto aos critérios anteriormente citados.

Na central de bioinformatica foi realizada uma busca de seqiiéncias que continham
identidade e similaridade com as seqiiéncias dos genes ccoaomt e 4cl. Essa identidade foi
buscada por meio do software BLAST (ALTSCHUL et al., 1990; http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/blast), de utilizacdo publica, e permitia a comparacao das seqiiéncias do banco de
dados com as seqiliéncias dos genes, relacionando quais seqiiéncias eram afins, e,
conseqilientemente, quais clones deveriam ser pingados para posterior andlise. Essa
comparagdo abrangia tanto a seqiiéncia nucleotidica, realizada pelo banco de dados do

GenBank, quanto a sua tradu¢do, realizada pelo banco de dados SwissProt
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(http://www.expasy.ch), o que trazia maior confiabilidade aos resultados. Uma relagdo de
potenciais cDNA completos (full-length), isto €, contendo integralmente a regido codificadora
dos mRNAs foi organizada e os clones de cDNA foram identificados por possuirem,
potencialmente, as seqiiéncias completas. Utilizando ferramentas de bioinformatica, os
representantes destes clones full-length foram selecionados para o seqiienciamento integral. A
identificagdo dos clones potencialmente full-length foi realizada utilizando um script
desenvolvido no Sistema Genoma que buscava o cédon de iniciacdo de transcri¢do na

seqiiéncia de Eucalyptus pela comparagdo com o cddon de iniciagdo do gene em Arabidopsis.

4.2 Reacdo de PCR para verificar tamanho aproximado dos clones de cDNA

selecionados e seqiienciamento dos potenciais clones full-length

Clones foram selecionados por meio de andlise de bioinformatica para os dois genes
em estudo, ccoaomt e 4cl, dentre seqiiéncias de varias bibliotecas de cDNA de espécies e
tecidos diferentes de Eucalyptus. A reacdo foi realizada em volume final de 25 pl contendo
1,5 ul de DNA (aprox. 20ng/ul), 2,5 pl de Tampao IB 10X (Phoneutria — pht), 4 ul de INTP
2,5 mM, 1 pl de MgCl, 50 mM, 100 ng de BSA, 2,5 ul de cada um dos primers a 3,2
pmoles.ul”, 0,3 ul de Tag DNA polimerase 5U/ul (Phoneutria — pht) e 9,7 ul de 4gua
destilada. As condigdes para a reagdo de PCR foram: desnaturagdo inicial a 96 °C por 2 min,
25 ciclos de desnaturagdo a 96 °C por 45 s, anelamento dos primers a 50 °C por 30s, extensao
a 60 °C por 3 min e extensdo final a 60 °C por 4 min. Os produtos amplificados foram
visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio, utilizando marcador
molecular / Kb DNA ladder como padrao de comparagao.

Para o seqiienciamento dos clones, foi utilizado o kit Big Dye™ Terminator v3.0
Ready Reaction Cycle Sequencing e as reagdes foram preparadas da seguinte forma: 2 ul de

DNA plasmidial (aproximadamente de 100-400 ng.ul™), 1 ul do primer (T7 e GLP) a 3,2 uM,
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3 ul de Save Money, 1 ul de Big Dye™ e 3 ul de agua Milli-Q autoclavada, para um volume
final de 10 pl. As reagdes foram amplificadas em termociclador com o seguinte programa: 96
°C por 2 min, 25 ciclos de 96 °C por 45 s, 50 °C por 30 s ¢ 60 °C por 3 min. Apo6s os 25
ciclos, incubar a 60 °C por 4 min.

Apoés a reacdo de seqiienciamento, os produtos foram purificados, desnaturados e

submetidos a eletroforese em seqiienciador 3700 ou 377 da Applied Biosystems.

4.3 Desenho de iniciadores

Oligonucleotideos de iniciagdo foram desenhados com o intuito de amplificar diversas
regides do gene de interesse. Dois grupos de primers foram construidos, de forma que os
diferentes pares formassem fragmentos com regides de sobreposicdo para a formagao de um
contiguo, gerando assim a seqiiéncia do gene completo.

O processo de desenho dos primers foi realizado a partir de seqiiéncias de dominio
publico disponibilizadas no banco de dados GenBank e com o auxilio de ESTs gerados pelo
Projeto Genolyptus. Selecionadas as seqiiéncias que indicaram homologia com o gene de
interesse, as seqliéncias foram entdo alinhadas utilizando o software ClustalW (HIGGINS et
al., 1994) e, considerando as regides de maior identidade entre as diversas seqiliéncias, primers
foram desenhados a fim de que fosse possivel o anelamento e extensdo do segmento esperado
em todos os individuos das trés espécies de eucalipto analisadas. Com o auxilio do programa
Primer3 (ROZEN & SKALETSKY, 2000), disponivel na Internet pelo enderego eletronico
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi, varios primers foram gerados e
escolheu-se o par que gerasse um fragmento de aproximadamente 400 pares de base. Esse
tamanho estimado foi escolhido pelo fato de que as seqiiéncias utilizadas para a constru¢ao
dos primers eram ESTs, ou seja, s6 continham regides codificantes. Como o nosso objetivo

era amplificagdo em DNA genOmico, tinhamos ainda que supor a existéncia de regides
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intronicas, de diversos tamanhos, que afetariam na extensao final do fragmento amplificado.
Conseqiientemente, com um fragmento de maior dimensao, o risco seria muito grande de nao
se obter, por fim, o seqiienciamento completo do segmento, impedindo a formagdo das

sobreposigdes e construgdo dos contiguos do gene.

4.4 Material Genético

Para o presente estudo foram selecionadas trés espécies de eucalipto entre as mais
plantadas no mundo e com ampla variabilidade fenotipica para caracteristicas da madeira:
Eucalyptus grandis, Eucalyptus globulus e Eucalyptus urophylla. Foram selecionadas 50
arvores de cada espécie, tomadas ao acaso a partir de progénies de polinizagdo aberta,
inicialmente estabelecidas por sementes coletadas na Australia, de uma mesma procedéncia, e
plantadas no Brasil pelas empresas Suzano Celulose e Papel e Klabin S.A.. Para E.grandis,
foram tomadas plantas a partir de duas procedéncias distintas, a E. grandis Pine Creek
(sudeste da Australia) e a E. grandis Atherton (nordeste da Australia), as quais sdo as mais
utilizadas em programas de melhoramento no Brasil.

As amostras foram enviadas na forma de folhas, devidamente embaladas e
identificadas. Apos o recebimento, as folhas foram estocadas a -20 °C seguida de extragdo do

DNA, conforme protocolo a seguir.

4.5 Extracao e quantificacio do DNA genomico total de Eucalyptus

A extracdo do DNA das varias espécies de Eucalyptus foi realizada a partir de tecido
foliar fresco e congelado. A extracdo foi realizada por meio de beeds de cerdmica de acordo
com o protocolo de Doyle & Doyle (1991), com adaptagdes de Ferreira & Grattapaglia
(1998), utilizando 10 a 20 mg de tecido por amostra. O tecido foi condicionado em tubos (2

ml) com tampa de rosca contendo a esfera menor das beeds no fundo do tubo e a esfera maior
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colocada apos o tecido. Para o rompimento das paredes e membranas celulares, foram
adicionados 700 ul do Tampao de Extragdo de DNA previamente aquecido a 65 °C e o tubo
submetido a uma agitacdo constante no agitador FastPrep por 20 s. Apds maceragdo por
agitacao fisica, foi iniciada a etapa de incubagdo em banho-maria a 65 °C por 1 h, com leve
agitacdo de 1 min a cada 10 min de incubacdo. Terminado o tempo de incubacdo, os tubos
foram resfriados em temperatura ambiente e, em capela de exaustdo, foi realizado o processo
de extragdo da fase organica das amostras com a adigdo de 600 ul de CIA
(Cloroférmio:Alcool isoamilico 24:1) em cada tubo, seguidos de agitagdo leve por 5 min e
centrifugacdo a 12000 rpm por 5 min. A fase sobrenadante das amostras foi recuperada e
transferida para um novo tubo. Os acidos nucléicos foram precipitados com a adi¢do de 360
ul de isopropanol absoluto gelado, seguido de agitagdo leve e incubacdo overnight a -20 °C.
Os tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 15 min e o sobrenadante descartado. E
possivel a formacdo de um pellet visivel apés a centrifugagdo. O processo de lavagem do
pellet foi realizado duas vezes com 1 ml de etanol 70%, deixando-o imerso por 10 min. Em
seguida, o pellet foi ressuspendido em 500 pl de Solucdo NaCl 2 M e os tubos incubados a 4
°C por 40 min. As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi
transferido para novos tubos. Foram acrescentados ao sobrenadante 330 pul de isopropanol
absoluto gelado, precipitando novamente os acidos nucléicos. Os tubos foram incubados a -20
°C overnight e centrifugados a 12000 rpm por 15 min. Ao pellet formado, foram realizadas
duas lavagens com 1 ml de etanol 70% por 10 min ¢ uma lavagem com etanol absoluto gelado
por 10 min. Apods o descarte do sobrenadante, os tubos foram centrifugados no concentrador
Speed Vacum por 15 minutos a 30 °C para a completa secagem do pellet. Apds secos, foram
ressuspendidos em 100 ul de Tampao TE acrescido de RNAse (1 mg/ml) e incubados a 37 °C
por 40 min. A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por eletroforese em gel de agarose

1% corado com brometo de etidio, utilizando como padrao de comparagdo, DNA do fago



50

lambda em concentrag¢ao conhecida.

4.6 Amplificacdo de segmentos dos genes

Utilizando iniciadores desenhados por Gion et al. (2000), fragmentos do gene ccoaomt
e 4cl foram amplificados utilizando DNA gendmico dos 50 individuos de cada uma das trés
espécies de ecucalipto. As reacdes de amplificagdo seguiram o seguinte protocolo:
aproximadamente 15 ng de DNA gendmico, 1,675 pul de Tris-HCI 1 M, 1 ul de BSA a 1
ng/ul, 1 pl de B-mercaptoetanol a 5%, 1 pl de MgCl, a 50 mM, 4 ul de Acetato de amonio a
100 mM, 2 pl de dNTP a 2,5 mM cada, 0,2 pl de Tag DNA polimerase (Phoneutria — pht) a 5
U/ul, 1 ul de cada um dos primers a 5 uM e agua Milli-Q autoclavada a q.s.p 25 pl.

As condi¢des de PCR, para ambos os genes, foram as seguintes: 95 °C por 5 min, 30
ciclos de 94 °C por 30 s, 64 °C para 4cl e 68 °C para ccoaomt por 45 s, 72 °C por 1 min 30 s,
extensao final de 72 °C por 20 min, seguida de 12 °C por tempo indeterminado.

Para os iniciadores desenhados neste trabalho para o gene 4cl, o protocolo foi o
seguinte: 20 ng de DNA genomico, 2,5 ul de tampao 10 X IIB (Phoneutria — pht), 0,25 ul de
cada um dos primers a 10 uM, 2 pl de dANTP a 2,5 uM cada, 1 ul de MgCl, a 50 mM, 0,2 pl
de Taq DNA polimerase (Phoneutria — pht) e agua Milli-Q autoclavada a q.s.p 25 pl.

As condigdes de PCR foram: 94 °C por 5 min, 30 ciclos de 94 °C por 30 s, 62 °C por 45
s, 72 °C por 2 min 30 s, extensdo final de 72 °C por 25 min seguida de 12 °C por tempo
indeterminado.

Os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo, ¢ comparados com DNA de fago lambda em concentragdo e tamanhos

conhecidos.
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4.7 Seqiienciamento de produto de PCR e analise

Fragmentos amplificados com primers especificos para cada gene foram gerados e
seqiienciados tanto a partir do terminal 3’ quanto do 5°. Quando ndo eram obtidas seqiiéncias
de qualidade esperada, foi realizado o resseqiienciamento. As reacdes de seqiienciamento
foram realizadas com dois kits: o kit DYEnamic™ ET Terminator Cycle Sequencing
(Pharmacia Biotech, EUA) e o kit Big Dye™ Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle
Sequencing. As reagdes foram realizadas da seguinte forma: Para o kit Big Dye™: 1 ul do
produto de PCR sem purificagdo, 2 ul de 5X Sequencing Buffer, também conhecido como
Save Money, 2 pl de Big Dye™ Terminator v3.0, 1 ul do primer utilizado na amplificagdo na
concentragdo de 3,2 uM e agua Milli-Q autoclavada em q.s.p para 10 pl. As reagdes foram
realizadas em termociclador Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, EUA) sob o seguinte programa: 96 °C por 1 min, 30 ciclos de 96 °C por 10 s, 50
°C por 5 s e 60 °C por 4 min, seguido de incubagdo a 4 °C por tempo indeterminado.

Para o kit DYEnamic™ ET Terminator, as reagdes foram preparadas da seguinte
forma: 1 a 3 pl do produto de PCR sem purificagdo, 1 pl do primer a 3,2 uM, 2 ul de
DYEnamic™ ET Terminator ¢ agua Milli-Q autoclavada em q.s.p 10 pl. As reagdes foram
realizadas em termociclador Applied Biosystems GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, EUA) sob o seguinte programa: 30 ciclos de 95 °C por 20 s, 50 °C por 15 s e 60
°C por 1 min, seguido de incubagdo a 4 °C por tempo indeterminado.

A purificagdo dos 10 pl de reacdo, para ambos os kits, envolveu a lavagem das
amostras com 2,5 ul de EDTA a 125 mM seguido do acréscimo de 25 ul de etanol absoluto a
temperatura ambiente. Misturados os volumes com o auxilio de uma ponteira, o material foi
incubado por 30min a temperatura ambiente. Aguardado o tempo de incubagdo, o material foi
centrifugado a 12000 rpm por 30 min. O sobrenadante foi descartado e 70 ul de etanol 70%

foram adicionados para a lavagem do pellet. O material foi novamente centrifugado a 12000



52

rpm por 15 min, e, apés o descarte do sobrenadante, o pellet foi submetido ao Speed Vaccum
(Eppendorf concentrador 5301) por 10 min para secar o pellet. A ressuspensao do pellet foi
diferenciada de acordo com o equipamento a ser utilizado para o seqiienciamento. 7 pul de
Loading buffer foram adicionados ao pellet para seqlienciamento em seqiienciador automatico
377 DNA Sequencer (Applied Biosystems ABI Prism). No caso do seqiienciador automatico
3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems ABI Prism), o pellet foi ressuspendido em 10 pl
de formamida (Hi-Di) e antes de serem acoplados e injetados no seqiienciador, o material foi
submetido a um processo de desnaturagao a 95 °C por 5 min, seguido de 3 min de incubagao
em gelo.

As seqiiéncias geradas foram analisadas no software SeqScape 2.1 (Applied
Biosystems), com o seguinte protocolo de analise: mistura de bases a partir de 30% de altura
do pico e no maximo 20% do total de bases, aceitagao de seqiiéncias com no maximo de 10%
de bases identificadas com N, tamanho minimo de 50 pb e score de base de no minimo
PHRED 15. As seqiiéncias também foram avaliadas visualmente quanto a qualidade e
polimorfismo, corrigindo possiveis erros de denominagdo de base e certificando as bases
denominadas com qualidade baixa.

As seqiiéncias foram comparadas com uma seqiiéncia de referéncia (Apéndice A)
gerada a partir do consenso de segmentos amplificados com primers especificos para o gene
de interesse, bem como de seqiiéncias depositadas no banco de dados do Genolyptus e no
GenBank. Na formagdo da seqiiéncia de referéncia, as posigdes que apresentavam
polimorfismo foram analisadas quanto a freqiiéncia dos alelos (base) e aquele que apresentou
maior freqiiéncia foi o escolhido para compor a seqiiéncia de referéncia. Esse consenso foi
também comparado com banco de dados de proteinas (SwissProt) e, em conjunto com dados
de seqiiéncia de aminoacidos e por comparagdo com seqiiéncia completa do gene em

Arabidopsis, foram identificadas regides de exon e intron na seqiiéncia de referéncia.
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Todos os segmentos gerados foram comparados com essa seqiiéncia de referéncia com
0 objetivo de se obter a seqliéncia completa para cada um dos individuos analisados.
Os seqiienciamentos de cada individuo se estenderam ao nimero de vezes suficientes

para obter o segmento compreendido pela seqiiéncia de referéncia.

4.8 Analise de diversidade de seqiiéncia

As seqiiéncias geradas foram analisadas quanto a qualidade das bases, alinhamento e
edicdo pelo programa SeqScape da Applied Biosystems. Nesse mesmo programa, foram
detectados os polimorfismos e sitios potencialmente em heterozigose, os quais foram
confirmados por inspecdo visual. Todos os singletons foram confirmados mas ndo fizeram
parte dos célculos estatisticos.

Utilizando o software DnaSP 4.10 (www.ub.es/dnasp) (ROZAS et al., 2003) foram
obtidas as seguintes estimativas:

a) Numero total de sitios segregantes (S);

b) Diversidade nucleotidica m (NEI & LI, 1979; NEI, 1987), o nimero médio de
diferengas nucleotidicas (SNPs, polimorfismos de bases individuais) por sitio entre duas
seqliéncias;

¢) Diversidade nucleotidica sob a hipdtese de neutralidade do polimorfismo 1 = 0, =
4N.u , onde N, € o tamanho efetivo populacional e p a taxa de mutagdo por nucleotideo por
geragdo (NEI, 1987). Ou seja, pela teoria neutra da evolugdo molecular, o nivel de
polimorfismo 6 ¢ proporcional ao tamanho efetivo populacional e a taxa de mutacao.

DnaSP 4.10 também foi utilizado para calcular:

d) o teste estatistico D de Tajima (TAJIMA, 1989), para testar a aderéncia dos dados
observados a teoria neutra da evolu¢ao molecular (KIMURA, 1985). Este teste ¢ baseado no

fato de que, sob o0 modelo neutro, as estimativas do nimero de sitios segregantes e do nimero
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médio de diferencas nucleotidicas sao correlacionados. O software DnaSP calcula o intervalo
de confianca de D (teste bilateral).

O desequilibrio de ligagdo foi estimado por r* e D’, e sua significancia foi calculada
pelo teste exato de Fisher, aplicando a corre¢do de Bonferroni para multiplas comparagoes,
utilizando o software DnaSP 4.10. As andlises incluiram somente SNPs com freqiiéncia
alélica maior ou igual a 5% e que tinham, portanto, poder suficiente para detectar
desequilibrio de ligacao.

Haplotipos foram determinados utilizando o software PHASE versdo 2.1.1
(STEPHENS et al., 2001; STEPHENS & DONNELLY, 2003) e reconstruidas as seqiiéncias

com o numero total de haplétipos esperados.

4.9 Identificacao de clone BAC com o gene alvo

No ambito do projeto Genolyptus foi construida uma biblioteca genomica de BAC de
um individuo da espécie FEucalyptus grandis (S. Brommonschenkel com. pess.). Essa
biblioteca composta por 20160 clones com tamanho médio de 120 a 150 Kb fornece uma
cobertura estimada de 4 vezes do genoma do eucalipto. Esta biblioteca foi submetida a uma
triagem via PCR com o objetivo de identificar um ou mais clones BAC contendo o gene alvo
para posteriores estudos da estrutura génica completa (promotor, regido codificadora e
introns).

Uma estratégia hierarquica de “pools” de clones BAC (reunides de clones) foi
utilizada para rapidamente alcancar o gene alvo. Os 20.160 clones BAC foram organizados
em 210 microplacas de 96 pogos. Mini-preparagdes de DNA de BACs foram realizadas em
“pools” de 96 clones de uma mesma placa. As 210 amostras de DNA foram entdo organizadas
em 35 “superpools” de 6 placas (“pools”) de 96 totalizando 576 clones por “superpool”

(Figura 10). As extragdes de DNA dos clones BAC foram realizadas para cada “pool” de 96
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clones resultando em 210 amostras de DNA a serem utilizadas na triagem para identificagao
do gene alvo.

A constru¢do dos superpools iniciou-se na fase de selecdo dos clones para a formagao
de uma placa de 96 clones. Ap6s a construcao da biblioteca, os clones foram selecionados e
alocados em microplacas de polipropileno de 250 pl com fundo “U” contendo meio LB e
antibidtico Clorafenicol a 12,5 mg.ml’. Apds o periodo de crescimento, procedimento
corriqueiro para a realizagdo da minipreparacdo de DNA, foi realizado um plaqueamento em
placa de petri contendo meio LB soélido acrescido do antibidtico. Esse plaqueamento foi
realizado de forma identificada, onde cada in6culo de cada pogo da microplaca constituiu um
novo clone. Transcorrido o tempo de crescimento em estufa a 37 °C, com o auxilio de uma
lamina de preparacdes histoldgicas e a adi¢ao de 500 pl de meio LB liquido, todos os clones
foram misturados e a solugdo serviu de pré-in6culo para um indéculo maior. Esse indculo foi
entdo submetido a uma miniprepagao para a extragdo do DNA de BAC de todos os clones em
conjunto. Dessa mesma forma, todas as 210 placas foram submetidas ao processo. Essa
extracdo resultou na formag¢do de um “pool”. Subseqiientemente, os 210 pools foram
distribuidos em trés microplacas de 96 pocos. Esse arranjo em trés placas foi novamente
organizado para somente uma placa (Figura 10). Cada uma das trés placas foi dividida pela
metade (1 ao 6 ¢ 7 ao 12). Os seis primeiros “pools” de cada linha constituiram um
“superpool”, assim como os demais seis “pools”. Assim, foram criados 35 “superpools”,

arranjados em uma microplaca de 96 pocos conforme ilustra a figura 10.
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4.10 Triagem (screening) dos clones de BAC

Inicialmente, foram realizadas 35 reagdes de PCR e mais os controles positivo ¢
negativo, utilizando os 35 superpools construidos como DNA molde e primers especificos
para o gene alvo. Apos visualizagdo do produto amplificado por eletroforese em gel de
agarose 1 % corado com brometo de etidio, descobriu-se qual o “superpool” que continha o
clone desejado. Descoberto o “superpool”, esse foi desmembrado em “pools” para continuar a
busca pelo clone alvo. Dessa forma, foram realizadas mais 6 reagdes de PCR, com controle
positivo e negativo, cada uma com um dos “pools” correspondentes ao “superpool”.
Verificado o produto amplificado em gel de agarose, identificou-se em qual “pool” estava o
clone alvo. Do mesmo modo, o “pool” foi aberto e a placa correspondente ao “pool” foi
analisada. Assim, 96 reacdes foram realizadas e verificado, pontualmente, qual clone continha
o gene alvo.

O protocolo para a reagcdo de PCR para o “screening” dos “superpools”, pools e placas
de BAC foi o seguinte: 2 ul do DNA do clone BAC, 2,5 pl de tampao pht 10X IIB
(Phoneutria — pht), 1 pl de cada um dos primers a 10 uM, 4 ul de dNTPs a 2,5 mM, 1 pl de
BSA a 2,5 mg.ml™”, 1 pl de MgCl, a 50 mM para o gene de 4cl e 1,5 pl para o gene ccoaomt,
0,5 ul Taq DNA polimerase a 5 U.ul™" (Phoneutria — pht) e 4gua Milli-Q autoclavada em q.s.p
25 ul.

As condigdes para a reagdo foram as seguintes: 95 °C por 4 min, 30 ciclos de 92 °C
por 45 s, 68 °C para ccoaomt e 65 °C para 4cl por 45 s, 72 °C por 1 min 30 s, extensdo final
de 72 °C por 10 min e incubagdo a 12 °C por tempo indeterminado. Os produtos da reagao
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo e
comparados com marcador molecular / Kb plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA —

EUA).
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4.11 Isolamento de DNA de BAC por lise alcalina

Para os clones BAC selecionados foi organizada uma microplaca de 96 colonias em
meio LB liquido e antibidtico Clorafenicol na concentragio adequada de 12,5 ug.ml™. Apés
o processo de crescimento, foi adicionado glicerol 50% em volumes suficientes para o
estoque das células bacterianas a -20 °C.

Para o isolamento do DNA de BAC, inicialmente foi realizada uma pré-cultura dos
clones. Em uma camara de fluxo laminar, foi depositado em cada poco de uma placa de 96
pogos, 100 pl de meio Circle Grow (Bio 101 Inc., Carlsbad, CA — EUA) contendo
Clorafenicol na concentragdo final de 12,5 pg.ml™. As culturas foram inoculadas utilizando
um replicador de coldnias com 96 pinos, a placa foi selada com adesivo e incubada a 37 °C
por 15 h. Depois de crescidas, as bactérias foram inoculadas em placa tipo deep well com 1,3
ml de meio Circle Grow e Clorafenicol (12,5 pg.ml™), com dois toques do replicador a partir
do pré-indculo. A placa foi selada, o adesivo perfurado com o auxilio de um palito no local
relacionado ao pogo e incubada por 16 h a 37 °C sob agitacdo constante de 250 rpm.

Transcorrido o crescimento bacteriano, a placa foi centrifugada a 3700 rpm por 10 min
para sedimentar as células. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida em papel
absorvente por 5 min para a remog¢ao de residuos de meio Circle Grow. Foram adicionados
100 pul de Solugdo I (Tris-HC1 50 mM pH 7,4; EDTA 10 mM pH 8,0) acrescida de RNAse
com concentracdo final de 100 pg.ml”" por poco da placa, a qual foi selada e agitada em
shaker por 10 min a 380 rpm para a ressuspensao do pellet. O adesivo foi retirado ¢ 80 pul da
solucdo de células foram transferidos para uma placa de 250 pl de polipropileno de fundo
redondo (tipo Elisa). 80 ul de Solugdo II (SDS 1%; NaOH 0,2 M) foram adicionados a
solugdo de células de cada pogo, a placa foi novamente selada com adesivo novo, invertida 20
vezes para homogeneizar as solugdes, incubada a temperatura ambiente por 5 min e

centrifugada a 3700 rpm por 1 min, para remover todo o lisado do adesivo e ndo causar
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problemas de contaminagdo na hora de sua retirada. Ap6s, foram adicionados a suspensao 80
ul de Solugao IIT (KOAc 3 M) por pogo da placa, a qual foi selada, seguida de inversdes e
incubacdo do neutralizado por 10 min em gelo. A placa foi centrifugada a 3700 rpm por 30
min a 4 °C.

Enquanto realizava-se a centrifugagdo, utilizando ligas elésticas e fita adesiva, uma
placa Millipore (MAGV N22) era fixada no topo de uma microplaca de 96 pogos de fundo
“V” de 250 pul de polipropileno, verificando o alinhamento dos pocos. Foram transferidos 180
ul do sobrenadante contido na placa de fundo redondo para a placa Millipore e o aparato foi
centrifugado a 3000 rpm por 6 min. A placa Millipore foi removida e ao filtrado resultante na
placa fundo “V” acrescentados 180 pl de LiCl 5 M seguido de incubac¢do por 10 min a
temperatura ambiente. A placa foi centrifugada por 10 min a 3700 rpm, o sobrenadante
transferido para uma nova microplaca fundo “V” e adicionados 110 ul de isopropanol em
cada pogo. A placa foi selada com um novo adesivo, homogeneizada por inversdes (10 vezes),
incubada a temperatura ambiente por 15 min e centrifugada a 3700 rpm por 30 min a 4 °C.
Apbs, o sobrenadante foi descartado por inversdo e, aos pogos, adicionados 200 pl de etanol
70%, por duas vezes, para a lavagem dos pellets. A placa foi centrifugada a 3700 rpm por 5
min descartando o sobrenadante e, com a placa invertida sobre papel absorvente, esta foi
novamente centrifugada a 900 rpm por 1 min para retirar o excesso de etanol. Coberta com
papel de filtro, a placa foi incubada em estufa a 37 °C por 1 h para secar o DNA de BAC. O
DNA foi ressuspenso com a adi¢do de 25 pl de dgua Milli-Q autoclavada, seguida de breve
agitacdo e incubagdo a 4 °C por 12 h, para depois ser estocada a -20 °C.

A quantificagdo do DNA de BAC foi realizada por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com brometo de etidio e utilizando DNA de fago lambda, em concentragao

conhecida, como padrao de comparagao.
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4.12 Isolamento de DNA de plasmideo de biblioteca shotgun por lise alcalina

Uma biblioteca gendmica shotgun do clone BAC, selecionado por conter o gene alvo
para a enzima 4CL, foi produzida na UFV pelo Prof. Sergio Brommonschenkel e sua equipe.
Subclones do BAC com tamanho médio de 1 Kb foram acondicionados em microplacas de 96
pogos de 250 ul de polipropileno com fundo “U” contendo meio LB liquido e antibidtico
Ampicilina na concentra¢io adequada de 100 pg.ml”. Apds o processo de crescimento, foi
adicionado glicerol 16% em volumes suficientes para o estoque das células bacterianas a -80
°C.

Para o isolamento do DNA do plasmideo, inicialmente foi realizado in6culo em placa
tipo deep well com 1,5 ml de meio Circle Grow e Ampicilina (100 pg.ml™), com dois toques
do replicador a partir do pré-indculo. A placa foi selada, o adesivo perfurado com o auxilio de
um palito no local relacionado ao pogo e incubada por 16 h a 37 °C sob agitagdo constante de
250 rpm. Transcorrido o crescimento bacteriano, a placa foi centrifugada a 4000 rpm por 15
min para sedimentar as células. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida em papel
absorvente por 5 min para a remocao de residuos de meio Circle Grow. Foram adicionados
240 pl de Solugdo I, os sedimentos ressuspendidos em vortex por 2 min € novamente
centrifugados a 4000 rpm por 15 min. O sobrenadante foi descartado e a placa invertida em
papel de filtro por 5 min para certificagdo da eliminagdo de qualquer residuo de meio Circle
Grow. Ao sedimento, foram adicionados 70 ul de Solucao I (Glicose 20%; EDTA 500 mM
pH 8,0; Tris-HCI 1 M pH 7,4) acrescida de RNAse com concentragio final de 100 pg.ml™ por
poco da placa, a qual foi selada e agitada em vortex por 5 min a 380 rpm para a ressuspensao
do pellet. O adesivo foi retirado e 70 pl da solugdo de células foram transferidos para uma
placa de 250 ul de polipropileno de fundo redondo (tipo Elisa). 70 ul de Solugao II (SDS 1%;
NaOH 0,2 M) preparada na hora foram adicionados a solugao de células de cada pogo, a placa

foi novamente selada com adesivo novo, invertida 40 vezes para homogeneizar as solugdes,
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incubada a temperatura ambiente por 10 min e centrifugada a 4000 rpm por 1 min, para
remover todo o lisado do adesivo e ndo causar problemas de contaminagdo na hora de sua
retirada. Apos, foram adicionados a suspensdo 70 ul de Solugdo III (KOAc 3 M) gelada por
poco da placa, a qual foi selada, seguida de 40 inversdes e incubado o neutralizado por 10 min
a temperatura ambiente. A placa foi entdo submetida a uma centrifugacao a 4000 rpm por 1
min para retirar todo o neutralizado do adesivo. O adesivo foi entdo removido e a placa
incubada a 90 °C por 15 min. Transcorrido o tempo, a placa foi novamente selada e incubada
por 10 min em gelo e centrifugada a 4000 rpm por 15 min a 4 °C. Durante a centrifugacdo, o
aparato contendo uma placa de filtro Millipore acoplada a uma microplaca de 96 pogos de 250
ul de polipropileno com fundo “V” foi montado. Apos a centrifugacao, foi transferido a placa
de filtro, 120 pl do sobrenadante e o aparato foi centrifugado a 4000 rpm por 6 min. A placa
Millipore foi removida e ao filtrado resultante na placa fundo “V” acrescentados 110 pl de
isopropanol a temperatura ambiente. A placa foi selada com um novo adesivo,
homogeneizada por inversdes (20 vezes) e centrifugada a 4000 rpm por 45 min a 4 °C. Apds,
o sobrenadante foi descartado por inversao e, aos pogos foram adicionados 200 pl de etanol
70% para a lavagem dos pellets. A placa foi centrifugada a 4000 rpm por 15 min descartando
o sobrenadante e, com a placa invertida sobre papel absorvente, esta foi novamente
centrifugada a 900 rpm por 30 s para retirar tragos de etanol. Coberta com papel de filtro, a
placa foi incubada em estufa a 37 °C por 1 h para secar o DNA do plasmideo. O DNA foi
ressuspenso com a adi¢do de 50 pl de TE autoclavado, seguida de breve agitacdo e incubacao

a temperatura ambiente por 12 h para depois ser estocada a -20 °C.

4.13 Seqiienciamento da biblioteca Shotgun
As reagdes de seqiienciamento foram realizadas com kit de seqiienciamento Big Dye™

da seguinte forma: 1 a 3 pul de DNA, 1 pl de primer a 3,2 uM (T3 e T7), 2 ul de Tampao 2,5X
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(200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5 mM MgCl,), 2 ul de Big Dye™, em uma reagao de 10 pl de
volume final. As amplificagdes foram realizadas em termociclador sob o seguinte programa:
96 °C por 2 min, 25 ciclos de 96 °C por 45 s, 50 °C por 30 s e 60 °C por 3 min. Apds os 25
ciclos, incubar a 60 °C por 4 min e a 4 °C por 2 min.

Apoés a reacdo de seqiienciamento, os produtos foram purificados, desnaturados e

submetidos a eletroforese em seqiienciador 3700 ou 377 da Applied Biosystems.
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Mineraciao do banco de dados de EST
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Foi realizada uma analise inicial do banco de dados do projeto Genolyptus (Tabela 1).

Tanto o tamanho médio dos clones, determinados a partir da amplificagdo do inserto de

cDNA inserido no plasmideo, bem como a porcentagem que estava sendo seqiienciada foi

determinada. Foram observados insertos que variavam de 300 pb a 2000 pb (Figura 11). O

banco de dados contém seqiiéncias de aproximadamente 400 pb, sugerindo que ambas as

extremidades do inserto poderiam ser seqiienciadas a fim de obter a seqiiéncia completa do

inserto.
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Figura 11. Analise, em gel de agarose, do tamanho médio dos insertos de cDNA
clonados em plasmideo na construc¢éo da biblioteca. 1-22, clones selecionados in
silico; M, marcador 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Tabela 1. Relagdo das bibliotecas constituintes do banco de dados do Projeto Genolyptus.

. . Material Sigla da Clones Seqiiéncias
Espécie Material vegetal ) o . )
genético Biblioteca  sequenciados validas*
Folhas maduras cDNA EUGR-ML  8.067 5399  (66,93%)
Folhas jovens cDNA EUGR-YL 1.344 584  (43,45%)
Xilema cDNA EUGR-XY 1038 641  (61,75%)
Flores abertas cDNA EUGR-FL  2.788 285  (10,22%)
E. grandis Plantulas inteiras cDNA EUGR-SE  14.502 10.296 (70,99%)
Plantulas tratadas cDNA EUGR-TS  14.871 10.275 (69,09%)
Plantulas infectadas Puccinia psidii  cDNA EUGR-PU  5.088 4.133 (81,23%)
BAC DNA EUGR-BC  17.598 13027 (74,03%)
Folha DNA EUGR-GE  9.896 6342 (68,43%)
E. globulus Xilema cDNA EUGL-XY 18.051 13.549 (75,06%)
E. urophylla Xilema cDNA EUUR-XY 9.901 6624 (66,90%)
E. pellita Xilema cDNA EUPE-XY 11.343 8.380 (73,88%)
Eucalyptus sp. Floema(mistura) cDNA EUSP-FX  14.614 10.434 (71,40%)
(mistura) Xilema(mistura) cDNA EUSP-XX 96 13 (13,54%)
Raizes(mistura) cDNA EUSP-RX  2.379 884  (37,15%)
131.576 90.866

* Sao consideradas seqiiéncias validas aquelas que apresentaram no minimo 250 pares de bases seqiienciados como um valor de qualidade maior ou igual a
20 avaliado pelo software PHRED
(1) Dados gerados pela pagina BIOFOCO de submissdo de seqiiéncias na UCB em maio de 2005.
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Para ambos os genes uma busca foi realizada sobre os possiveis clones “full length”
(comprimento total) presentes no banco. Foram selecionados do banco 11 clones para o gene
4cl e 41 clones para ccoaomt e todos estes foram resseqiienciados, tanto no sentido 3’ quanto
no 5. As seqiiéncias geradas foram reunidas em uma nova biblioteca no sistema genoma
denominada de “full length”. Estas seqiiéncias foram utilizadas e aproveitadas em outros
estudos, inclusive para a montagem e complementacdo dos respectivos genes no banco de
dados.

Buscas realizadas no banco de dados do Projeto Genolyptus identificaram varias ESTs
(Expressed Sequence Tags) homoélogas aos genes em estudo. A pesquisa baseou-se em
identidade de uma determinada seqiiéncia as seqiiéncias do banco de dados.

Na pagina do banco de dados onde se realiza a pesquisa, € possivel selecionar a forma
como sera realizada a pesquisa. Em um campo especifico, pode-se selecionar que a pesquisa
seja realizada em todas as mais de 131.000 seqiiéncias depositadas no banco de dados ou, de
forma mais agil, selecionar a forma de busca por clusters, ou grupos de seqiiéncias.

Cluster ¢ o conjunto de seqiiéncias que, reunidas, forma uma seqiiéncia maior, um
contig (Figura 12). A busca por clusters permite que, além de uma forma mais resumida e
completa da busca, o resultado seja mais extenso, resultando no somatdrio das seqiiéncias e

ndo somente as seqiiéncias em separado.

Consenso |
(Contig)

Cluster

ESTs

Figura 12. Tlustragdo esquematica de formagao de um cluster.
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5.1.1. Mineragdo de seqiiéncias do gene ccoaomt

A pesquisa para o gene ccoaomt foi realizada a partir da seqiiéncia de referéncia
utilizada para as analises de polimorfismo em seqii€ncias gendomicas. O resultado revelou a
existéncia de 6 contigs, todos do mesmo cluster e trés singletons. As seqiiéncias que
compdem os contigs vieram de vdrias bibliotecas e de diferentes espécies conforme lista a

tabela 2 (Apéndice I).

Tabela 2. Resultado da busca por seqiiéncias no banco de dados, pelo método de clusters, para o gene ccoaomt .

Cluster 6 Singleton
Contigl Contig2 Contig3 Contig4 Contig5 Contig 6 EUGR EUSP EUGL
EUGL-XY EUGR-XY EUPE-XY EUGL-XY EUGL-XY EUUR-XY EUGR-BC EUSP-FX EUGL-XY

EUPE-XY EUGL-XY EUSP-FX EUSP-FX EUPE-XY
EUUR-XY EUPE-XY EUGR-PU EUUR-XY
EUSP-FX EUUR-XY
Bibliotecas EUGR-ML
EUGR-PU
EUGR-SE
EUSP-FX
Total de seqiiéncias 11 24 10 8 21 3 1 1 1
Tamanho total 867 pb 1087 pb 1083 pb 1068 pb 1012 pb 713 pb 759 pb 739 pb 734 pb

Uma série de comparagdes foi realizada com os contigs. A primeira delas foi a
determinagdo das regides de exon e a forma de splicing realizada para cada um dos contigs.
Foi utilizado um software de predicao de genes por seqiiéncias homologas, onde um grupo de
seqiiéncias que sofreram splicing, como ESTs, cDNA ou mRNA, ¢ comparado com
seqiiéncias que nao sofreram splicing, ou seja, seqiiéncias de DNA genomico. Esse software,
denominado EST2Genome (MOTT, 1999; RICE et al., 2000; http:\\www.emboss.org), infere
regides de intron e exons com relativa precisdo. A partir da seqiiéncia de referéncia utilizada
para a analise de diversidade nucleotidica (vide materiais ¢ métodos), as regides foram

estabelecidas para os contigs em estudo (Figura 13).



67

1 58 189 268 392 515
‘ Exon 1 | Intron ‘ Exon 2 ‘ Intron | Exon 3 | Seqiiéncia de Referéncia
—— — | ——  CL6Contigl
135 192 193 272 273 396 867
i \ | ] \ \ | CL6Contig2
160 214 215 294 295 418 1087
. 4
T 3 [ \ \ | CL6Contig3
156 210 211 290 291 414 1083
S 4 .
I ] \ \ j  CL6Contig4
155 209 210 289 290 413 1068
T I \ | ] CL6Contig5
150 207 208 287 288 411 1012
. a
I 7 \ i CL6Contig6
156 210 21 290 291 414 713

Figura 13. Tlustracdo esquematica das regides de exon nos contigs obtidos do resultado da pesquisa no
banco de dados do Projeto Genolyptus. Inferéncias realizadas a partir da seqii€éncia de referéncia
utilizada para os estudos de diversidade nucleotidica pelo programa EST2Genome. A regido em azul
nos contigs identifica identidade com as regides de exon da seqiiéncia de referéncia. Ja as regides
brancas ndo resultaram em identidade com regides de exons da seqiiéncia de referéncia, o que infere-se
que os exons 1 e 3 da seqiiéncia de referéncia estdo incompletos.

Foi observado que todos os contigs mantiveram o mesmo padrao de splicing, e que
tanto o exon | e o exon 3 da seqiiéncia de referéncia ainda esta muito incompleto, visto que na
inferéncia das regides, os contigs tiveram identidade na posi¢do 135 para o exon 1 e 418 na
regido do exon 3.

A segunda comparagdo realizada foi entre o conjunto de contigs. Todos os contigs
foram alinhados conjuntamente pelo software ClustalW (HIGGINS et al., 1994) e dos
aproximadamente 1000 pb de extensdo das seqiiéncias, apenas aproximadamente 450 pares de
bases indicaram identidade com score acima de 79 (Apéndice B). Mesmo pertencentes ao
mesmo cluster, os varios contigs possuem diferencas entre si, seja por regides distintas de
formacao do cluster, seja por diferengas pequenas nas seqiiéncias devido a erros na construgao
do cDNA, erros de seqiienciamento ou mesmo polimorfismos originais.

Mesmo dentre as diferengas existentes entre os contigs, foi possivel observar a
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identidade entre dois contigs em especial, o contig 1 e o contig 5. Estes dois contigs foram
alinhados pelo programa Align (SMITH & WATERMAN, 1981) e avaliadas algumas
caracteristicas.

Primeiramente, o alinhamento demonstrou uma identidade entre as seqiiéncias de
94,7% e similaridade de mesma porcentagem entre 882 pb. A predi¢do do cddon ATG inicial,
determinante do inicio da regido codificadora do gene, foi determinado com o auxilio do
software ATGprediction (SALAMOV et al., 1998; http://www.hri.co.jp/atgpr/) e inferido o
ATG de posi¢ao 100 para o contig 1 e 115 para o contig 5 (Apéndice C), ambos no quadro 1
de leitura. Essa predi¢ao corrobora a hipotese da existéncia de uma regido 5’UTR nos contigs,
€ que no caso, seria de aproximadamente 100 pb para ambos os contigs. Para certificacdo da
inferéncia correta do ATG inicial, foi realizada a comparagdo com a seqiiéncia de
aminoacidos dos contigs na posi¢cdo do ATG inferido e de seqiiéncias relacionadas ao gene
em Eucalyptus gunni ¢ em Eucalyptus globulus presentes no Genbank.

A primeira comparagao foi realizada entre os contigs 1 e 5 e as seqiliéncias disponiveis
no GenBank para as isoformas do gene ccoaomt, CCOAOMT 1 (gi|3319278|) e CCoAOMT 2
(gi|5739373|) de E. globulus (87% de identidade e 93,9% de similaridade entre as duas
seqiiéncias) e a seqiiéncia disponivel para E. gunni (gi|1934859|). O resultado confirma a
inferéncia correta do “Start Codon” para as seqiiéncias dos contigs, pois confere com o cédon
inicial nas demais seqiiéncias (Figura 14A). Do mesmo modo, ¢ visivel a diferenca entre as
seqiiéncias dos contigs daquela referente a isoforma ccoaomt 2, sugerindo fortemente que os
contigs do banco de dados fazem referéncia a isoforma ccoaomt 1 (Figura 14B), assim como a
seqiiéncia disponivel no GenBank para E. gunni. A mesma comparacao foi realizada para os
demais contigs e o resultado foi o contrario. Ou seja, para os contigs 2, 3, 4, ¢ 6, a
similaridade com a isoforma ccoaomt 2 ¢ maior do que para a ccoaomt 1. A regido 3’UTR e

5’UTR apresentaram algumas variacdes, mas mesmo assim, de identidade maior para a
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isoforma niimero 2. A regido codificadora, foi proxima a 100% idéntica (Figura 15).

10 20 a0 E0 70 50 a0 100 110 1z0 1z0 1la0
gi11924859 |/ L-2 50 AT & LOSDALYOFIL: T 1 GOTLEMLLEL I 1647 L AT AL ALPDD GK IL 1 GLE I OB AGUADK I GFALP ILDQL I
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e _ _

Figura 14. Alinhamento multiplo realizado pelo programa ClustalW e visualizado pelo programa Jalview
(CLAMP et al. 2004; http://www.jalview.org/). A. O alinhamento revela a correta inferéncia do cédon
ATG inicial para os contigs 1 e 5 do estudo. B. O alinhamento demonstra a similaridade de
aproximadamente 100% entre os contigs do estudo e a seqiiéncia da isoforma ccoaomt 1, inferindo que a
seqiiéncia de referéncia utilizada para a busca no banco de dados, é proveniente dessa isoforma, assim
como os contigs e a seqiiéncia obtida da espécie E. gunni.
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CLECe: i 1-1092 BECAGLCAAC GOAGA AGCAGACCOA, GEAAGTCRGOC ACAAGS GEAGACCA BAGAGAGCEAGA BTG AAGEA AGGGA
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CLECont igs/ 1-1092 FECAGCCAAC COAGA AGCAGACCOA, GEAAGTORGOCACAAGS GEAGACCA BAGAGAGCEAGA BTG AAGEA AGGGA
CCoAMOTZ/ 11092 | GECAGOCAACGCAGA AGCAGACCOA, GEAAGTORGOCACAAGS GEAGACCA BAGAGAFCEAGA BTG AAGEA AGEGA

e _

Figura 15. Alinhamento multiplo dos contigs 2, 3, 4 e 6 do cluster 6 com seqiiéncia nucleotidica da
isoforma ccoaomt 2, demonstrando a alta similaridade entre as seqiiéncias.

Além da alta similaridade, o alinhamento com as seqiiéncias nucleotidicas revelou
duas regides muito interessantes para futuros estudos, tais como mapeamento do gene e
assinaturas de seqiiéncia espécie-especificas. As duas regides de interesse encontram-se na
suposta regido 5° UTR das seqiiéncias. Foi observada, na posi¢do 23 do contig 5, uma
inser¢ao de 11 pb (Figura 16). A outra regido compreende uma seqiiéncia de microssatélite,
composto por um dinucleotideo e que apresenta polimorfismo de tamanho, ja observado nos
dois contigs analisados (Figura 16). Ambas as regides fornecem potenciais marcadores Uteis

para estudos de mapeamento gé€nico e analises filogenéticas.
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CLoContig5/1-1012 CGl G5, CCACGCGTCCE: GAGAGAGAGAGAGAGLGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGE G

Figura 16. Alinhamento realizado pelo ClustalW e visualizado com o recurso Jalview entre os contigs 1 ¢ 5
utilizados no estudo. No detalhe, a inser¢do de nucleotideos no contig 5, proximo a posi¢do 20 e o
microssatélite dinucleotidico encontrado proximo a posigao 70, polimoérfico para ambas as seqiiéncias.

Ainda na analise dos contigs 1 e 5, a regido 3’ UTR revelou ser bastante similar, ndo
apresentando caracteristicas visiveis que pudessem diferencid-los em questdo de seqiiéncia
(Apéndice D).

Para os demais contigs, o alinhamento multiplo revelou uma identidade de quase
100% para toda a extensdo, excetuando a regido 5° UTR. Nesta regido, foram observadas duas
inser¢cdes de grupos de nucleotideos. A primeira inser¢do, em torno da base 36, consiste no
acréscimo de 5 bases, ACACA, visualizada no contig 4 (Figura 17, Apéndice E). A segunda
insercdo, localizada na posi¢ao 124, de trés pares de base, supde-se ser uma repeti¢ao, das
bases TCA, que no contig 2 ¢ o contig 4, estdo presentes (Figura 17). Ademais, tanto as
regides 3° UTR, 5° UTR e exons, apresentam identidade entre os 4 contigs. Sao eles, o contig

2, contig 3, contig 4 e contig 6.
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CLEContigs 1-1093 B [=]e e} GCA-----| FAAGCCGAG {=le) GAGATC AAGAAGGAG BAGAALG AT CAAT GHCAGDC AAC G AG AL
CLEContigs, 1-1093 L &, {3 FAAL- -~ FEAAFAAFCCGAL - FAGAT CAAFAACGGAF BAFAAL &= ATFCAGCCAAC L ALAL
CLEContigd/ 1-1092 CE [=1= (= FRAGCCGAG == A CAAGCAG BAGALG A---ATGCCAGCCAACGCAGA
CLEContigdd 1-1093 CiE i, (=} GAFACACAGGAAGAAGCC AL G e TAAAFAGAT CAAGAAGEA BAGAAG ATIAA GGI --------- B2 3
e _m.

Figura 17. Alinhamento realizado pelo ClustalW e visualizado com o recurso Jalview entre os contigs 2, 3, 4
e 6 utilizados no estudo. No detalhe, a insercao de 5 nucleotideos no contig 4, na posi¢do 36 e a inser¢do de 3
nucleotideos na posigdo 124, para os contigs 2 e 4.

I

Entre os clusters que foram resultados da pesquisa no banco de dados, trés singletons

também retornaram na pesquisa. Singletons sdo clusters compostos de somente uma
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seqliéncia e por diferengas com os demais clusters ou por abranger uma outra regido do gene,
nao ¢ agrupado.

Um dos singletons resultado da pesquisa, de nome EUGR-BC tem a sua origem de
uma biblioteca de BAC. Ou seja, esse clone ndo ¢ uma EST, e sim uma regido genomica,
composta de exons e introns. Com 759 pares de base, essa seqiiéncia ¢ derivada do
seqlienciamento das pontas dos BACs.

Com qualidade de seqiiéncia aceitavel, a copia singular da seqiiéncia génica foi
comparada com os representantes do banco para as isoformas do gene. O Contig 1 do cluster
6, por comparagdo ¢ identidade comprovada anteriormente, foi determinado com o
representante da isoforma ccoaomt 1 e o Contig 2 do cluster 6 como representante da
isoforma ccoaomt 2. O alinhamento da seqiiéncia nucleotidica do BAC com o Contigl,
revelou similaridade e alta identidade com a isoforma ccoaomt 1. A comparagdo com a
isoforma 2, diferencas no exon 1 ¢ exon 3 determinaram, indubitavelmente, ndo se tratar desta
segunda isoforma (Figura 18 e 19). Foram determinadas também as regides de exons e introns

para a seqiliéncia gendmica identificada (Figura 20).
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Note Best alignment is between forward est and forward genome, and splice sites
imply forward gene

Exon 170 99.4 64 235 EUGR_BAC 21 192 CLé6Contigl
+Intron -20 0.0 236 365 EUGR_BAC

Exon 80 100.0 366 445 EUGR_BAC 193 272 CL6Contigl
+Intron -20 0.0 446 568 EUGR_BAC

Exon 143 99.3 569 713 EUGR_BAC 273 417 CL6Contigl
Span 353 99.5 64 713 EUGR_BAC 21 417 CL6Contigl
Segment 170 99.4 64 235 EUGR_BAC 21 192 CL6Contigl
Segment 80 100.0 366 445 EUGR_BAC 193 272 CL6Contigl
Segment 143 99.3 569 713 EUGR_BAC 273 417 CLé6Contigl

EUGR BAC vs CL6Contigl:

EUGR_BAC 64 ACATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAGCAGAGAGAGAGAG 113
CLeContigl 21 ACATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAGCACAGAGAGAGAG 70
EUGR_BAC 114 AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGAATCAATGGCCACCGCCGGAGAGGAG 163
CLéContigl 71 AGAGAGACAGAGAGAGAGAGTITGAATCAATGOCCACCELCOLACAGIAE 120
EUGR_BAC 164 AGCCAGACCCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCT 213
CLéContigl 121 AGCCAGACCCAAGCCGOCAGGCACCACCACOTTCECCACAAGTETCTCET 170
EUGR_BAC 214 TCAGAGTGATGCTCTTTACCAAgtgag. ... . tgcagTATATTTTGGAGA 378
PP rr ettt i>>>>> 130 >>>>>1 [ 1111111
CL6Contigl 171 TCAGAGTGATGCTCTTTACCAA . « v v v e e eemeeeen TATATTTTGGAGA 205
EUGR_BAC 379 CCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATA 428
CLéContigl 206 CCAGCOTOTACCCARGACAGCCTOAGCLCATCARGCACETCACGEARATA 255
EUGR_BAC 429 ACAGCAAAACATCCATGgtgag. . ... aatagGAACATAATGACAACATC 586
FTET T Ir i r>>>>> 123 >>>>> [ [ LI rrrrrnnd
CL6Contigl 256 ACAGCAAAACATCCATG. « « v v v v e e e e, GAACATAATGACAACATC 290
EUGR_BAC 587 AGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCA 636
CLEContigl 291 AGCAGACCARGEGCAGTICTTGAACATOCTTCTCAAGCTCATCARCEEEA 340
EUGR_BAC 637 AGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTCGCCACC 686
CLEContigl 341 AGAACACCATGUAGATTGOTCTCTTCACTEGCTACTCTCICETTECACE 390
EUGR_BAC 687 GCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAG 713
CLéContigl 3951 GCTCTTGCTCTICCTGATCACGCARAG 417

Alignment Score: 353

Figura 18. Alinhamento ¢ determinag@o das regides de exon e intron da seqiiéncia génica de ccoaomt obtida
para o singleton EUGR BC, resultado do seqiienciamento das pontas de BAC. A comparagao realizada com o
contig 1, representante da isoforma 1 do gene ccoaomt no presente estudo, revela a sua identidade e
similaridade com a referida isoforma. Inferéncias realizadas pelo programa EST2Genome.
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Note Best alignment is between forward est and forward genome, and splice sites
imply forward gene

Exon 45 68.8 98 235 EUGR_BAC 79 214 CL6Contig?2
+Intron -20 0.0 236 365 EUGR_BAC
Exon 68 92.5 366 445 EUGR_BAC 215 294 CL6Contig2
+Intron -20 0.0 446 568 EUGR_BAC
Exon 118 89.9 569 716 EUGR_BAC 295 442 CLé6Contig2
Span 191 82.4 98 716 EUGR_BAC 79 442 CL6Contig2
Segment 3 100.0 98 100 EUGR_BAC 79 81 CL6Contig?2
Segment 2 100.0 101 102 EUGR_BAC 83 84 CL6Contig2
Segment 6 71.4 103 116 EUGR_BAC 86 99 CLeContig2
Segment 2 100.0 118 119 EUGR_BAC 100 101 CL6Contig2
Segment 2 60.0 121 130 EUGR_BAC 102 111 CLeContig2
Segment 1 60.0 132 136 EUGR_BAC 112 116 CL6Contig2
Segment 11 73.9 138 160 EUGR_BAC 117 139 CLe6Contig2
Segment -1 40.0 161 165 EUGR_BAC 141 145 CL6Contig2
Segment 35 75.4 167 235 EUGR_BAC l4e 214 CL6Contig?2
Segment 68 92.5 366 445 EUGR_BAC 215 294 CLe6Contig?
Segment 118 89.9 569 716 EUGR_BAC 295 442 CL6Contig?2
EUGR_BAC vs CL6Contig2:
EUGR_BAC 98 AAG-CA-GAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGAATCAATG 145
FEE ot e R R
CL6Contig2 79 AAGACACGAAAGAGATCAAGA-AG-GAGCTTAAGA-AGCAT-CATCAATG 124
EUGR_BAC 146 GCCACCGCCGGAGAG-GAGAGCCAGACCCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGG 194
Lt e FEorrrrrrrrr el (I
CL6Contig2 125 GCAGCCAACGCAGAGCCTCAG-CAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAG 173
EUGR_BAC 195 TTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAAgtgag. ... 235
ot FEr et rrrrrrrr rrrrr >>>>> 130
CL6Contig2 174 TCGGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAG. .. ...... 214
EUGR_BAC 235 .tgcagTATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCAT 409
SESS> L rrrrrrrrrrrrr rrrrrrr e rrrrr et rrd
CL6Contig2 214 ... ... TACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCAAGAGAGCCAGAGTCCAT 258
EUGR_BAC 410 GAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGgtgag..... aata 445
FErrrrrrrr ettt rr et et rr>>>>> 123 >>>>
CL6Contig2 259 GAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATG. .. v v i i 294
EUGR_BAC 445 gGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTT 617
STUIE 0 LU TEEr b T it T
CL6Contig2 294 .GAACCTGATGACCACATCGGCTGATGAAGGGCAGTTCCTGAACATGCTC 343
EUGR_BAC 618 CTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGG 667
Frerrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e v rrrr e r
CL6Contig2 344 CTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGG 393
EUGR_BAC 668 CTACTCTCTCCTCGCCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGGTC 716
Frerrrrrrrrrrrrrerrrr o rerrrrrr et e rrrrrer el
CL6Contig2 394 CTACTCTCTCCTCGCCACCGCCCTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATC 442

Figura 19. Alinhamento e determinacdo das regides de exon e intron da seqiiéncia genomica de ccoaomt
obtida no singleton EUGR_BC, resultado do seqiienciamento de ponta de BAC. A comparacao realizada com
o contig 2, representante da isoforma 2 do gene ccoaomt no presente estudo, revela a sua diferenca com a
referida isoforma, descartando a possibilidade da seqiiéncia génica ser um representante da isoforma 2.
Inferéncias realizadas pelo programa EST2Genome.
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A comparagdo entre a seqiiéncia gendmica do BAC e a seqiiéncia de referéncia
utilizada no estudo revelou identidade e similaridade de 99,2% em 515 pares de base, além de
a primeira ser visivelmente maior do que a seqiiéncia de referéncia. Esse acréscimo no
tamanho ¢ 1util na medida que as seqiiéncias gé€nicas disponiveis no banco de dados de acesso
publico para o gene ccoaomt sdo de outros organismos que ndo Eucalyptus ¢ a descoberta de
uma seqiiéncia maior que a obtida pela amplifica¢do com iniciadores, como a obtida no

presente estudo, complementa esta analise.
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Figura 20. Ilustracdo esquematica da estrutura génica da seqiliéncia nucleotidica do singleton EUGR-BC.
Regides de intron e exons inferidas a partir do resultado obtido com a comparagdo, pelo programa
EST2Genome, da seqiiéncia do BAC com o contig 1. Figura gerada pelo programa Artemis (RUTHERFORD
et al., 2000; http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/).

Entretanto, mesmo com 244 pares de bases além da seqiiéncia de referéncia, a
seqiiéncia do BAC ndo estd completa para o gene ccoaomt. Este fato ¢ confirmado quando
analisados os alinhamentos com o Contig 1 (Apéndice F). O Contig 1, por ser uma EST,

constitui a regido codificadora do gene, e possui os exons em sua totalidade. Partindo do
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pressuposto de que o Contig 1 apresenta todos os exons necessarios para a tradu¢ao da enzima
CCoAOMT 1 e que a regido génica do BAC ¢ codificante para a mesma isoforma que o
Contig 1, restam-lhe completar 460 pares de bases do exon 3, presentes no Contig 1 mas que
ndo tiveram identidade com a seqii€éncia do BAC. Os ultimos 46 pares de base do singleton
tiveram identidades muito baixas e portanto, nem estes foram determinados como exon 3
(Apéndice F). Provavelmente, a regido codificadora da seqiiéncia génica oriunda do BAC nao
estd completa. Deve existir ainda mais um exon, visto que a seqiiéncia do Contig 1 ja
determina um exon de 144 nucleotideos e seria muito pouco provavel que mais 450
nucleotideos fossem adicionados a esse exon, at¢ mesmo pelo padrio de tamanho que ¢
observado, de aproximadamente 200 nucleotideos, ou ainda a existéncia de uma regido
3’UTR.

Os dois ultimos singletons, EUSP-FX e o EUGL-XY foram analisados em conjunto. O
alinhamento multiplo foi satisfatério considerando algumas ressalvas. Apesar de possuirem
tamanhos aproximados, a regido de alinhamento ¢ deslocada (Apéndice G). O inicio da
seqiiéncia de EUGL-XY nao tem identidade com a de EUSP-FX, assim como o final desta
nao possui identidade com a primeira. Ou seja, a regido 3’UTR esta representada em EUSP-
FX e a 5’UTR em EUGL-XY. A identidade ocorre na regido codificadora, e abrange o inicio
do primeiro exon e o final do terceiro (Apéndice H).

No singleton EUSP-FX, ¢ visivel a regido de microssatélite com o dinucleotideo AG,
assim como nos contigs 1 ¢ 5 (Apéndice G). Diante da possibilidade da existéncia de maiores
identidades que ndo o microssatélite, foi entdo realizado um alinhamento multiplo entre as
trés seqiliéncias.

A regido inicial, de 22 pares de bases, revelou identidade e similaridade de 100%.
Apos essa regido, foi identificada uma duplicagdo de 12 nucleotideos no singleton EUSP-FX,

presente uma Uinica vez no contig 5 e ausente no contig 1 (Figura 21).
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CLECentigld 1-1052

CLEContigs/ 1-1082

CH-EUSP-TX-002-015_&04__g 052./1-1052

Qual ity 1-1053

Figura 21. Alinhamento multiplo de seqiiéncias com similaridade para o gene ccoaomt, realizado pelo
ClustalW e visualizado com o auxilio do recurso Jalview. Detalhe para a regido de duplicacdo de uma
seqiiéncia de 12 nucleotideos entre as seqiiéncias selecionadas, contigs 1 e 5 do cluster 6 ¢ a seqiiéncia
CN_EUSP _FX 002 018 AO08.

Além da regido de duplicacdo, a regido do microssatélite com repeti¢des
dinucleotidicas AG também foi detectada, revelando polimorfismo de tamanho entre as trés

seqiiéncias presentes no banco (Figura 22).

1z0 140 1ls0 150 170 150 130

CLEContigld 1-10532
CLEContigsd 1-10532
CH-EUSP-TX/ 1-1052

Figura 22. Alinhamento multiplo de seqiiéncias com similaridade para o gene ccoaomt, realizado pelo ClustalW
e visualizado com o auxilio do recurso Jalview. Detalhe para a regido de microssatélite dinucleotidica, AG. Entre
as trés seqiiéncias, ¢ possivel observar o polimorfismo de tamanho, caracteristica fundamental para que a regido
possa ser realmente considerada como um marcador microssatélite.

Para as demais regides das seqiiéncias, inclusive para regido 3’UTR, foi observada
identidade acima de 90% entre as trés seqiiéncias.

Uma nova busca ao banco de dados, pelo sistema Genoma, foi realizada para o gene
ccoaomt. Utilizando seqiiéncias obtidas no Genbank, a busca para duas isoformas do gene foi

feita tendo como resultado novos consensos (Tabela 3, Apéndice I).
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Tabela 3. Resultado da busca por seqiiéncias no banco de dados, pelo
método de clusters para as isoformas de ccoaomt.

CCoAOMT 1 CCoAOMT 2
€i|3319277] 2i[5739372]
Contig 1 Contig 1
Contig 2 Contig 2
Contig 3 Contig 3
Cluster 6 Contig 4 Cluster 6 Contig 4
Contig 5 Contig 5
Contig 6 Contig 6
Cluster 5089 Contig 1
EUGR-BC
EUSP-FX EUGR-BC
Singleton < EUGL-XY_002 EUSP-FX
EUGR-ML_A04 Singleton EUGL-XY_001
EUGR-ML_F05 EUGL-XY_002
EUGR-ML_A04
EUGR-ML_F05

Para a isoforma ccoaomt 1, em comparagdo com a busca realizada com a seqiiéncia de
referéncia, houve o acréscimo de dois singletons, ambos derivados da biblioteca da espécie
Eucalyptus grandis de folhas maduras. As novas seqiiéncias ndo acrescentaram informagao, ja
que ambas as seqiiéncias ndo tiveram identidade significativa com as demais. Provavelmente,
a inclusao destas seqiiéncias nos resultados da busca para a isoforma ccoaomt 1 deve-se a uma
pequena regido de identidade e que por esse motivo foram adicionadas ao grupo. Vale
ressaltar que a busca no banco de dados estd propensa a erros, ¢ que as identidades com a
seqiiéncia de busca ndo necessariamente sdo de 100%, permitindo identidades limitadas.
Diante desta possibilidade, faz-se necessario a andlise de cada uma das seqiiéncias do
resultado para confirmagdo. No caso dos singletons EUGR-ML A04 ¢ EUGR-ML FO05 a
identidade, bem como a similaridade, revelaram ser muito baixas e por isso ndo foram aceitos
nas analises.

A isoforma ccoaomt 2 foi também confrontada com o banco de dados ¢ o resultado foi
a adi¢ao de 4 consensos além daqueles ja descritos para a seqiiéncia de referéncia dos estudos
de diversidade nucleotidica. Dois dos consensos sdo os mesmos a pouco descritos para a

isoforma ccoaomt 1. Os outros dois compreendem um singleton e um contig de um cluster.
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O singleton EUGL-XY 001, resultado da busca com a isoforma ccoaomt 2, foi
alinhado com o Contig 2, representante da isoforma no banco de dados do Genolyptus. A
comparagdo revelou uma pequena regido de identidade e, devido a possiveis problemas no
seqiienciamento, a seqliéncia do singleton possuia varias repeticdes o que impossibilitou a
maior identidade com o Contig 2. Da mesma forma, o retorno dessa seqiiéncia na busca no
banco de dados foi devido a uma restrita regido que teve similaridade, ainda que ndao 100%,
com a seqiiéncia da isoforma utilizada na busca.

O Contig 1 do Cluster 5809 foi comparado por alinhamento global com o contig 2 do
cluster 6. Dos 337 pares de base de extensdo da seqiiéncia, os primeiros 100 nucleotideos
tiveram baixa identidade com a isoforma, mas identidade total com restante da seqiiéncia,
confirmando que o contig 1 do cluster 5809 é um exemplar da isoforma 2 do gene ccoaomt

(Apéndice J).

5.1.2. Mineragdo de seqiiéncias do gene 4cl

E bem descrito na literatura que o gene 4cl pertence a uma familia génica (EHLTING
et al., 1999). Por isso, a busca no banco de dados do Projeto Genolyptus baseou-se em
seqiiéncias de quatro isoformas do gene, descritas para Arabidopsis thaliana. A escolha dessa
espécie teve como consideragdo dois pontos importantes. Primeiro pelo fato de Arabidopsis
ser o organismo modelo para estudos em plantas ¢ segundo por ser bem estudado em
Arabidopsis o gene 4cl e suas variagdes. As seqiiéncias utilizadas para a pesquisa foram
obtidas do banco de dados de dominio publico SwissProt (GASTEIGER et al., 2001), de 4
formas diferentes de apresentacdao da enzima, 4CL1 (sp|Q42524|), 4CL2 (sp|Q9S725|), 4CL3
(sp|Q9S777|) e 4CL4 (sp|Q9LU36|). As 4 seqiiéncias sao de origem protéica, ou seja,
seqiiéncias de aminoacidos.

O motivo crucial para a escolha das seqiiéncias de aminodcidos e ndo nucleotidicas
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deve-se ao fato de que, como as seqiiéncias da busca de Arabidopsis thaliana e as seqliéncias
do banco sdo de espécies distintas, a comparagdo entre as seqiiéncias de nucleotideos torna-se
impossibilitada, mesmo codificando para a mesma enzima, por diferengas existentes nas
seqiiéncias as quais impossibilitam o alinhamento e a comparagao entre elas. Dessa forma, a
busca no banco de dados foi realizada pela adi¢do da seqiiéncia protéica em campo apropriado
no sistema Genoma e o método de busca escolhido foi o tblastn, que se baseia na busca de
identidades entre uma seqiiéncia de aminoacidos e as seqiiéncias de nucleotideos traduzidas
do banco de dados.

O resultado da busca para as quatro isoformas revelou a existéncia de varios clusters e
singletons que possuiram identidade significativa para as isoformas. Os contigs e singletons
sdo ranqueados por scores, indicados pelo Bit Score, que significa uma pontuacido de
identidade entre as duas seqiiéncias, ou seja, a pontuagdo entre a seqiiéncia utilizada para a
busca e a resultante da busca. O Score Bit esta relacionado também ao numero de seqiiéncias,

onde quanto maior o nimero de seqiiéncias maior a pontuacgao (Tabela 4).

Tabela 4. Resultado da busca por seqiiéncias no banco de dados, pelo
método de clusters para o gene 4¢/. Foram listados apenas os 5 primeiros
resultados da busca.

Isoformas Referéncias Resultado do Bit Score {\]AO' .
banco de dados Seqiiéncias

CL273Contig2 758 11

CL4405Contigl 303 3

4CL1 sp|Q42524|§ CL273Contigl 241 2
17* CL2848Contigl 239 2

EUSP-FX-002 214 1

CL273Contig2 766 11

CL4405Contigl 322 3

4CL2 sp|Q9S725|< CL273Contigl 266 2
21%* CL2848Contigl 257 2

EUSP-FX-002 223 1

CL273Contig2 659 11

CL4405Contigl 356 3

4CL3 sp|Q9S777| CL273Contigl 247 2
19* CL2848Contigl 236 2

EUSP-FX-002 234 1

CL273Contig2 624 11

CL4405Contigl 268 3

4CL4 sp|Q9LU36|< CL273Contigl 222 2
17* CL2848Contigl 199 2

EUSP-FX-002 190 1

*Numero total de contigs e singletons resultados da pesquisa para a isoforma.
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Foram selecionados os 4 consensos do banco que resultaram em maior identidade com
as isoformas. Por coincidéncia, todos os 4 consensos foram idénticos para as 4 isoformas e
comparagdes entre eles foram realizadas (Apéndice K).

Inicialmente, foi inferido o ATG inicial bem como toda a seqiiéncia de aminoacidos
para cada um dos 4 contigs mais idénticos com as isoformas, sdo eles: CL273Contig2,
CL4405Contigl, CL273Contigl e CL2848Contigl (Apéndice K). As seqiiéncias de proteina
das isoformas foram alinhadas com os consensos traduzidos utilizando o programa Align
(SMITH & WATERMAN, 1981) e verificadas as identidades em busca de relacionar a qual

isoforma o consenso era originario (Tabela 5).

Tabela 5. Identificacdo dos consensos quanto as isoformas por
comparacao de seqiiéncias.

Consenso Isoforma  Identidade (%) Similaridade (%)
CL273Contig2 4CL1 74,1 85,5
CL273Contigl 4CL2 79,6 91,2
CL4405Contigl 4CL3 84,7 92,6
CL273Contigl 4CL4 78,7 89,4

O Contig 1 do Cluster 273 apresentou similaridade significativa tanto para a isoforma
4CL2 quanto 4CL4, mas foi o de maior identidade para a isoforma 4CL4. Comparando ambas
isoformas, foi possivel observar que elas apresentam uma similaridade significativa de 81,2%,
propiciando a dupla identificagdo para as isoformas. No entanto, ¢ importante deixar bem
claro que o contig 1 do cluster 273 possui maior similaridade com a isoforma 2 do que com a
4 (Apéndice L). Essas andlises sdo sugestdes iniciais para a representagdo das isoformas no
banco de dados do projeto Genolyptus.

Diante da representagdo das isoformas no banco de dados, foi realizada uma
comparagdo com a seqiiéncia gendmica de 4c/ obtida na montagem do shotgun do clone BAC

contendo o gene 4cl. A descri¢do da montagem e obtencdo da seqiiéncia génica serd descrita
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mais adiante na se¢ao 5.5.

A seqliéncia genomica utilizada para a busca, com 5203 pb e regides de exon e introns
determinados, foi submetida ao banco de dados do Projeto Genolyptus. Com o modo de busca
em clusters, a pesquisa foi realizada pelo método blastn, comparando a seqliéncia de
nucleotideos com o banco de dados. Com o retorno da pesquisa, foram obtidos 2 contigs,
CL273Contigl e CL273Contig2, ambos também resultantes da pesquisa com as isoformas, e
apresentaram bit score de 426 e 1853 respectivamente (Tabela 6).

Para validar o resultado emitido pelo sistema, os Contigs 1 e 2 do cluster 273, com
740 e 2022 nucleotideos respectivamente, foram alinhados com a seqiiéncia gendmica da 4c!/
e conferidas as regides de introns e exons. Foi possivel certificar que as seqiiéncias que

retornaram pelo sistema conferem com a seqiiéncia de 4c/ e possuem elevada identidade.

Tabela 6. Resultado da busca por seqiiéncias no banco de
dados pelo método de clusters para o gene 4cl.

Banco de dados  Biblioteca No. Seqiiéncias Bit Score

CL 273 Contig 1 EUGR-TS 2 426

CL 273 Contig2 EUGL-XY 11 1853
EUGR-ML
EUGR-PU
EUGR-SE
EUPE-XY
EUUR-XY

Apesar de ambas as seqii€ncias dos contigs apresentarem alta identidade com as
regidoes de exon da seqliéncia genoOmica, a seqiiéncia do Contig 2 do cluster 273 revelou a
maior identidade na comparacao além de compreender na totalidade os exons previstos para a

seqliéncia, incluindo parte da regidao 3°’UTR (Figura 23).
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Figura 23. Ilustragdo esquematica da distribuicdo dos exons dos contigs, resultantes da busca no banco de
dados do Projeto Genolyptus. A seqiiéncia referéncia ¢ a seqiiéncia montada a partir das seqii€ncias obtidas
com o seqiienciamento do BAC. A regido em tracejado € a seqiiéncia de continuidade do exon da EST que
ndo revelou identidade com a seqiiéncia genémica. A primeira montagem refere-se ao contig 1 ¢ a segunda
montagem ao contig 2 do cluster 273. As regides em amarelo, cinza escuro, cinza claro e azul sdo,
respectivamente, regides de exon, intron, 3°’UTR e EST.

Esta observacdo sugere que a seqiiéncia génica obtida a partir da biblioteca shotgun de
BAC para a espécie E. grandis ¢ um exemplar da isoforma 1 do gene 4c/, por inferéncia
anteriormente realizada para o contig 2 do cluster 273. Para confirmacdo, foram inferidas as
regides de exons e introns por comparacdo do consenso das ESTs com a seqiiéncia génica
pelo programa EST2Genome. O alinhamento realizado pelo programa revela a identidade da
seqiiéncia advinda do seqiienciamento do BAC com a isoforma 1 do gene 4c/ (Figura 24,

Apéndice M).



4CL_EUGR 451 CGCGGAGGAGAACGGGGTGAAGGTCGTGTGCATCGATACCGCGCCGGAGG 500
Frrrrrrerrrrrrerrr trrrrr e e et e e e e

CL273Contig2 518 CGCGGAGGAGAACGGGGTCAAGGTCGTGTGCATCGATACCGCGCCGGA-G 566
4CL_EUGR 501 GGCTGCCTGCACTTCTCGGAATTGATGCAGGCGGACGAGAACGCCGCCCC 550
CT273contig2 567 GGCTGCCTOCACTICTCGGAATTGATGCAGGCGGATEAGRACGOCE0CEE 616
4CL_EUGR 551 CGCGGCGGACGTCAAGCCGGACGACGTCTITGGCGCTCCCCTATTICGTCGG 600
CT273contig 617 CGCGCGGACGTCAAGCCOEACEACETCTTGRCACTOCCCTATICATCRS 666
4CL_EUGR 601 GCACGACGGGGCTTCCCAAGGGAGTGATGCTTACGCACAGGGGTCAAGTG 650
CL273contig2 667 GCACGACGOGGCTOCCCARGGGIGTEATOCTCACGEACAGGITCRAGTE 716
4CL_EUGR 651 ACCAGCGTGGCGCAGCAGGTCGACGGAGACAACCCCAACTTGTACTTCCA 700
CL273contig? 717 AGTAGCGTOGOGCAGCAGOTCGACGEAGACARCOCCRACTIGTACTTCCA 766
4CL_EUGR 701 CAAGGAGGACGTGATCCTGTGCACGCTCCCGTTGITCCACATATACTCCC 750
CL273Contiq2 767 CAAGGAGGACGTEATCCTOTGCACGCTCCCGTTGITCCACATATACTCEE 816
4CL_EUGR 751 TCAACTCGGTGATGTTCTGCGCGCTCCGTGTAGGCGCCGCCATCCTGATC 800
CL273contig 817 TCAACTCGSTGATGTTCTGCGCCTCCOTGICAGCECTECATOCTGATE 866
4CL_EUGR 801 ATGCAGAAGTTCGAGATCGTGGCGCTGATGGAGCTCGTGCAGCGGTACCG 850
CL273contig 867 ATGCAGRAGTICEAGATCOTGGCGCTGATGRACCTCRTECASCGOTACES 916
4CL_EUGR 851 GGTGACGATCCTGCCCATTGTICCCGCCGATCGTGCTGGAGATCGCCAAGA 900
CL273contig2 917 GOTGACGATCCTECCCATCGTCCOGCCAMCOTGOTGOCEATCRCCHAGH 66
4CL_EUGR 901 GCGCCGAGGTGGACCGGTACGACCTGTCGTCGATCCGGACCATCATGTCG 950
FEErrrrrrrrrrr et er e e e e e e e e e
CL273Contig2 967 GCGCCGAGGTGGACCGGTACGACCTGTCGTCGATCCGGACCATCATGTCG 1016
4CL_EUGR 951 GGTGCGGCCCCGATGGGGAAGGAGCTCGAGGACACCGTGCGAGCCAAGCT 1000

Frrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrr e e et e e e e
CL273Contig2 1017 GGTGCGGCCCCGATGGGGAAGGAGCTCGAGGACACCGTGCGAGCCAAGCT 1066

4CL_EUGR 1001 GCCCAATGCCAAGCTCGGACAGgtgaa...... tgcagGGCTATGGGATG 2285
LD TTTEET TR TR T I>>>>> 1251 S55>> [ [ [ [ [ 1]]]
CL273Contig2 1067 GCCGAATGCCAAGCTCGGACAG. v v v v v i v i e in GGCTATGGGATG 1100

4CL_EUGR 2286 ACGGAGGCGGGCCCGGTGCTGGCAATGTGCCCGGCATTTGCAAAGGAGCC 2335

FErrrrrrrrrrrrrrrrrerrerrrer e terrr e e e e
CL273Contig2 1101 ACGGAGGCGGGCCCGGTGCTGGCAATGTGCCTGGCATTTGCAAAGGAGCC — 1150

4CL EUGR 2336 GTTCGAGATCAAGTCAGGCGCATGCGGGACCGTCGTGAGGAACGCGGAGA 2385

CEErrrrrrrrrrrrrrrrer rrrr e e e et e e e
CL273Contig2 1151 GTTCGAGATCAAGTCAGGCGCGTGCGGGACCGTCGTGAGGAACGCGGAGA 1200

Figura 24. Parte do alinhamento realizado pelo programa EST2Genome para a seqiiéncia gendmica
originaria do BAC e o consenso das ESTs disponiveis no banco de dados do Projeto Genolyptus. As
identidades refletem a regido de exon e a parte pontilhada, indicando 1251 pb ¢é a regido de intron, presente
na seqiiéncia génica e ausente no consenso de ESTs.
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A partir da seqiiéncia do contig, que se refere a seqiiéncia do consenso das ESTs
montadas para a isoforma 1 do gene 4c/, surgiu o questionamento se havia obtido a seqiiéncia
completa da regido codificadora. A predi¢do do ATG “Start Codon” foi a estratégia escolhida
para resolver tal questionamento. Com o auxilio do programa ATGprediction (SALAMOV et
al., 1998; http://www.hri.co.jp/atgpr/) foi gerada uma lista com 5 opg¢des de posicdo de ATG’s
e seqiiéncias de aminoacidos resultantes dessa predicdo. A posi¢ao de ATG 336 foi o primeiro
a ser encontrado dentre toda a seqii€ncia nucleotidica do contig 2 do cluster 273, gerando uma
ORF com 462 aminoacidos. Entretanto, essa predicdo ndo pode ser a correta, visto que o
contig analisado trata-se de um consenso de ESTs onde admite-se como codificadora toda a
sua extensdo o qué de fato ndo ocorrera admitindo o ATG predito como o inicial (Apéndice
N).

Contudo, a fim de obter maior certeza na inferéncia do “Start Codon”, a seqiiéncia de
aminoacidos gerada com o ATG inicial na posi¢ao 336 foi comparada com o banco de dados
de dominio publico através do programa Blastp (ALTSCHUL et al., 1990; GISH & STATES,
1993; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). O resultado revelou alinhamentos com seqiiéncias
de varias espécies vegetais mas todas na posi¢do 80 aproximadamente. Ou seja, mesmo
selecionando a maior seqiiéncia de 4CL de Eucalyptus gerada pela predicao da posicio ATG
336, ainda faltam aminoacidos anteriores para completar a regido codificadora da enzima.

A seqiiéncia de aminoécidos obtida com o ATG inicial em 336 também foi comparada
com as seqiiéncias de aminodcido das isoformas da enzima 4CL para a espécie Arabidopsis.
As comparagdes revelaram que o ATG predito para o contig 2 do cluster 273 nao condiz com
o ATG inicial das seqiiéncias, mas sim varios aminodcidos apds. Diante desse resultado ¢
possivel propor duas hipoteses: a primeira ¢ que realmente ha um problema na predicao do

ATG correto, podendo existir um outro anterior a este que nao esta presente na seqiiéncia
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nucleotidica. A segunda hipdtese ¢ de que como as seqiiéncias comparadas sao de uma outra
espécie, ¢ de se esperar que haja uma variagao na posi¢do do ATG inicial entre as espécies.

Entretanto, analisando com mais cuidado a posi¢do 336 do ATG inicial descrita para a
seqiiéncia e comparando com as inferéncias realizadas para a seqiiéncia obtida pelo
seqiienciamento do BAC, esse ATG estaria na regido central do exon inferido, diferentemente
do habitual. O codon inicial, na maioria das vezes, estd contido na regido inicial do exon. A
partir dessa dedugdo, foram verificadas visualmente as possiveis posi¢des do codon ATG e
admitiu-se um encontrado na posi¢ao 90, o primeiro encontrado e nao inferido pelo programa
ATGpr. Selecionada a seqiiéncia do consenso a partir da posicao 90 e comparando-a de forma
traduzida no programa BlastX (<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/>) no banco de dados de
dominio publico, NCBI, foi observado como resultado em Populus a identidade com o seu
codon inicial e a alta similaridade entre as seqiiéncias de 89% (Figura 25). Com base nesse
resultado, pode-se sugerir que a seqliéncia codificadora para a enzima 4CL encontra-se
completa com o contig 2 do cluster 273, visto que a espécie Populus ¢ passivel de comparagao
com Eucalyptus. Vale ressaltar ainda que a inferéncia sobre a posi¢do do ATG inicial ¢
aceitavel visto que a seqiiéncia analisada de Populus ¢ uma seqiiéncia validada, ou seja,
confirmada por outros seqiienciamentos e/ou por experimentos.

Com esse resultado, pode-se inferir, por compara¢ao com o contig 2 do cluster 273,
que hd uma regido 5’UTR presente na seqiiéncia génica obtida com o seqiienciamento do

BAC, ja que o ATG “Start Codon” inicia-se na posi¢ao 90 (Figura 26).
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-coumarate:CoA ligase 1 [Populus balsamifera subsp. trichocarpa

rate-CoA ligase (EC €.2.1.12) 1 [validated] - western
ttonwood
Length=557
2102), Expect = 0.0
(78%), Positives = 484/555 (B9%), Gaps = 5/555 (0%)
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F NG TG
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Query 181 360
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Query 538 TT
Sbjct 180 239
Query 718 ge7
Sbjct 240 299
Query 898 1077
VRAKLPNAKL
Sbjct 300 VMSGAAP) TVRAXLPNAXLGE VLSMCLAFAXEP L 359

Figura 25. Resultado do Blastx realizado na pagina do NCBI indicando a similaridade da seqiiéncia do
contig 2 do cluster 273 com a seqiiéncia de um hibrido Populus, indicando a identidade do ATG
inicial.

J4

Além disso, a identidade com o contig ¢ admitida a partir da posi¢do 68, ndo
observando qualquer identidade na regido anterior a essa posi¢do. Dessa forma, pode-se ainda
inferir que essa regido que antecede a identidade no contig, pode ser uma putativa regiao

5’UTR, que ndo esta representada no BAC (Figura 26).

Figura 26. Ilustragdo esquematica da regido inferida de 5’UTR no contig 2
do cluster 273 em comparacdo com a seqiiéncia génica do gene 4cl.
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5.2. Desenho de oligonucleotideos iniciadores

Com o intuito de abranger uma regido maior do gene 4cl, iniciadores foram
desenhados para a regido codificadora do gene, além do par de primer descrito por Gion et al.
(2000). A partir de seqiiéncias EST disponiveis no banco de dados do Projeto Genolyptus, um
consenso para a regido codificadora de 4c!/ foi gerado utilizando o sistema Genoma. Com 740
pb, o consenso de nome Cluster225 Contigl, serviu de molde para que os iniciadores fossem
desenhados, por meio do programa Primer3 (ROZEN & SKALETSKY, 2000), levando em
consideracdo o tamanho aproximado de amplificagdo e as temperaturas de anelamento
variando em 62° C + 2° C (Tabela 7). Para inferir o tamanho esperado, foram realizadas
comparagdes com o banco de dados de Arabidopsis, de disponibilidade publica, para
determinar os locais de exons e introns (Tabela 8).

Para o gene ccoaomt foram utilizados iniciadores desenhados por Gion et al. (2000) os
quais foram testados nas trés espécies em estudo, gerando fragmentos de tamanhos diferentes

daqueles esperados (Tabela 8).

Tabela 7. Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a amplificagdo de
regides dos genes 4c/ e ccoaomt .

Gene Nome do Iniciador Seqiiéncia
4CL1A-F 5" GGG TCA CCA GAT CAT GAA AG 3’
4CL1B-R 5’AGC CAC CCT TCT TTG TCT ATG 3’
4CL1C-R 5'GTC CTC GGT GAT TAC GGA AC 3’
4cl 4CL1D-F 5'GAG GTT CCT GTT GCA TTC G 3’
4CL1E-R 5'GCA TGT GAA ATC AAA TCA TCG 3’
G-4CL-F * 5'GGG ACC GTC GTG AGG AAC GC 3'
G-4CL-R* 5'CGC CTC TAA TTC GGC CGG AG 3'
G-CCoAOMT - F* 5'CGG GAG GCA CCA GGA GGTT 3'
G-CCoAOMT - R* 5'GCA AGA GCG GTG GCA AGG A 3'

ccoaomt

* descritos por Gion et al. , 2000
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Tabela 8. Pares de iniciadores utilizados para a amplificagdo dos genes ccoaomt
e 4cl e os respectivos tamanhos esperados e observados nas trés espécies de
eucalipto: E. grandis, E. globulus e E. urophylla .

Iniciadores Tm (°C) Tamanho esperado Tamanho observado

A 4CL-A-F 63,5 78 pb 1600 pb
4CL-B-R
4CL-A-F

B ¢ 63,5 647 pb 1800 pb
4CL-C-R
4CL-D-F

C 63,5 439 pb 1100 pb
4CL-E-R

D G-4CL-F 64 281 pb * 2000 pb
G-4CL-R

G-CCoAOMT - F
G-CCoAOMT - R
* segundo dados de Gion et al. , 2000.

68 266 pb * 600 pb

5.3. Resseqiienciamento e analise dos segmentos genémicos

5.3.1. Analise dos segmentos do gene 4cl
Dois grupos de iniciadores foram utilizados para a amplificacdo do fragmento da
regido gendmica do gene 4c¢l. O primeiro grupo de iniciadores foi descrito por Gion et al.

(2000) e abrange uma regido de aproximadamente 1800 pb. (Figura 27)

1 2274 2472 4064 4277 5203
2361 '# «'
i i 4232
! H
; 1871 pb :

Figura 27. Representacdo esquematica da regido de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores para o
gene 4cl, descritos por Gion et al. (2000). As regides em cinza claro, escuro e amarelo correspondem,
respectivamente, a regido UTR, intron e exon.

Esse par de iniciador demandou um trabalhoso processo de otimizagdo da reacdo de
PCR para se chegar a uma tnica banda de amplificagcdo (Figura 28). As condi¢des descritas
por Gion et al. (2000) incluiam, além da amplificagdo normal do fragmento, a eluicdo da

banda amplificada e a re-amplifica¢cdo da mesma. Nessa etapa, os autores ndo deixam claro se,



89

no momento da primeira amplificagdo, hd a geragdo de apenas um fragmento. Entretanto,
mesmo com a reagdo de PCR otimizada, ap6s o seqiienciamento direto do produto de PCR de
alguns individuos, foi detectada a presenga de mais de uma seqiiéncia, o que impossibilitou a
utilizagdo desse par de iniciadores para a obtencdo de seqii€ncias uteis para analise. Como era
inviavel a eluicdo da banda amplificada para todos os individuos das trés espécies, e por
abranger uma regido de 2000 pb, sem iniciadores internos para facilitar o seqiienciamento do
fragmento como um todo, optou-se por desenhar e utilizar novos iniciadores que abrangessem
uma regido de tamanho maior e que houvesse iniciadores internos que facilitassem o

seqiienciamento.

Figura 28. Perfil em gel de agarose dos fragmentos amplificados
pelos iniciadores G-4CL. 1-13, individuos da espécie E. grandis;
M, marcador molecular 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA).

Foi desenhado um grupo de iniciadores identificados com o nome de 4CL A a E,
composto por 5 oligonucleotideos, agrupados de tal forma a gerar fragmentos gendmicos de
4cl. Os fragmentos gerados possuem regidoes de sobreposi¢cdo que facilitam a montagem de
um fragmento maior, de aproximadamente 2600 pb, que engloba trés exons, dois introns e

parte da regido 3’ ndo traduzida (Figura 29).
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Figura 29. Representagdo esquematica da regido de anelamento dos iniciadores 4CL
(A-E) e o tamanho esperado dos fragmentos amplificados. As regides em cinza claro,
escuro e amarelo correspondem, respectivamente, a regido UTR, intron e exon.

A reagdo de PCR foi de fécil otimizagdo para as trés espécies (Figura 30). No entanto,
0 seqiienciamento, assim como para os iniciadores descritos por Gion et al. (2000), também
foi infrutifero, apresentando o seqiienciamento de duas seqiiéncias para um unico individuo.
A solu¢do neste caso seria a clonagem dos fragmentos amplificados para posterior
seqiienciamento.

A amplificagdo dubia dos fragmentos de 4c/ sugere fortemente que hd mais de uma
copia do gene em estudo, corroborando a hipdtese de que o gene 4c/ em Eucalyptus ¢

pertencente a uma familia génica.

<—— 2000 pb
<—— 1000 pb

Figura 30. Perfil em gel de agarose dos
fragmentos gerados pela combinagdo
dos 5 iniciadores construidos para o
gene 4CL. A, par 4CL-A e 4CL-B; B,
par 4CL-A e 4CL-C; C, par 4CL-D e
4CL-E; M, marcador 1 Kb Plus DNA
ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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5.3.2. Andlise dos segmentos do gene ccoaomt

Para o gene ccoaomt foi possivel gerar um amplicon robusto com tamanho
aproximado de 600 pb (Figura 31), abrangendo 1 exon em sua totalidade e 2 parciais, além de
dois introns (Figura 32). Para identificar e caracterizar a diversidade nucleotidica intra e
interespecifica neste gene, amostras de DNA de 76 individuos de E. grandis, 48 de E.

globulus e 43 de E. urophylla foram submetidas a amplificagdo deste segmento do gene

ccoaomt.

B % 1011 1313 M

600 pb

==
=
—
—
—_
e

Figura 31. Perfil em gel de agarose dos fragmentos
amplificados com os oligonucleotideos descritos por Gion
et al. (2000). 1-13, individuos da espécie E. grandis; M,
marcador 1 Kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad,

CA).
€515
123 246 330 457

1 —p

Figura 32. Esquema ilustrativo do segmento do gene ccoaomt analisado. As setas indicam a
regido de anelamento dos iniciadores G-CCoAOMT. Para a determinacdo das regides de

introns e exons foram realizadas compara¢des com o banco de dados de Arabidopsis do
amplicon gerado.

Para alguns individuos ndo foi possivel obter amplificagdo adequada por problemas na

qualidade do DNA extraido.

Na analise das seqiliéncias dos fragmentos gendmicos amplificados nas espécies de
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eucalipto: E. grandis, E. urophylla e E. globulus, somente foram consideradas 440 bases
centrais do segmento. Esta porcao foi escolhida por apresentar satisfatéria resolugdo de bases
na maioria das leituras indicadas pelo programa SegScape e por inspegdo visual dos
cromatogramas. De acordo com a seqiiéncia de referéncia, a regido analisada se estende da
base 31 ao 470.

Para a espécie E. urophylla, 147 seqiiéncias foram aceitas para compor 43 consensos
distintos de individuos desta espécie (Apéndice A). A comparagdo das seqiiéncias revelou a
existéncia de 7 posicdes polimoérficas (SNPs), indicando uma freqiiéncia média de um
polimorfismo a cada 62,8 pares de base nesta espécie (Figura 33).

Para a espécie E. grandis, foram 169 leituras aceitas para 67 individuos (Apéndice A).
A comparacgao das seqiiéncias revelou a existéncia de 8 SNPs, resultando numa freqiiéncia de
um polimorfismo a cada 55 pares de base, em média (Fig. 33). Em E. globulus, 73 leituras
para 37 individuos (Apéndice A), resultando em 4 SNPs, sendo que dois deles eram
polimorficos em relagdo a seqiiéncia de referéncia e demonstraram estar fixados para esta
espécie. Estes sitios ndo foram considerados nas analises estatisticas. Dessa forma, a
freqliéncia de polimorfismo para E. globulus ¢ de um a cada 220 pares de base, a menor das
freqliéncias entre as espécies em estudo (Fig. 33). A distribuicao dos polimorfismos estendeu-

se por todo o fragmento, tanto em regides de exons quanto de introns (Figura 34).
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Figura 33. Relacdo de todos os SNPs por posicdo na
seqiiéncia de referéncia para as trés espécies de
eucalipto no segmento analisado do gene ccoaomt. No
alinhamento, as variagdes sdo definidas pela sua
respectiva base e a igualdade com a seqiiéncia de
referéncia ¢ demonstrada por um ponto. Estdo listados
todos os polimorfismos para todos os individuos nas
trés espécies.
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Figura 34. Estrutura genomica da regido do gene ccoaomt amplificada e a distribuicdo dos SNPs
identificados neste estudo. As setas indicam a posi¢ao e a quantidade de sitios variantes encontrados. No
caso de E. urophylla, uma inser¢ao de 5 nucleotideos foi detectada em alguns individuos.

Com relagdo aos polimorfismos restritos a regido codificadora, pode-se verificar, na
espécie E. grandis, a existéncia de duas variagdes (posicoes 10 e 76) localizadas no Exon 3,
resultando em 4 mutagdes silenciosas € uma variagdo na posi¢do 238, localizada no Exon 2,
onde ocorre uma troca, em alguns individuos, dos nucleotideos G—T. Esse tipo de mutacao,
de sentido trocado, provoca a alteracdo do aminoacido valina por fenilalanina, gerando uma
mutagdo sindnima (Fig. 33 e 34).

Para a espécie E. urophylla, uma variagao na posicao 229, localizada no Exon 2, gerou
3 mutacdes de sentido trocado resultando na alteracdo do aminodcido cisteina por arginina,
gerando uma mutacao ndo sinénima. Além disso, outra variagdo na posi¢ao 431, localizada no

Exon 1, gerou 3 mutagdes. No entanto, essa posicao apresentou dois tipos de alteracdo. Uma
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delas foi a troca do nucleotideo G—C, ocorrido uma tnica vez, que gerou uma mutacao de
sentido trocado, alterando o aminodcido original valina por uma leucina, ocasionando uma
alteracdo sindnima. A outra alteragdo, constituiu-se de uma delecdo, onde a mutagdo gerada
foi sem sentido, ocasionando o término truncado da traducdo desse exon (Fig. 33 e 34). Esse
truncamento precipitado na tradugdo acarreta a formagdo parcial da proteina, e pelo fato de
estar localizada no exon 1, somente alguns poucos aminoacidos formardo a proteina,
tornando-a inviavel. Essa dele¢do devera ser mais detalhadamente estudada para possibilitar a
inferéncia dos reais prejuizos que ela podera causar.

Para a espécie E. globulus, observou-se apenas um polimorfismo em regido
codificadora comparando com a seqiiéncia de referéncia, mas este por sua vez estava fixado
para todos os individuos da espécie. Da mesma forma, o polimorfismo na posi¢ao 167, regido
de intron. Esses dados com fixa¢ao do polimorfismo, ndo entraram nos célculos das analises

estatisticas. (Fig. 34).

5.4. Analises estatisticas

Estimativas da diversidade nucleotidica intra-especifica no segmento estudado do gene
ccoaomt para as trés diferentes espécies em estudo estdo sumarizadas na tabela 9. Na tabela
10 a diversidade ¢ relatada separadamente em regides de exons e introns.

Entre as trés espécies estudadas, E. grandis apresentou o maior nivel de diversidade
nucleotidica comparada com as outras duas espécies. Embora E. grandis tenha apresentado
um 0 inferior ao de E. urophylla os valores sdo proximos e portanto nao ¢ possivel afirmar
que de fato sejam diferentes. O numero de haplotipos, bem como a diversidade haplotipica foi
maior em E. grandis, mesmo apresentando igual numero de sitios segregantes em E.
urophylla. Observou-se ainda que a diversidade nucleotidica é, de uma forma geral, maior

para E. grandis do que para as outras duas espécies (Figura 35). Vale lembrar que foram
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considerados sitios segregantes (polimorficos) aqueles que apresentaram a freqiiéncia do alelo
mais raro maior ou igual a 5%.

Apesar do segmento amplificado abranger trés exons, estes apresentaram menor
diversidade nucleotidica do que os introns. Este resultado ¢ esperado tendo em vista a menor
pressdo de selegdo em regides ndo traduzidas. No caso da espécie E. grandis, a regiao do exon
2 apresentou maior diversidade nucleotidica do que o intron 1, mas ndo excedeu a observada
no intron 2. Essa situagdo ¢ observada pelo fato de no exon 2, existir uma variante muito
freqliente em uma regido de pequena extensdo, apenas 84 pb, aumentando o indice de
diversidade nucleotidica.

A estatistica D de Tajima visando testar a aderéncia dos dados observados a teoria
neutra da evolu¢do molecular apresentou valores absolutos maiores do que zero para todas as
trés espécies. O teste de significancia sobre estas estimativas indicou que somente para a
espécie E. grandis o valor de D ¢ significativamente diferente de zero com valor positivo.
Para as outras duas espécies o valor de D ndo ¢ significativamente diferente de zero. Valores
ndo diferentes de zero indicam aderéncia a neutralidade. Valores diferentes de zero indicam
que a diversidade nucleotidica observada ¢ mais dependente de alelos de alta freqiiéncia, um
indicativo da ocorréncia de sele¢do balanceada ou subdivisdo populacional e existéncia de um

numero de alelos de freqliéncia intermedidria maior do que o esperado.



Tabela 9. Diversidade nucleotidica e teste de neutralidade para o gene

ccoaomt.

E. grandis E. globulus  E. urophylla
No. seqiiéncias 134 74 86
No. sitios 440 440 445

Indice de diversidade

S 4 2 4

No. haplétipos 7 3 6
Diversidade haplotipica 0,695 0,497 0,671

b 0,00356 0,00168 0,00254

0 0,00166 0,00093 0,00179
Teste de neutralidade ns ns
Tajima's D 2,16069* 1,30359 0,85413

S, nimero de sitios segregantes; m, diversidade nucleotidica.
*P<0.05

ns, ndo significativo; P>0,10

Tabela 10. Diversidade nucleotidica e nimero de polimorfismos nas regides de intron e exon do segmento
amplificado, com 440 pb do gene ccoaomt .

Espécies Analise de Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
diversidade  (13pb) (127pb) (84pb) (123pb) (93pb)
b1 0 0,00394 0,00436 0,00569 0
E. grandis 0 0 0,00144 0,00218 0,00297 0
S 0 1 1 2 0
si 0 - 0 - 4
ns 0 - 0 - 0
sn 0 - 53 - 0
n 0 0,0035 0 0,00239 0
E. globulus 0 0 0,00162 0 0,00167 0
S 0 1 0 1 0
si 0 - 0 - 0
ns 0 0 0 0 0
sn 0 - 0 - 0
b 0 0 0,00081 0,00829 0
E. urophylla 0 0 0 0,00237 0,00466 0
S 0 0 1 3 0
si 0 - 0 - 0
ns 0 - 3 - 0
sn 3 - 0 - 0

S, numero de sitios segregantes; si, numero de polimorfismos silenciosos; ns, nimero de polimorfismos nao

sindnimos; sn, numero de polimorfismos sindnimos
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Figura 35. Diversidade nucleotidica em um segmento de 440 pb do gene
ccoaomt em trés espécies de eucalipto.

Embora a extensdo de seqiiéncia estudada seja bastante reduzida, apenas 440 pb, e
muito poucos sitios polimoérficos disponiveis para andlise, foi tentativamente estimada a
extensdo do desequilibrio de ligagdo para a regido do gene ccoaomt, calculado pelo software
DnaSP (ROZAS et al., 2003).

Dentre as inimeras formas de célculo da extensao do desequilibrio de ligagdo, para o
presente estudo, foram escolhidas duas estimativas, D’ e >. De uma forma geral, o
desequilibrio de ligacdo significativo foi estimado para todos os alelos analisados. Para a
espécie E. grandis, em ambos os pardmetros, D’ e r°, ndo se observa reducio de DL com o
aumento de distdncia, embora os valores médios absolutos de D’ e r2 sejam diferentes, com
ID’| =0,57 e r* = 0,29

A forma mais aceita de demonstracdo das medidas de desequilibrio de ligacao ¢
realizada em forma de graficos com a plotagem dos valores calculados par a par para os sitios
polimorficos (Figura 36 e 37). Desta maneira, o método permite a percep¢ao mais facil do
aumento ou diminui¢do do desequilibrio de ligacdo com o aumento da distancia fisica entre os

sitios polimorficos. No caso de E. grandis, o grafico define claramente a manutencao do
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desequilibrio de ligacdo por toda a distdncia compreendida pelos sitios polimorficos
encontrados para esta espécie (Fig. 36). Em E. urophylla o comportamento foi semelhante a
E. grandis, com os pontos variando de forma mais ampla em torno da reta de tendéncia
ajustada (Fig. 37). Para a espécie E. globulus, como os sitios polimoérficos eram reduzidos a
dois, a inferéncia na forma de grafico nao foi possivel, mas o valor |D’| para a espécie foi de
1,00 e o de r* foi de 0,44, o que significa que os polimorfismos estdo em desequilibrio de
ligacdo.

Esta andlise, embora limitada a apenas um gene e com base em poucos sitios
polimorficos sugere que dentro de um gene e a distdncias menores do que aproximadamente
250 pb para a espécie E. grandis e aproximadamente 70 pb para a espécie E. urophylla, SNPs
tendem a se encontrar em desequilibrio de ligacdo. Os dados levantados ndo permitem
inferéncias sobre a extensdo do DL e muito menos sobre a tendéncia do comportamento do
valor de DL com o aumento da distancia além de 400 pb tendo em vista 0 nimero muito

limitado de pontos para se ajustar uma reta de tendéncia.
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Figura 36. Desequilibrio de ligagdo versus distancia para a espécie E. grandis. A, o grafico
utiliza o valor |D’| como medida de associagdo para um par de sitios variantes. B, utilizagdo do
valor R? como medida de associago para dois sitios variantes. Na area do grafico encontra-se
a equacdo da regressdo calculada para a construgao da linha de tendéncia.
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Figura 37. Desequilibrio de ligagdo versus distancia para a espécie E. urophylla. A, o grafico
utiliza o valor |D’| como medida de associagdo para um par de sitios variantes. B, utilizag@o
do valor R* como medida de associagio para dois sitios variantes. Na 4rea do grafico
encontra-se a equacao da regressdo calculada para a construgdo da linha de tendéncia.
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O numero de hapldtipos esperados para cada uma das trés espécies, bem como a
estrutura haplotipica estimada pelo software PHASE (STEPHENS et al., 2001; STEPHENS
& DONNELLY, 2003) estao descritos na tabela 11. As freqiiéncias dos haplotipos estdao

ilustradas pela figura 38.

Tabela 11. Reconstrugdo haplotipica com as respectivas freqiiéncias para cada uma espécies de eucalipto em estudo.

Posi¢des nucleotidicas

Espécies H n 167 168 169 170 171 173 176 179 180 183 186 189 190 200 210 220 234 238 250 300 350 380
SR G C A C T A G G T G C T T A G T T T C G A C
H1 62 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
H2 12 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
H3 1 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
E. grandis H4 28 c A T A G G T G ¢ T T A G T T cC G A
H5 2 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
H6 28 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
H7 1 C A T A G G T G C T T A G T T C G A
H1 50 G C A C T A G G T G C T T A G T T T C G A A
E. globulus H2 11 G ¢ A C T A G G T G C T T A G T T T C G A C
H3 13 G C A T T A G G T G C T T A G T T T C G A C
Hl 43 Al C A C T A G/ G T G C A T A G T T T C G A C
H2 3 A C A C T A G G T G C A T A G T C T C G A C
H3 13 A C A C T A G G T G C T T A G T T T C G A C
E. urophylla
H4 1 A C A C T A G A T G C T T A G T T T C G A C
H5 21 G C A C T A G|G T G C T T A G T T T C G A C
H6 5 G| C A C T A G| A T G C T T A G T T T C G A C
n, nimero de seqiiéncias com os haplotipos esperados; H, haplétipos; Sr, seqiiéncia de referéncia.
H, haplotipos
SR, seqiiéncia de referéncia.
A B C
H4 H1
21% 67% H1 H2
H1 51% 3%
46% H3
H6 15%
21% H3 H2
H7 / ys H2 ff)f‘ 18% 15% H4
1% 1o, 9% 1% 0 24% 3%

Figura 38. Freqiiéncia haplotipica para cada uma das trés espécies em estudo para uma regido de 440 pb do
gene ccoaomt. A, freqiiéncia haplotipica para a espécie E. grandis; B, freqiiéncia haplotipica para a espécie
E. globulus; C, freqliéncia haplotipica para a espécie E. urophylla. H, haplotipos que fazem referéncia a
tabela 5.

No total, foi estimada a existéncia de 7 haplétipos para a espécie E. grandis, 6 para E.
urophylla e 3 para E. globulus. Houve o compartilhamento de trés hapldtipos entre as

espécies, sendo que somente um era compartilhado pelas trés espécies (Figura 39). Os demais
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haplétipos foram especificos para as espécies, ou seja, era possivel identificar a espécie por
haplotipo-especifico. Entre as espécies E. grandis e E. globulus ocorreu compartilhamento de

sitios variantes.
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Figura 39. Estrutura dos haplétipos para
cada uma das espécies. Hgr, Hgl e Hur
determinam, respectivamente, haplotipo da
espécie E. grandis, E. globulus e E.
urophylla.

Uma analise comparativa da diversidade nucleotidica entre seqiiéncias obtidas in silico
e seqiiéncias obtidas através de resseqiienciamento foi realizada. A partir do contig 2 do
cluster 6, o qual teve identidade significativa com o fragmento génico amplificado para
ccoaomt, foi selecionada uma regido de 400 pb dentre as seqliéncias que compunham o
contig. As seqiiéncias derivadas do resseqiienciamento foram selecionadas aleatoriamente em
igual nimero de seqiiéncias tomadas do banco de dados, abrangendo as trés espécies, com 8
seqliéncias escolhidas ao acaso para E. grandis, 7 para E. globulus ¢ 7 para E. urophylla,
totalizando 22 seqiiéncias.

As estimativas dos parametros para o grupo das seqliéncias obtidas do banco de dados
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(in silico) foram condizentes com o esperado, demonstrando valores menores do que o

observado para o grupo das seqiliéncias de resseqiienciamento, principalmente pela regido

analisada, somente exons por serem ESTs, e pelo reduzido tamanho da seqiiéncia (Tabela 12).

Tabela 12. Comparagdo da diversidade nucleotidica e teste de
neutralidade para o gene ccoaomt entre seqiiéncias de cDNA
(in silico) e obtidas de resseqiienciamento.

in silico Ressequenciamento
No. seqiiéncias 22 22
No. sitios 400 440
indice de diversidade
S 4 5
No. haplétipos 6 8
Diversidade haplotipica 0,68 0,87
19 0,00234 0,00475
0 0,00282 0,00312
Teste de neutralidade
Tajima's D -0,48165*  1,55871*

S, niimero de sitios segregantes; m, diversidade nucleotidica.

* ndo significativo, P>0,10

Outra analise foi realizada de forma a obter inferéncias sobre a diversidade

nucleotidica no género Eucalyptus como um todo. Para tanto, foram reunidas todas as

seqiiéncias obtidas com o seqiienciamento das trés espécies em um Unico arquivo para gerar

as informagdes. Os valores ficaram mais préximos ao observado para a espécie E. grandis,

indicando S igual a 7, 13 haplotipos distintos, diversidade haplotipica de 0,864, n de 0,00457,

0 de 0,00254, com D de Tajima ndo significativo estimado em 1,62011. Estas informagdes

sdo relevantes para a determinagdo do potencial de se observar polimorfismo em SNPs em

cruzamentos intra e inter especificos visando o mapeamento de genes bem como a utilizagao

de SNPs em genes para estudos de mapeamento de associagao.

Para Eucalyptus grandis, uma analise mais refinada dentro da espécie foi realizada.
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Como foram utilizadas amostras de DNA de duas procedéncias distintas, Pine Creek (sudeste
da Australia) e Atherton (nordeste da Australia), uma andlise em separado das duas
procedéncias foi realizada revelando reduzidos sitios polimoérficos para a procedéncia de

Atherton em comparagdo ao de Pine Creek (Tabela 13).

Tabela 13. Comparacdo da diversidade nucleotidica e
teste de neutralidade para o segmento do gene ccoaomt
entre duas procedéncias de E. grandis .

Pine Creek  Atherton

No. seqiiéncias 46 88
No. sitios 440 440

Indice de diversidade

S 5 2

No. haplétipos 8 3
Diversidade haplotipica 0,65 0,463

T 0,00381 0,00164
0 0,00259 0,0009

Teste de neutralidade
Tajima's D 1,16588%* 1,29667*

S, nimero de sitios segregantes; 7, diversidade nucleotidica.

* nao significativo, P>0,10

5.5. Triagem dos clones BAC para identificacio de genes completos

A triagem da biblioteca de BACs e as subseqiientes confirmag¢des com amplificagao
dos clones candidatos, bem como a extragdo de DNA em larga escala dos supostos clones,
resultou no isolamento de um unico clone para o gene 4c/ (Figura 40, Tabela 14) e 4 clones

para o gene ccoaomt (Figura 41, Tabela 14).

Tabela 14. Resultado da triagem da biblioteca de BAC para
0s genes ccoaomt ¢ 4cl .

Gene Superpool Pool Placa Clone
4cl F4 163-168 164 HI11
Al 1-6 3 E2, F3
ccoaomt El 49-54 50 G2

E2 55-60 57 BS
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Figura 40. Triagem de biblioteca de BAC. Gel de agarose dos
produtos amplificados com iniciadores para 4c/ nos 35

superpools de BAC. A-H, superpools; M, marcador 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).

Figura 41. Identificagdo dos clones BAC contendo o gene ccoaomt. A. Gel de
agarose definindo alguns superpools que continham supostos clones. B. Analise de
6 supostos clones para ccoaomt, onde os clones P17D1 e P199F1 sdo falsos

positivos nos superpools, provavelmente por contaminagdo. M, marcador 1 Kb Plus
DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA).
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O clone contendo o gene 4c/ foi em seguida utilizado para a constru¢do de uma
biblioteca shotgun. Cerca de 960 clones desta nova biblioteca foram seqiienciados. As
seqiiéncias foram analisadas quanto a qualidade e redundancia, gerando no total 1052
seqiiéncias validas, com aproximadamente 400 pb cada. A cobertura obtida do clone BAC
alvo foi de cerca de 3 vezes do tamanho estimado para o clone que era de 130000 pb.

Com o auxilio do programa CAP3 (HUANG & MADAN, 1999) as seqiiéncias foram
montadas ¢ um contig foi obtido com a seqiiéncia completa do gene 4cl.

A seqliéncia montada cobre um segmento continuo de 5203 pb, regides de exons,
introns e regido 3’UTR, apresentando uma regido putativa de poliadenilagdo. As inferéncias
quanto as regides foram realizadas por comparagdo com banco de dados de Arabidopsis e
visualizadas com o auxilio da montagem pelo programa Artemis (RUTHERFORD et al.,

2000; <http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/>) (Figura 42).

1 504 1022 2274 2472 4064 4277 4386 4491 5203

\

2150 2156
Sinal Poli-A

Figura 42. Estrutura do gene 4c/ obtido a partir da montagem do shotgun do clone BAC pelo programa
Artemis.

Entretanto, diante das analises realizadas anteriormente neste trabalho, foi verificado,
por inferéncias com os contigs do banco de dados do Projeto Genolyptus, que a regido acima
designada 5° UTR pode ndo estar corretamente determinada, visto que foram observadas
identidades desta regido com as ESTs e inferida como regido de exon. Para a caracterizagao
correta da regido, se esta corresponde a uma regido 5’UTR ou exdnica, faz-se necessario o
seqiienciamento de um maior nimero de clones shotgun para se obter uma cobertura maior do

gene em estudo.



6. DISCUSSAO
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6.1 Mineracao e analise das seqiiéncias do gene ccoaomt no banco de dados

Um dos objetivos do presente trabalho foi a avaliagdo preliminar do grau de
variabilidade genética em nivel de seqiiéncia nucleotidica existente em dois genes chaves na
via de biossintese de lignina. A minera¢do de ESTs de Eucalyptus foi realizada com um
sistema integrado que interliga o sistema de armazenamento das seqiiéncias do Projeto
Genolyptus, o Sistema Genoma, a um programa de busca, similar ao encontrado em bancos de
dados de dominio publico.

A busca por ESTs similares aos genes de interesse foi realizada de duas maneiras. Para
o gene ccoaomt foi utilizada a seqiiéncia de referéncia, a qual estava presente nas analises de
diversidade para justamente obter do banco seqii€éncias que pudessem confirmar os
polimorfismos encontrados naquela determinada regido amplificada. A outra busca foi
utilizando seqiiéncias de isoformas disponiveis no banco de dados de dominio publico para
Eucalyptus.

A comparacdo dos clusters construidos pelo Sistema Genoma e retornados pela
comparagdo com a seqiiéncia de referéncia foi satisfatoria no sentido em que foi possivel
certificar que a seqiiéncia obtida pela amplificagdo com os iniciadores estava incompleta.
Com a comparacao entre as ESTs foi possivel obter uma visdo mais completa da regido do
gene obtida pelos fragmentos amplificados nas espécies de Eucalyptus.

Para o gene ccoaomt, os contigs 1 e 5 do cluster 6 foram idénticos e similares em
94,7% da seqiiéncia. Nas andlises das suas diferengas, foram encontradas duas regides
interessantes, uma insercdo/delecdo (indel) de 11 pares de base e um microssatélite
dinucleotideo, para o qual foi possivel identificar, ja in silico, polimorfismo de comprimento.

Na regido do indel, por se tratar de uma inser¢do que aparentemente esta presente em
algumas espécies ou tecidos especificos, este indel poderia ser facilmente detectado utilizando

os iniciadores utilizados neste trabalho. Entretanto, uma eletroforese de maior resolucdo seria
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necessaria para detectar o indel com robustez. Alternativamente, poderia ser considerada a
constru¢do de um iniciador de PCR que se anelasse na regido imediatamente anterior a
inser¢ao de tal forma que somente os individuos que apresentassem a inser¢do, a regiao
pudesse ser amplificada. Esse iniciador devera ter o seu 3’OH livre, ou seja, a tltima base do
iniciador deve coincidir com a posi¢ao de inicio da inser¢do, para possibilitar a amplifica¢ao
da regido em somente aqueles individuos que realmente possuirem a inser¢do. Essa inser¢ao
estd presente no contig 5 o qual é o resultado do agrupamento de seqiiéncias que, em sua
maioria, sdo da espécie E. globulus e oriundas de xilema. Uma investigagdo mais detalhada da
ocorréncia deste indel no gene ccoaomt em nivel intra e interespecifico, bem como inter
tecidos, seria interessante para determinar a possivel existéncia de algum padrio de
distribui¢cdo e uma potencial correlagdo com fungao.

O segundo marcador detectado no gene ccoaomt foi um microssatélite de
dinucleotideo o qual pode facil e rapidamente ser transformado em um marcador molecular
mapeavel. O conhecimento prévio da informagao que este microssatélite estd dentro do gene
que codifica uma importante enzima da via de biossintese de lignina pode ser vantajoso no
momento da sele¢do de marcadores para mapeamento de QTL para caracteristicas
relacionadas com as propriedades da madeira, mais especificamente, teor ¢ composicao de
lignina.

Um fato importante a ser considerado quanto ao microssatélite diz respeito a sua
localizagdao. Os microssatélites estdo dispersos por todo o genoma mas a possibilidade de
existéncia de microssatélite ¢ maior em regides de introns, visto que a alta repeticdo em
regides de exons e a presenca de polimorfismos de comprimento ndo sdo esperadas, por
influenciarem na formagao da proteina, inserindo variagdes, alteragdes na sua composi¢ao ou
até modifica¢des na fase de leitura. A presenca de repeticdes na regido de S’UTR ¢é pouco

descrita mas ha estudos que demonstram a presenca de elementos de repeticdo na extremidade
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final da regido 5 ‘UTR, os quais sdo importantes na regulacdo da acumulagdo de mRNA
(DICKEY et al., 1998). Bhat et al. (2004) demonstraram que a repeticdo na regido 5’UTR,
quando presente, ¢ suficiente para conferir uma modificacdo de 2,5 vezes a mais na expressao
do mRNA. Portanto, este microssatélite presente na regido 5’UTR necessita de estudos mais
profundos quanto a influéncia dos polimorfismos de comprimento na regulagdo génica.

A enzima CCoAOMT ¢ uma metiltransferase, a qual retira um grupamento metil de
uma adenosil metionina e adiciona ao feruloil-CoA. Em termos industriais, a presenga
substancial de compostos feruloil em extratos de celulose, facilita na retirada da lignina. Essa
estratégia ¢ amplamente desejada por produtores de papel que visam sua producdo na extragao
de celulose de boa qualidade e em grandes quantidades. Possivelmente, a presenga em maior
quantidade da enzima CCoAOMT em espécies que possuam altos teores de lignina pode levar
ao acumulo de uma quantidade relativamente maior de unidades siringil, as quais sdo de
extremo interesse para a industria papeleira, além da geragdo de compostos feruloil que
auxiliam na retirada da lignina. Tendo em vista este papel metabdlico, o ccoaomt é um
interessante gene candidato para estudos de associagdo. Um estudo interessante envolveria a
utilizagdo deste microssatélite possivelmente em desequilibrio de ligagdo com outros
polimorfismos no gene, causadores de diferencas fenotipicas, sejam eles codificadoras ou
reguladores, para experimentos de genética de associagao.

Uma caracteristica que chama ateng@o entre os contigs obtidos do banco de dados ¢ a
alta similaridade encontrada na regido 3’ UTR das seqiiéncias. Normalmente, a regido 3° UTR
apresenta-se em maiores extensdes € mais polimoérficas, o que ndo é observado nos
alinhamentos entre as seqiiéncias do banco. O que de fato é observado sdo seqiiéncias com
relativa similaridade entre a regido de exons, introns e 3’ UTR e com singulares diferengas na
regido 5° UTR, a qual era de se esperar que fosse mais semelhante entre as seqii€ncias. Esta

diferenca sugere que as alteragdes nos niveis e composicdo de lignina entre espécies de
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Eucalyptus podem estar relacionadas a niveis diferentes de expressao devido a alteracdes na
regido promotora € 5> UTR. Entretanto, vale lembrar que como se trata de analises baseadas
em seqiiéncias ESTs, as quais possuem qualidades baixas em suas extremidades, essas
diferengas podem nao ser diferengas proprias de cada contig, mas sim devido a qualidade da
seqliéncia.

Dentre os singletons resultantes da busca no banco de dados do Projeto Genolyptus
para o gene ccoaomt, foi obtido um derivado do seqiienciamento de pontas de BAC. Tendo
em vista que ainda ndo foi disponibilizada uma biblioteca shotgun para o gene ccoaomt, a
descoberta deste clone foi de grande valia. Desta forma, foi possivel realizar uma analise nao
apenas com base em ESTs, mas sim parte da regido génica do gene em estudo. Em estudos
por comparacgao, a seqiiéncia encontrada foi comparada com duas isoformas do gene, 1 ¢ 2, ¢
conclui-se, por nivel de similaridade, que a seqiiéncia ¢ pertencente a isoforma 1, descrita em
E. globulus. Da mesma forma, buscas foram realizadas no proprio banco de dados para a
isoforma 2 do mesmo gene e o resultado foi somente ESTs. Portanto, ndo foi encontrado no
banco de dados do projeto, outra ponta de BAC que tivesse identidade com a isoforma 2.

Excetuando-se os contigs 1 e 5, os demais consensos encontrados para o gene ccoaomt
no banco de dados do Genolyptus sdo similares a isoforma 2. A partir deste resultado ¢
possivel inferir que no banco de dados estio representadas as duas isoformas, e que portanto,
ambas sdo expressas pelas espécies que constituem as bibliotecas presentes no banco de
dados. Como descrito anteriormente, o contig 5 ¢ exclusivamente constituido por ESTs
advindas de xilema e portanto ¢ provavel que seja um local de exclusiva produgdo de

isoformas 1 e nos demais locais prevalega a expressao da isoforma 2.
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6.2 Mineracao e analise das seqiiéncias do gene 4c/ no banco de dados

A busca por seqiiéncias do gene 4cl/ no banco de dados do Projeto Genolyptus foi
realizada por comparagdes de seqiiéncias de isoformas disponiveis no banco de dados de
dominio publico para o género Arabidopsis. Seqiiéncias de aminoacidos das isoformas foram
selecionadas no lugar de seqiiéncias de nucleotideos, principalmente para reduzir o indice de
diferengas entre as espécies, visto que as seqiiéncias de aminoacidos sdo mais conservadas
que as de nucleotideos. As comparagdes no banco de dados para cada uma das isoformas
descritas para Arabidopsis revelaram a existéncia, no banco do Genolyptus, de um
representante para cada uma das isoformas.

Obtidos os representantes no banco para cada uma das 4 isoformas da enzima 4CL,
uma comparagdo foi realizada com a seqiiéncia génica obtida pela montagem do clone
genomico derivado do seqiienciamento da biblioteca shotgun do BAC. O resultado revelou
que a seqiiéncia do BAC era um exemplar da isoforma 1 de 4CL.

O ATG inicial foi sugerido e a seqiiéncia protéica resultante foi comparada com a
seqiiéncia existente para o género Populus, disponivel em banco de dados de dominio publico.
Comparando com Populus, o codon inicial coincide com a seqiiéncia génica obtida pelo
seqiienciamento do BAC, ou seja, foi obtida a seqiiéncia codificadora completa para o gene
4cl em Eucalyptus grandis, ndo descrita em literatura, nem disponivel em banco de dados.

A partir das analises das seqiiéncias de ESTs, foi possivel inferir que no banco de
dados do Genolyptus estdo representadas as 4 isoformas descritas na literatura. Este resultado
permite concluir que as espécies de Eucalyptus que estdo presentes no banco, expressam as 4
isoformas mas ndo ¢ possivel diferenciar se a expressao ¢ realizada em todos os estagios de
desenvolvimento e em todas as partes da planta. Para tanto, fazem-se necessarios estudos de
expressao génica em diferentes tecidos e estagios de desenvolvimento, via Northern Blot ou

RT-PCR.
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6.3 Amplificacdo de segmentos do gene 4CL

O trabalho inicial de amplificacdo de parte da regido génica de 4c/, utilizando
iniciadores descritos por Gion et al. (2000), foi parcialmente insatisfatorio, por amplificar
regides em duplicidade. Esta situacdo provavelmente foi também observada nos experimentos
realizados pelo autor, visto que a amplificacdo do fragmento era repetida, passando por uma
etapa de excisdo e eluicdo da banda referente ao tamanho esperado e re-amplificagdo do
produto de PCR. Esta etapa nao foi realizada neste trabalho e por este motivo ndo foi
eliminada a amplificacdo multipla para a regido génica ¢ no momento do seqiienciamento
foram observadas duplicidades de seqiiéncias.

O desenho de novos iniciadores foi na tentativa de evitar a amplificagdo de multiplos
fragmentos. Nas amplificacdes com os novos pares de primers nao foi visivel a amplifica¢ao
de varios fragmentos, mas no momento do seqiienciamento, a desordem de seqiiéncias
continuou a impossibilitar a leitura correta. Esse fato sugere a existéncia de mais de uma
copia do gene 4c/ no genoma do eucalipto. Esta, na verdade, seria a hipdtese nula, visto que a
participagdo deste em familias génicas, a existéncia de duplicidade do gene nos genomas e a
existéncia de isoformas dentro de uma mesma espécie tem sido descrita para o gene 4c/
(CUKOVIC et al., 2001; EHLTING et al., 1999). Em Populus, por exemplo, no minimo trés
diferentes isoformas foram detectadas (ALLINA et al., 1998; GRAND et al., 1983).

Assim como para 4cl, outros genes que compdem a via de biossintese de lignina
também se apresentam em varias copias. Entretanto, o nimero de copias pode ter variacao
significativa entre espécies e por isso o fato de ter uma ou mais copias em uma determinada
espécie nao ¢ garantia de que na espécie alvo o comportamento seja o mesmo. Por exemplo,
para o gene CCR, sdo descritos mais de uma copia do gene em varias espécies de plantas. Em
Arabidopsis thaliana 10 copias putativas foram identificadas € em Zea mays, duas copias

foram reportadas (JONES et al., 2001; PICHON et al., 1998). Entretanto, para Eucalyptus
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gunni uma copia apenas foi encontrada (LACOMBE et al., 1997) assim como em Eucalyptus
globulus e E. tenuiramis, apenas uma cépia do gene também foi descrita (POKE et al., 2003).

Diante da possibilidade de existéncia de mais de uma cdpia do gene em Eucalyptus,
fazem-se necessarios estudos que comprovem essa situagdo. A técnica de Southern Blot ¢ uma
das maneiras de se testar esta hipotese, utilizando como sonda a regido amplificada pelos
iniciadores, tanto os descritos por Gion et al. (2000) quanto os desenhados a partir de
seqiiéncia do banco de dados, especifico para o género Eucalyptus.

Descrevendo o numero de cdpias existente no genoma das espécies de eucalipto
estudadas, o proximo passo seria a descri¢do de quais isoformas estdo representadas nesta
espécie. De igual maneira, estudos que envolvam expressdo génica, identificagdo e
comparagdo de seqiiéncias seriam de grande valor, por desvendar quais isoformas estariam
presentes no organismo e se haveria distingdo de expressdo por tecidos, 6rgdos ou espécie
especificos.

Admitindo-se que, de fato, existem varias copias para o gene 4c/ no genoma do
eucalipto e que as regides de anelamento dos iniciadores sejam conservadas para ambas as
copias, ¢ possivel sugerir que se trata de uma duplicagdo génica. Por isso a confusdo e a
impossibilidade de certeza na definicdo das seqiiéncias, onde os iniciadores para a reagao de
PCR nao sdo suficientes para diferenciar as copias, principalmente por anelarem em regides
idénticas, mas com a amplificacdo de seqiiéncias distintas. Para solucionar esta questdo, a
unica forma seria efetivamente a clonagem prévia dos diferentes produtos de PCR
amplificados a partir do DNA gendmico e o posterior seqiienciamento de uma amostra de
clones. Uma outra forma de potencialmente avaliar isso seria via mapeamento genético de
polimorfismos detectados dentro de uma seqiiéncia amplificada e digeridas com enzimas de

restricdo (PCR-RFLP) ou via detecgdo e genotipagem de SNP.
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6.4 Analise de polimorfismos no gene ccoaomt

A amplificagdo de segmentos do gene ccoaomt em trés espécies de Eucalyptus teve
como objetivo inicial o estudo da diversidade nucleotidica e haplotipica em um segmento
deste gene. Foram observados SNPs tanto em regides codificadoras como em nao
codificadoras deste segmento génico.

A comparagdo entre os segmentos do gene ccoaomt se baseou na andlise de uma
mesma regido, com igual nimero de bases e em confronto a uma seqiiéncia de referéncia. De
acordo com a seqiiéncia de referéncia, para as trés espécies em estudo, um total de 12
diferentes SNPs e uma inser¢do com 5 nucleotideos foram os polimorfismos encontrados no
fragmento do gene ccoaomt amplificado neste estudo. A delegdo de apenas uma base em dois
individuos de E. urophylla também foi encontrada.

Dentre os SNPs encontrados para os individuos de E. grandis, aquele na posi¢ao 238
implicaria na alteracdo do aminoacido, de uma valina para uma fenilalanina, ambos nao
polares, resultando em uma mutacao sindnima. Esta alteracdo, por se encontrar na regido de
exon, pode ter uma grande importancia na formagao da estrutura final da proteina onde apenas
um aminoacido modificado pode acarretar alteragdes drasticas na sua funcdo. Esta hipotese
deve ainda ser testada em estudos de expressdao génica e analises cristalograficas em mutantes
naturais ou transgénicos, além da verificagdo da possibilidade de alteragdo de especificidade
do substrato, caso o polimorfismo esteja relacionado ao sitio catalitico da enzima.

Em E. globulus, diferentemente de E. grandis, polimorfismos foram encontrados
apenas nas regides de introns. E bem descrito na literatura que a maior proporgdo de
polimorfismo de seqiiéncia ¢ encontrada na regido de introns, pela fraca ou ausente pressao de
selecdo (CHING et al., 2002). Assim como em E. globulus, E. grandis ¢ E. urophylla também
apresentaram polimorfismos em introns. De igual maneira a E. grandis, E. urophylla também

apresentou polimorfismos na regido de exons.
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Na posi¢ao 431, em E. wurophylla, ocorreu uma mutagdo sindnima alterando o
aminoacido valina por uma leucina. Esta alteracdo pode, de alguma forma, modificar a
estrutura final da proteina mesmo conservando a caracteristica apolar do aminoacido original.
Ja na posi¢do 238, um polimorfismo em relagdo a seqii€ncia utilizada como referéncia foi
observada em E. urophylla. O polimorfismo estava fixado para todos os individuos, nao
caracterizando assim um polimorfismo intra-especifico. Entretanto, a alteracdo com relagdo a
seqiiéncia de referéncia, alterou o aminoacido valina por uma fenilalanina, modificando o
aminoacido mas conservando a sua caracteristica apolar, da mesma forma como encontrado
em E. grandis. Contudo, vale lembrar que nesta situagdo a alteracdo do aminoacido, mesmo
mantendo as caracteristicas apolares, pode trazer modificagdes significativas para a estrutura
da proteina. O espago fisico necessario para o aminoacido inicial devera ser alterado para
comportar a presenca de um anel aromatico, presente na estrutura da fenilalanina, o que pode
fisicamente trazer alteragdes significativas, assim como modificar a especificidade da enzima
resultante, ja que a alterag@o pode influenciar diretamente no sitio catalitico da enzima. Este
resultado merece investigagdes mais detalhadas do efeito deste polimorfismo na atividade da
enzima CCoAOMT em E. urophylla com relagdo as outras duas espécies.

Outro polimorfismo na regido de exon foi detectado em E. urophylla na posi¢ao 229, o
qual alteraria o aminoacido cisteina por uma arginina, resultando em uma mutagdo nao
sindnima. Este tipo de alteracdo ¢ grave, por alterar o aminoacido ¢ a sua caracteristica
original, inicialmente polar para um aminodcido basico. Este polimorfismo e sua conseqiiente
alteracdo na estrutura primaria da enzima CCoAOMT em E. urophylla abrem o caminho para
interessantes experimentos de bioquimica que podem gerar informagdes importantes sobre
uma potencial relagdo entre fenotipos de propriedades quimicas da madeira e estes
polimorfismos. Vale ressaltar que E. urophylla é a unica espécie que nao ocorre no continente

Australiano mas sim nas ilhas ao norte (Figura 4). Estes polimorfismos exclusivos desta
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espécie ¢ monomorficos dentro de espécie sao possivelmente posteriores ao processo de
especiacdo de E. urophylla ¢ podem ser uteis para a identificagdo de germoplasmas, por
exemplo. Além disso, a tipagem deste SNP pode ser extremamente util para a inferéncia da
participagdo de E. urophylla na geragao de hibridos espontaneos no Brasil.

A mutagdo ¢ a forca geradora de variabilidade. Uma mutagao causada por substitui¢ao
nucleotidica, inser¢do/delecdo, recombinacdo ou conversao génica, pode se propagar na
populacdo por efeito de deriva, fluxo génico e/ou selecdo natural e, eventualmente, ser fixada
na espécie (NEI & KUMAR, 2000). Entre as espécies estudadas, varios polimorfismos foram
identificados como comuns e espécie-especificos. O polimorfismo na posi¢ao 167 se encontra
fixado para a espécie E. globulus, com o alelo G em 100% dos individuos. Ja para a espécie
E. grandis, 73,1% dos individuos apresentaram o alelo G em homozigose ¢ 10,4% em
heterozigose, indicando que o alelo G ainda ¢ o mais freqiiente. Para E. urophylla, a diferenga
¢ significativa, com apenas 11,6% dos individuos homozigotos para o alelo G e a grande
maioria dos individuos homozigotos para o alelo A. Estas diferengas em freqiiéncias alélicas
refletem o processo de especiagdo, que normalmente traz vantagens para a adaptagdo e
permanéncia da espécie no meio ambiente, embora possa também ser apenas o resultado de
efeito de deriva. Por estar localizado em regido de intron, as diferencas para este
polimorfismo sdo possivelmente resultantes de efeito de deriva por ndo ter conseqiiéncias
diretas na formagao da proteina, mas pode haver influéncias indiretas, como sinais de ativa¢ao
de expressao génica, indicativo de “splicing alternativo” para a formagao das isoformas.

O polimorfismo da posi¢ao 238 esta fixado para a espécie E. globulus e E. urophylla ¢
apresenta-se em 73,1% dos individuos em E. grandis. Este polimorfismo encontra-se na
regido de exon e a conseqiiéncia de uma variagdo nesta regido pode ser mais significativa que
as alteracdes localizadas nas regides de introns, por alterar o aminoacido, produto da leitura

do codon de nucleotideos. Por se tratar de seqiliéncia génica de uma enzima presente na via de
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formagdo da madeira, este pode ser um polimorfismo importante que tem efeito direto sobre a
atividade enzimatica da CCoAOMT e conseqiientemente na qualidade da madeira da espécie.
Assim como para o polimorfismo anteriormente descrito, estudos de associacdo devem ser
ainda realizados para a confirmagao desta hipotese.

Ha outros polimorfismos que estdo presentes em uma espécie e ausente em outras. No
nosso estudo, foram observados os polimorfismos nas posi¢des 10, 76, 154 e 368, presentes
somente na espécie E. grandis, assim como nas posi¢oes 178, 179, 189, 229 e 431, presentes
somente em E. urophylla. Os sitios polimoérficos presentes em E. globulus sdo todos também
observados em E. grandis, ndo apresentando polimorfismos especificos para esta espécie.
Observagdo semelhante foi feita no género Arabidopsis, comparando os niveis de
polimorfismo para o locus Adh (Alcool desidrogenase) para duas espécies, A. thaliana, com
predominancia de autopolinizacdo, € A. lyrata, com cruzamento aberto. A distribuicdo dos
sitios segregantes no gene foi muito diferente entre as duas espécies (INGVARSSON, 2005;
SAVOLAINEN et al., 2000). Esses polimorfismos espécie especificos podem ser importantes
no sentido de formarem um conjunto de marcadores altamente discriminatorios,
principalmente quando analisados na forma de haplotipos para a identificagdo de uma
determinada espécie ou de hibridos delas derivados.

Em E. urophylla observou-se ainda um polimorfismo de grande interesse para estudos
filogenéticos. No intron 2, observou-se em 53,5% dos individuos analisados, a presenga de
uma inser¢do de 5 nucleotideos, TCTGT, que se apresenta como uma duplicagdo dos 6
nucleotideos anteriores, ATCTGT. Todos os individuos que possuem essa inser¢ao possuem o
alelo A anterior a inser¢do, na posi¢cdo 189, tornando o sitio polimérfico (Figura 43). Este
alelo ¢ indicado como sendo um sitio polimorfico especifico para a espécie E. urophylla. Essa
inser¢ao, presente somente em individuos da espécie E. urophylla, pode também ser utilizada

em programas de melhoramento e na caracterizagao de bancos de germoplasma.
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Figura 43. Tlustrag@o esquematica do alinhamento das seqiiéncias obtidas por amplificacdo com
iniciadores especificos em E. urophylla. Observagdes quanto a inser¢do encontrada em alguns
individuos e a presenga do alelo A antecedendo a inser¢do. Seqiiéncias alinhadas pelo programa
SeqScape com a indicag@o de qualidade de bases (barras em azul).

A construcdo de um oligonucleotideo iniciador ancorado de forma que a ultima base
no terminal 3’ coincida exatamente com a posi¢do 189, permitiria a amplifica¢do exclusiva de
individuos que apresentassem a inser¢do. Alternativamente, este indel de cinco bases poderia
ser facilmente detectado por eletroforese em gel de poliacrilamida. Este marcador, juntamente
com a andlise dos varios SNPs com significativas diferengas de freqiiéncias entre espécies

serdo altamente Tteis para a investigagdo da formag¢ao de hibridos envolvendo E. urophylla.

6.5 Diversidade nucleotidica para segmentos do gene ccoaomt

Com o objetivo de quantificar a diversidade nucleotidica das espécies no segmento
génico de ccoaomt, foram estimados os principais parametros. Variagdes nucleotidicas foram
encontradas tanto em regides de exons quanto introns, porém, os polimorfismos encontrados

na regido de exons ndo foram admitidos nas andlises de diversidade nucleotidica. Para a
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inclusdo dos dados obtidos nas analises estatisticas, € preciso que esses dados sejam validados
no critério de nimero de observacdes. No caso dos polimorfismos de baixa freqiiéncia, a
observacdo de um numero minimo, correspondente a uma freqiiéncia de 5% foi estipulada
para declarar um SNP como sendo de fato polimorfico, evitando assim produtos de artefatos
derivados de seqiienciamento. Com isso, os polimorfismos encontrados na regido de exons
para o amplicon gerado do gene ccoaomt ndao foram considerados como polimorficos e
portanto eliminados das andlises estatisticas.

Em plantas, a maioria dos dados de polimorfismo e diversidade em nivel de
nucleotideo advém de poucas, mas bem estudadas, espécies de organismos modelos tais como
Arabidopsis, arroz, milho e cevada. Somente alguns estudos s@o descritos sobre estimativas de
niveis de polimorfismo de nucleotideos e desequilibrio de ligagdo em plantas de cruzamento
aberto, lenhosas e perenes (INGVARSSON, 2005; DVORNYK et al., 2002; GARCIA-GIL et
al., 2003; KADO et al., 2003; POKE et al., 2003; KUMAR et al., 2004; BROWN et al.,
2004). Agregando conhecimentos sobre o género Eucalyptus e contribuindo com informagdes
sobre a diversidade vegetal, este estudo apresenta algumas das primeiras estimativas de
diversidade nucleotidica para espécies do género, mais especificamente para regides do gene
ccoaomt.

O principal pardmetro que quantifica a diversidade nucleotidica ¢ o parametro . De
uma forma geral para as trés espécies, E. grandis (1 = 0,00356) apresentou o dobro de
diversidade nucleotidica do que E. globulus (x = 0,00168) e cerca de 1,4 vezes mais que E.
urophylla (= = 0,00254). Esta ultima por sua vez, apresenta uma diversidade 1,5 vezes maior
do que E. globulus, sendo esta a menos polimorfica das trés espécies (Tabela 9). Uma
estimativa de maior valor, © = 0,005, foi obtida ao se consolidar os dados das trés espécies, o
que se justifica pelo fato que desta forma aumenta-se o nimero de sitios polimorficos.

Entretanto, quando analisadas as procedéncias de E. grandis em separado, a diversidade
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nucleotidica para a procedéncia de Atherton (m = 0,00164) ficou entre o observado para as
demais espécies, mas a de Pine Creek (m = 0,00381) manteve-se semelhante a estimada para a
espécie E. grandis como um todo.

Comparacdes destas estimativas de diversidade nucleotidica de outras espécies
arboreas indica que de maneira geral as estimativas sdo congruentes. Por exemplo, em Pinus
sylvestris a diversidade na regido do Fitocromo O variou entre 0,0020 ¢ 0,0037 em diferentes
populacdes de Pinus para a regido de introns e 0,0005 a 0,0020 para a regido de exons
(GARCIA-GIL et al., 2003). Mesmo em espécies autogamas como Arabidopsis lyrata, a
diversidade nucleotidica para o gene Adh 1 foi estimada em 0,0038 (SAVOLAINEN et al.,
2000), proximo ao observado em E. grandis.

E importante observar, entretanto, que estimativas de = podem variar em ordens de
magnitude, dependendo de diversos fatores sendo os principais o sistema reprodutivo, historia
de vida, efeitos de amostragem, seja em termos de individuos e populagdes, bem como de
quais e quantos genes sao analisados. Brown ef al. (2004) estimaram diversidade nucleotidica
utilizando 32 genomas haploides de Pinus taeda, uma espécie alogama florestal com ampla
distribuicdo geografica. Analisando um total de 18 Kb de seqiiéncia distribuida por 19 locos,
eles estimaram uma diversidade total, incluindo sitios silenciosos e ndo sindnimos de 0,00175
e observaram uma elevada e estatisticamente significativa heterogeneidade nesta estimativa
composta (sitios silenciosos e ndo sindnimos consolidados) obtidas nos diferentes locos com
valores variando de 0,00027 para o gene c3h até valores bem mais altos de 0,01728 para o
gene agp-4. Para o gene ccoaomt, a diversidade nucleotidica foi estimada em 0,01975 para
SNPs silenciosos, e zero para SNP ndo sindnimos o que gerou uma estimativa consolidada de
maxima verossimilhanga de 0,01200. A estimativa de © obtida neste trabalho para espécies de
Eucalyptus, consideradas isoladamente, foi cerca de 4 a 7 vezes menor enquanto que ao se

consolidar os dados das trés espécies a estimativa foi de 0,005, ou seja, pouco menos da
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metade do valor observado para Pinus. A diferenga encontrada na comparagao dos resultados
pode ser devido ao fato de que foi analisada uma extensdo de 440 pb para Eucalyptus
enquanto que no trabalho de Brown et al. (2004) o segmento analisado de ccoaomt tinha 501
pb. Esta diferenca de extensdo é pequena, o que sugere que realmente a diversidade em
Eucalyptus ¢ menor do que em Pinus.

Pinus taeda possui uma distribuicdo geografica muito ampla e a amostragem feita no
estudo de Brown et al. (2004) abrangeu individuos de toda esta extensdo. Por outro lado, o
estudo em Eucalyptus envolveu procedéncias especificas de cada uma das trés espécies, uma
procedéncia por espécie, ou seja, uma populagdo. Além disso, com excecdo de E. grandis que
tem uma ampla distribui¢do geografica ao longo da costa oeste da Australia, E. urophylla tem
uma distribuicdo restrita as ilhas do norte e E. globulus também possui uma distribui¢cdo em
manchas ao sul do continente ¢ na ilha da Tasmania. Estes aspectos da propria distribuicao
geografica natural, juntamente com o fato de terem sido analisados individuos, embora
geneticamente nao relacionados, de uma mesma populagdo, também pode explicar a menor
diversidade encontrada. Observa-se ainda que E. grandis, a espécie com a maior distribui¢ao
geografica e portanto maior oportunidade de fluxo génico apresentou, de fato, valores mais
altos de diversidade. Vale ressaltar, entretanto, que embora E. grandis tenha uma diversidade
mais alta, ndo foram realizados testes estatisticos para verificar se ha diferenca significativa
entre as estimativas obtidas para as trés espécies.

Embora as estimativas de diversidade nucleotidica obtidas com base no gene ccoaomt
se enquadrem dentro das estimativas correntes para espécies florestais alogamas, ¢ importante
ressaltar que esta estimativa deve ser considerada preliminar. Analises de um maior nimero
de genes e maior extensdo de seqiiéncia poderd revelar estimativas mais proximas do
parametro real e possivelmente confirmar a estimativa obtida neste trabalho a partir do gene

ccoaomt.
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Os valores de diversidade estimados pelo parametro 6 foram semelhantes em E.
grandis (0 = 0,00166) e E. urophylla (6 = 0,00179) e variaram significativamente em relagao
a E. globulus. Em comparagdo com humanos, o valor de 0 estimado em 0,0012
(TARAZONA-SANTOS & TISHKOFF, 2005) estda dentro da faixa observada para
Eucalyptus. Pinus taeda apresentou novamente valor maior do que Eucalyptus, 6 em média de
0,00407, com base nos 19 genes, muitos deles relacionados a formagdo da madeira (BROWN
et al.,2004; NEALE & SAVOLAINEN, 2004).

A diversidade observada na regido do gene ccoaomt resultou na observagdo de 1 SNP
a cada 55 pb para E. grandis, 1 a cada 62,8 pb para E. urophylla ¢ de 1 a cada 220 pb para E.
globulus. Tenaillon et al. (2001) demonstraram em milho que a diversidade nucleotidica ¢ de
um SNP a cada 28 pb, e sugere-se que seja devido ao ativo sistema de transposon a criagao de
tanto polimorfismo (CHING et al., 2002). Em um estudo realizado com soja foi encontrado
em média, um SNP a cada 610 pb em regides de cddons enquanto em regides nao
codificadoras, a média de polimorfismo ¢ de um SNP a cada 206 pb (RAFALSKI, 2002). Para
o gene ccr em Eucalyptus globulus, foi demonstrada a ocorréncia de um SNP a cada 48 pb em
exons € 33 pb em introns, com 50% a mais de variagdo calculada para a regido de introns
(POKE et al., 2003). Neste mesmo estudo, a diversidade observada no gene cad? foi trés
vezes menor, com 1 SNP a cada 147 pb. Estes resultados, juntamente com as estimativas
obtidas neste estudo para trés espécies ¢ um segmento de gene, demonstram claramente a
grande variagdo na estimativa de diversidade nucleotidica que existe entre diferentes genes.
Esta analise reforca a importancia de se analisar diversos genes caso o objetivo seja a
obtencdo de uma estimativa mais proxima do parametro para o genoma como um todo. Por
outro lado, também indica que estimativas de diversidade para o genoma todo possivelmente
sempre terdo uma elevadissima variancia associada e por isso ndo tenham grande relevancia e

utilidade. Cada gene, pela propria historia evolutiva, frente aos varios eventos de mutagao,
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selecdo, deriva, hibridizagao e recombinacao, tera, naturalmente, uma diversidade diferente.

E esperado que em introns a taxa de mutagio seja maior que em exons porque eles sdo
nao codificadoras e portanto a variacdo nesta regido ndo afetard a produgdo da enzima, com
excegdo de sitios de splicing e seqiiéncias promotoras. Contudo, ¢ verificado que as mutagdes
em ambas as regides ocorrem em mesma taxa mas o qué ocorre ¢ que nas regides de exon,
elas sofrem altas pressdes de selecdo e portanto ndo se propagam na populacdo e sio
eliminadas (LEWIN, 1997). Um estudo realizado em Zea mays examinando o gene Adh 1
(GAUT & CLEGG, 1993) confirmou a presenca de maior nimero de sitios polimoérficos na
regido de introns. Em humanos, McCarthy et al. (2001) demonstraram que ha variagdes
quanto ao aparecimento de SNPs ao longo do genoma, com regides de polimorfismos a cada
1000 pb e outras de ocorréncia de um SNP a cada 50000 pb. Em Eucalyptus, para as trés
espécies em estudo, a ocorréncia de SNPs na regido de introns também superou a da regido de
exons de acordo com o esperado.

A andlise comparativa realizada com os grupos de seqiiéncias de origem do banco de
dados (in silico) e as de resseqiienciamento por iniciadores especificos do gene de interesse
demonstrou ser muito satisfatoria. Os valores encontrados para os dois grupos estdo
condizentes com o esperado, o que sugere inferir que, para este gene ¢ sob as condi¢des que
foram realizadas as comparagdes, as estimativas sdo compartilhadas.

A estimativa da diversidade nucleotidica foi reduzida a metade para o grupo das
seqiiéncias obtidas do banco de dados quando comparado ao grupo do resseqiienciamento, o
que era esperado. A mineragdo de SNP in silico, em principio, ¢ uma valiosa ferramenta que
rapidamente identifica potenciais marcadores a serem validados e os resultados neste estudo,
sugerem que estimativas de freqiiéncia de SNP derivados de bancos de dados de EST podem
ser perfeitamente utilizados. Esta comparacdo ¢ de grande valia em estudos de diversidade, ja

que a maioria dos projetos atualmente realizados englobam a formagao de bancos de dados de
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uma determinada espécie ou gé€nero, e as seqliéncias disponiveis desta forma, sdo seqiiéncias
EST, oriundas de cDNA.

A fim de aproveitar a massa de dados disponivel, a idéia de reduzir gastos e tempo
com o resseqiienciamento de fragmentos do genoma ou de genes em especifico, a mineragao
in silico poderd ser uma valiosa ferramenta para a busca das estimativas, importantes para
uma diversidade de estudos, englobando QTLs, constru¢do de mapas genéticos e fisicos.

Segundo as analises preliminares realizadas com um reduzido nimero de seqiiéncias e
pequena extensdo das seqiiéncias analisadas, este tipo de substitui¢ao pode ser considerada
condizente com a realidade encontrada nos resseqiienciamento. Porém, ¢ importante observar
que as condi¢des utilizadas para a inferéncia desta comparagdo estdo aquém do que
possivelmente poderia ser encontrado. O niimero de seqiiéncias utilizadas para a analise foi
reduzido (apenas 22) e a extensdo do fragmento analisado também foi pequena, apenas 440
pares de bases para as seqiiéncias do resseqiienciamento, contra 400 pares de base das
seqiiéncias obtidas in silico. Além disso, vale ressaltar que a regido analisada dos dois grupos
ndo foi idéntica, e portanto, ¢ esperado que haja diferencas quanto as estatisticas, visto que
uma ou outra regido pode apresentar mais sitios polimorficos ou maior freqiiéncia de um
alelo. A regido analisada no grupo das seqiiéncias in silico, pela propria propriedade das
seqiiéncias geradas, englobam apenas regides de exons, ao contrario das seqiiéncias de
resseqlienciamento, que englobam tanto exons quanto introns. Como em regides de exons a
incidéncia de SNPs ¢ menor, ¢ esperado que haja diferencas quanto ao indice de diversidade
nucleotidica entre os dois grupos, o que de fato ocorreu, reduzida a metade. Portanto,
observando as ressalvas quanto a extensdo do fragmento analisado e regido de exon, ¢
possivelmente vidvel a substitui¢do das técnicas de resseqiienciamento pela mineragdo in

silico.
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6.6 O desequilibrio de ligacio no segmento amplificado do gene ccoaomt

O desequilibrio de ligagdo, em geral, ¢ uma conseqiiéncia da proximidade fisica dos
genes, ou seja, como resultado do fato dos genes estarem fisicamente presentes na mesma
molécula de DNA. Entretanto, desequilibrio de ligagdo pode ser criado por hibridizacao
recente ou mantido por selecdo natural se algumas combinagdes de alelos conferirem uma
vantagem adaptativa quando juntas do que independentemente.

A extensdo do desequilibrio de ligagdo pode variar ao longo de todo o genoma. Em
humanos, por exemplo, com hébito reprodutivo necessariamente alégamo, foram identificadas
ilhas de desequilibrio de ligacdo (GOLDSTEIN, 2001) onde todo o segmento ¢ herdado
conjuntamente e em outras regides, a presenca de altas taxas de recombinagdo. Em humanos
europeus, populagdes estas com conhecido e recente historico de forte efeito fundador, o
comprimento do segmento em desequilibrio de ligagdo pode se estender por até 60.000 pb.
Isto significa que todos os genes neste segmento que envolve diferentes locos tendem a ser
herdados em conjunto. Na mesma regido gendmica em populagdes de nigerianos, populagdes
estas mais proximas de uma situagdo de panmixia e sem restricdes recentes do tamanho
populacional, o desequilibrio de ligagao nesta regido se estende por menores distancias.

Em plantas ¢ esperado da mesma forma que fenomenos como gargalos genéticos e
habito reprodutivo autégamo favorecam o incremento do desequilibrio de ligacdo. Em
espécies predominantemente auto-polinizadoras como Arabidopsis e arroz, o desequilibrio de
ligacdo se estende por longas distancias fisicas, acima de 200 Kb em Arabidopsis
(NORDBORG, 2000) e em torno de 100 kb em arroz (GARRIS et al., 2003). Por outro lado,
em espécies de fecundacdo cruzada, como milho por exemplo, o desequilibrio de ligagao
tende a declinar a niveis minimos, a distdncias menores do que lkb, como resultado em
particular das altas taxas de recombinagdo (REMMINGTON et al., 2001).

Neste trabalho com Eucalyptus, embora a extensdao da seqiiéncia estudada tenha sido
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reduzida, apenas 440 pb, e muito poucos sitios polimoérficos disponiveis para analise, o que
resultou em muito poucos pontos no grafico de dispersao para ajuste de curva, foi
tentativamente estimada a extensdo do desequilibrio de ligagdo para a regido do gene
ccoaomt. Desequilibrio de ligac¢do significativo foi estimado ao longo de todo o segmento
genomico analisado em duas das trés espécies estudadas E. grandis e E. urophylla, sem
reducdo de DL com o aumento de distancia (Figuras 36 ¢ 37). Para E. globulus, a baixa
freqliéncia de polimorfismos no segmento analisado impossibilitou uma analise mais potente,
embora os dados disponiveis tenham indicado também um significativo desequilibrio de
ligacdo ao longo de todo o segmento.

Esta andlise, embora limitada a apenas um gene e com base em poucos sitios
polimérficos, sugere que dentro de um gene e a distancias menores do que aproximadamente
250 pb para a espécie E. grandis e aproximadamente 70 pb para a espécie E. urophylla, SNPs
tendem a se encontrar em desequilibrio de ligacdo. Os dados levantados ndo permitem
inferéncias sobre o comportamento do DL além da extensdo do segmento estudado e muito
menos para o genoma com um todo.

Uma analise mais detalhada, envolvendo um maior nimero de segmentos gendomicos e
de maior comprimento, automaticamente geraria um maior numero de estimativas de DL
entre SNPs dois a dois o que resultaria em um grande nimero de pontos ao longo dos quais
poderia ser entdo ajustada uma curva de tendéncia do decaimento do DL com a distancia
fisica com menor variancia.

O teste D de Tajima foi aplicado para testar a hipotese nula de neutralidade, isto ¢
verificar se as mutagdes observadas sdo resultantes apenas do processo natural de acumulo de
mutacgdes neutras ou se alternativamente existe evidéncia a sele¢do natural esta atuando no
padrdo de variagdo nucleotidica do segmento amplificado do gene ccoaomt. Valores de D nao

diferentes de zero indicam aderéncia total a teoria neutra; D < 0 sugere diversidade reduzida,
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ou seja, selecdo, e D > 0 sugere selegdo balanceada. Analisando os valores obtidos de D,
somente para E. grandis, o valor D de Tajima foi significativamente diferente e maior do que
zero. O valor positivo reflete um excesso de alelos de freqliéncia intermediaria, como o
esperado sob um modelo de subdivisdo populacional ou um antigo polimorfismo balanceado,
ou seja, condizente com o modelo de selegdo balanceada, embora ndo possa ser descartada a
hipotese de um gargalo genético historicamente recente (TARAZONA-SANTOS &
TISHKOFF, 2005). O valor alto D de 2,16 indica a presenca de inumeros alelos comuns e a
existéncia de poucos variantes raros. Uma situacdo possivel é que a populagdo de E. grandis
analisada, por ser origindria de duas procedéncias, na regido de Pine Creek, sudeste da
Australia, e Atherton, nordeste, abrangeu uma variedade de gendtipos disponiveis nas duas
regides, em propor¢des médias. Além disso, a existéncia de algum evento relativamente
recente de expansdo populacional pode ter contribuido com o reduzido numero de alelos
raros. Alternativamente, o proprio processo de selecdo branda realizado na coleta de material
genético das procedéncias, buscando arvores de boa forma, crescimento € com sementes
disponiveis, pode ter contribuido com um efeito de amostragem genética que se refletiu na

diversidade ora observada no gene ccoaomt.

6.7 Diversidade Haplotipica

Maior diversidade haplotipica foi observada para E. grandis e E. urophylla em
comparagdo com E. globulus. Houve o compartilhamento de trés hapldtipos entre as espécies,
sendo que somente um era compartilhado pelas trés espécies. Os demais haploétipos foram
especificos para as espécies, ou seja, era possivel identificar a espécie por hapldtipo-
especifico, exceto para E. globulus. Entre as espécies E. grandis ¢ E. globulus ocorreu
compartilhamento de sitios variantes. Estes resultados estdo de acordo com o esperado e

distingue-se entre si pela distinta distribuicdo geografica das espécies. O reduzido nivel de
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diversidade nucleotidica observado em E. globulus, esta de acordo com o esperado pela
distribuicdo geografica e o que se sabe da historia natural das espécies. E. grandis com ampla
distribuicdo geografica e ampla possibilidade de fluxo génico; E. urophylla da mesma forma,
embora isolada nas ilhas do norte e E. globulus sabidamente distribuida em populagdes bem
estruturadas espacialmente com reduzido fluxo génico pelas evidéncias elegantes de estudos
de distribuicdo de variabilidade de haplotipos de DNA de cloroplasto (McKINNON et al.,

2004).

6.8 Biblioteca de BAC

Neste trabalho, a biblioteca de BAC construida para a espécie Eucalyptus grandis
permitiu a obten¢do de seqiiéncias completas do gene 4c/, incluindo regidao S’UTR e 3’UTR.
A partir de um clone BAC selecionado para o gene 4c/ foi realizada uma sub-biblioteca por
Shotgun. Um total de 1052 seqiiéncias validas foram utilizadas na montagem do BAC com o
intuito de formar a seqiiéncia completa do gene. Com o auxilio do programa CAP3, a
montagem da seqiiéncia foi realizada e gerado um fragmento com 5203 nucleotideos,
incluindo regides de exons, intron e parte da regido 3’UTR. As comparagdes com banco de
dados de dominio publico, bem como com o banco de dados do Projeto Genolyptus, foi
importante para inferéncia quanto as posi¢des de inicio e término de cada uma das regides
componentes da seqiiéncia génica de 4cl.

A cobertura obtida do clone BAC alvo, com tamanho estimado de 130.000 pb, e
assumindo um tamanho médio de seqiiéncia valida de 350 pb, foi da ordem de 1052
seqiiéncias x 400 pb = 420.800 pb, ou seja, cerca de 3 vezes. Um aspecto interessante na
montagem do BAC foi o fato de que mesmo com uma cobertura relativamente pequena de
apenas 3X, foi possivel montar uma extensdo consideravel do gene, 5.203 pb apesar de nao

ter sido possivel montar contiguos maiores do BAC pela alta freqiiéncia de seqiliéncias de
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DNA repetitivo. Este resultado ¢ interessante na medida que demonstra que mesmo com
baixas coberturas de shotgun devera ser possivel obter rapidamente a montagem do gene alvo
constituido obviamente por seqiiéncias de baixa ou de copia unica as quais formam contiguos
apesar da abundancia de DNA repetitivo em sua volta. Este fendmeno tem sido observado no
seqiienciamento shotgun de clones BAC de milho por exemplo durante o qual regides ricas
em genes rapidamente se consolidam em contiguos mais longos sendo que os genes aparecem
em trechos unicos e continuos de alta qualidade de seqiiéncia (MESSING et al. 2004;
ROUNSLEY S., com. pess.; VINSON et al., 2005).

A comparacao da seqiiéncia gendomica do BAC com as seqiiéncias de ESTs do banco
determinou com significativa certeza que a seqiiéncia génica obtida ndo possuia ainda a regiao
promotora mas incluia o primeiro exon com o codon inicial. Essa inferéncia foi obtida por
comparagdes com o banco de dados publico de proteina contra a nossa seqiiéncia traduzida,
no qual o resultado demonstrou similaridade com seqiiéncia de 4CL na posigao 1, ou seja, no
“Start Codon” da seqiiéncia. Desta maneira, por comparagdes com demais seqiiéncias do
banco de dados de dominio publico, bem como com o banco do Genolyptus, obtivemos a
seqiiéncia codificadora completa do gene 4cl para a espécie Eucalyptus grandis, ndo descrita
ainda em literatura nem disponivel em banco de dados.

A obtencdo desta seqiiéncia completa abre algumas possibilidades interessantes na
continuidade deste trabalho. Por exemplo, um estudo detalhado da diversidade nucleotidica e
padroes de DL ao longo deste gene podem agora ser realizado com base na utilizagdo de
varios pares de iniciadores especificos, cobrindo todo o gene. Estudos comparativos dentro da
espécie e entre espécies, bem como em populacdes de clones fenotipados, podem ser
realizados no sentido de buscar associagdes entre haplotipos especificos e variagao
quantitativa em propriedades quimicas da madeira. Além disso ¢ possivel com maior

probabilidade de sucesso realizar caminhamento ao longo do clone BAC via “primer
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walking”, para se chegar na regido promotora, também de fundamental importancia para
estudos de associacdo, ja que polimorfismos nessa regido, podem ser determinantes no

controle de expressao génica.
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7. Conclusoes
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As principais conclusdes deste trabalho foram:

1)

2)

3)

O banco de dados de EST do projeto Genolyptus apresenta uma riqueza de seqiiéncias
suficiente para que projetos de mineragdo de SNPs em genes especificos sejam
desenvolvidos com sucesso. A representatividade de diferentes espécies e tecidos
permite também encontrar diferentes isoformas conhecidas de um determinado gene
alvo. Isto foi observado para ambos os genes estudados ccoaomt e 4cl. Para 4cl, por

exemplo as 4 isoformas conhecidas estdo presentes no banco.

O banco de dados do Projeto Genolyptus, por conter seqiiéncias de pontas de BAC,
assim como 0 acesso a um recurso gendmico na forma de biblioteca de BAC, a qual
pode facilmente ser submetida a triagem via PCR, possibilita a identificacdo e
obtencdo de fragmentos génicos completos ou parciais. No caso da biblioteca de BAC,
a selecdo de um clone candidato para um determinado gene pode ser completamente
seqiienciado via constru¢do de uma sub-biblioteca por shotgun. Esta possibilidade foi
comprovada neste trabalho seja para o gene ccoaomt para o qual uma ponta de BAC
forneceu uma seqiiéncia gendmica parcial do gene, assim como para o gene 4cl, para o
qual foi gerada uma biblioteca shotgun ¢ montada a seqiiéncia quase completa de um

gene.

Na andlise in silico do gene ccoaomt foram encontradas duas regides interessantes,
uma inser¢ao/delecdo (indel) de 11 pares de bases e um microssatélite dinucleotideo
para o qual foi possivel identificar, ja in silico, polimorfismo de comprimento. Ambos
polimorfismos poderiam se tornar marcadores interessantes para estudos de filogenia,

hibridizacdo e estudos de genética de associagao.
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6)
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Os dados de tentativa de resseqiienciamento de trechos do gene 4c¢/ indicaram que, de
fato, existem varias copias para o gene 4c/ no genoma do eucalipto e que as regides de
anelamento dos iniciadores utilizados sdo conservadas. Esta observacdo sugere que
trata-se de uma duplicagdo génica. Para se proceder com o resseqiienciamento deste
gene, a unica forma eficiente seria a clonagem prévia dos diferentes produtos de PCR
amplificados a partir do DNA gendmico e o posterior seqiienciamento de uma amostra

de clones.

A analise de diversidade nucleotidica de fragmentos do gene ccoaomt amplificados de
DNA gendomico revelou a ocorréncia de polimorfismos, seja em regides de intron
como em exons, sendo que a diversidade foi maior em regides intronicas. SNPs
fixados ou quase fixados para determinados alelos bem como indel exclusivos foram
observados em E. urophylla, a espécie disjunta que ocorre nas ilhas ao norte da
Australia. Estes polimorfismos podem ser altamente uteis para estudos de
filogeografia da espécie e a deteccdo de eventos espontaneos de hibridagdo no Brasil.
Alguns destes polimorfismos classificados como nao sindnimos podem ainda ser

interessantes alvos para estudos de atividade da enzima.

A diversidade observada na regido do gene ccoaomt resultou na observagdo de 1 SNP
a cada 55 pb para E. grandis, 1 a cada 62,8 pb para E. urophylla e de 1 a cada 220 pb
para E. globulus. E. grandis (m = 0,00356) apresentou o dobro de diversidade
nucleotidica do que E. globulus (= = 0,00168) e cerca de 1,4 vezes mais que E.

urophylla (m = 0,00254). Observa-se ainda que E. grandis, a espécie com a maior
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distribuicao geografica, e portanto maior oportunidade de fluxo génico, apresentou de

fato valores mais altos de diversidade.

Embora as estimativas de diversidade nucleotidica obtidas com base no gene ccoaomt
se enquadrem dentro das estimativas correntes para espécies florestais alogamas, ¢é
importante ressaltar que esta estimativa deve ser considerada preliminar. Analises de
um maior nimero de genes e maior extensdao de seqii€ncia podera revelar estimativas
mais proximas do parametro real e possivelmente confirmar a estimativa obtida neste

trabalho a partir do gene ccoaomt.

Desequilibrio de ligagdo significativo foi estimado ao longo de todo o segmento
genomico analisado em duas das trés espécies estudadas, E. grandis e E. urophylla,
sem redu¢do de DL com o aumento de distancia. Esta analise, embora limitada a
apenas um gene ¢ com base em poucos sitios polimérficos, sugere que dentro de um
gene ¢ a distancias menores do que aproximadamente 250 pb para a espécie E. grandis
e aproximadamente 70 pb para a espécie E. urophylla, SNPs tendem a se encontrar em
desequilibrio de ligagdo. Os dados obtidos ndo permitem inferéncias sobre o
comportamento do DL além da extensdao do segmento estudado e muito menos para o

genoma com um todo.

Somente para E. grandis o valor D de Tajima foi significativamente diferente e maior
do que zero rejeitando a hipotese nula de neutralidade. O valor D de 2,16 indica a
presenga de inumeros alelos comuns e a existéncia de poucos variantes raros. Uma
possivel explicagdo sugere que a populacdo de E. grandis analisada, por ser originaria

de duas procedéncias, na regido de Pine Creek, sudeste da Australia, e Atherton,
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nordeste, abrangeu uma variedade de genodtipos disponiveis nas duas regidoes, em
propor¢des médias. Além disso, a existéncia de algum evento relativamente recente de
expansao populacional pode ter contribuido com o reduzido nimero de alelos raros.
Alternativamente, o proprio processo de selecdo branda realizada na coleta de material
genético desta procedéncia, buscando arvores de boa forma, crescimento € com
sementes disponiveis, pode ter contribuido com um efeito de amostragem genética que

se refletiu na diversidade ora observada no gene ccoaomt.

10) A diversidade haplotipica observada para E. grandis ¢ E. urophylla foi maior em
comparagdo com E. globulus. Houve o compartilhamento de trés haplotipos entre as
espécies, sendo que somente um era compartilhado pelas trés espécies. Os demais
haplotipos foram especificos para as espécies, ou seja, era possivel identificar a
espécie por hapldtipo-especifico, exceto para E. globulus. Entre as espécies E. grandis
e E. globulus ocorreu compartilhamento de sitios variantes. Estes resultados estdo de
acordo com o esperado pela distribuicdo geografica e o que se sabe da historia natural
das espécies. E. grandis com ampla distribuicdo geografica e ampla possibilidade de
fluxo génico; E. urophylla da mesma forma, embora isolada nas ilhas do norte; e E.
globulus, sabidamente distribuida em populagdes bem estruturadas espacialmente com

reduzido fluxo génico.

11)O resultado do seqiienciamento ¢ montagem do clone BAC com o gene 4c/
demonstram que mesmo com baixas coberturas de shotgun deverd ser possivel obter
rapidamente a montagem de um gene alvo, apesar da abundancia de DNA repetitivo,

uma vez que regioes de baixa copia rapidamente se consolidam em contiguos mais
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longos sendo que os genes aparecem em trechos Unicos e continuos de alta qualidade

de seqiiéncia.

12) A obtengdo da seqiiéncia com o inicio de transcricdo do gene 4c/ abre possibilidades
interessantes de estudos detalhados da diversidade nucleotidica e padroes de DL ao
longo deste gene em populagdes de clones fenotipados no sentido de buscar
associagcdo entre hapldtipos especificos e variagdo quantitativa em propriedades

quimicas da madeira.
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9.Apéndices



APENDICE B

Alinhamento dos Contigs do Cluster 6, utilizando o software ClustalW.

CLUSTAL W
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multiple sequence alignment

—CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCA-——=-~ GGAAGAAGCCGAGCAAACG
—CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAAA-—--GGAAGAAGCCGAGCAAGCG
ACGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCA-=-=-=— GGAAGAAGCCGAGCAAACG
—CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAGACACAGGAAGAAGCCGAGCAAACG
-CGGTCCGGATTCCCGGGTCGAC———=—=————— ATTTCTTGATCACAACATATTA--CA
-CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGATTTCTTGATCACAACATATTA--CA
Kk ok ok ok ok ok ok ok Kk k ok ok ok ok ok kK Kk ok * I S

AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACGAAAGAGATAAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTG-AAAAAAGACACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACTAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
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351
351
355
350
333
348

411
411
415
410
393
408

471
471
475
470
453
468

165



CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CLeContigl
CL6Contigb

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CLeContigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contigb
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contigb
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl

KAAKkKkAkAAAK*K* KAk kAAArAkhkxAhArk, K*hkhkkk* *Ahkkkhkk khkhk*x * %k **k * hk*kkk k% * %

ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
CTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGTTGCCGACAAGATTGACTTCAGAGAAGGC
CTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGTTGCCGACAAGATTGACTTCAGAGAAGGC

* kk Ak kkk kkhkhkkkhkkkk kk Kk kkx *kkhkhkkhk hhkkkhkhkkk hk KhhkkkhkhkkhkkkkhkkkKk

CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCTTTGCCTATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAAG---CAAGGGTCGTTCGAC
CCTGCTTTGCCTATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAAG---CAAGGGTCGTTCGAC

* Kk Kk kK * Kk Kk * Ak kA Kk kK kk K * Xk Kk kkkx kkkxk *k kK * kK kK kK

TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGATGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAG
TTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAG

AhkAkh kA hkhhkhkhkhkhhk ,k d*hkhhAhkkhhrhkhkhkhk *hhx *hkhhkhkkhhrhkkdhrkhkhkhkkhrhkkdkhrkhkhhkhxkx*k

CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGTTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACNACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC
CTTGTCAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCGTGGTT
CTTGTCAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCGTGGTT

*k khkAkkkhkhkhkhkhkhk Khhkkkhkk kk kk khkk hAhkkkhkkhkhkhkkhk Kkhkkhkkkhkkhkhkk KAk kkkhkkkKk

GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG

GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTGCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG
GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG
GCACCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGGGATTTTGTGCTGGAG
GCGCCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGGGATTTTGTGCTGGAG

* %

CTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGAT
CTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGAT
CTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGAT
CTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGAGATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGAT
CTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGAGATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGAT

GGCATCACTCTCTGCCGCCGGGTCAGCTGATCACACCGTAATGGAGATCTCAAAAACAGT
GGCATCACCCTGTGCCGCCGGGTCAGTTGATCGCACCAGAAAGGAGATCTCAAAATCAAG
GGCATCACTCTGTGCCGCCGGGTCAGCTGATCACACCGGAAAGGAGATCTCAAAAACAAG
GGCATCACTCTCTGCCGTCGGATCAGCTGAGCAT-CTAATCTCAAGTCCTTATGATCA--
GGCATCACTCTCTGCCGTCGGATCAGCTGAGCAT-CTAATCTCAAGTCCTTATGATCAGG

GATCGATGAAATGAGAAACTACCTTTAATAC-TTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTT

CATTGATGAAATGAGGAACTACCCTTGATAA-TTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTT
GATCGATGAAATGGGAAACTACCCTTAATACCTTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTT

GTTCATTCTTAATGTAGAACCCACGAAAAAGAGAGAGATTTATGTATATCTTGTTGCTGT

531
531
535
530
513
528

591
591
595
590
570
585

651
651
655
650
630
645

711
711
715
710
690
705

771
713
775
770
750
765

831
835
830
810
825
891
895
890
867
884

950

954
950

944

CTGTCTTATGTTGTCTTTGAACCATTGAGCATGTATTTGTATTCAAATGAACGATTAAGG1010

CTGTCTTATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCAAATGAACGATTAAGGL014
CTGTCTTATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCAAATGAATGATTAAGGL010
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CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

CL6Contig3
CL6Contig6
CL6Contig2
CL6Contig4
CL6Contigl
CL6Contigh

TTCTTTTCCATGAACCTAGAAACGGGATTCGCAATTAAATGCCAAATTATGTTGCTGTTT1004

ATTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAALOTOQ

AGTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAALO074
AGTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAA--1068
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APENDICE C

Predicdo da posicao ATG inicial para o contig 1 e contig 5 do cluster 6.

Contig 1
No. do ATG
a partir da Frame Inicio |Fim [Tamanho | Stop Seqiiéncia
extremidade (bp) ((bp)| ORF |codon? qu
57

MATAGEESQTQAGRHQEVGHKSLLOSDALYQYILET
SVYPREPEPMKELREITAKHPWNIMTTSADEGQFLN
MLLKLINAKNTMEIGVEFTGYSLLATALALPDDGKIL
1 1 100 |837 246 Yes |AMDINRENYELGLPVIQKAGVADKIDFREGPALPIL
DOLIEDGKQGSFDFIFVDADKDNYLNYHKRLIELVK
VGGLIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLRKYVRYYRDEVL
ELNKALAADPRIEICMLPVGDGITLCRRIS

Contig 5
No. do ATG
a partir da Frame Inicio [Fim [Tamanho | Stop Seqiiéncia
extremidade (bp) |(bp)| ORF | codon? q
59
MATAGEESQNQAGRHQEVGHKSLLQOSDALYQYILE
TSVYPREPEPMKELREITAKHPWNIMTTSADEGQF
LNMLLKLINAKNTMEIGVEFTGYSLLATALALPDDG
KILAMDINRENYELGLPVIQKAGVADKIDFREGPA
1 1 11511852 246 res LPILDQLIEDGKQGSEFDFIFVDADKDNYLNYHKRL
IELVKVGGLIGYDNTLWNGSVVAPPDAPLRKYVRY
YRDEVLELNKALAADPRIEICMLPVGDGITLCRRT
S




APENDICE D
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Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas dos Contig 1 ¢ 5 do Cluster 6. Alinhamento
realizado pelo software Align (EMBOSS) pelo método water.

#

#

# Aligned sequences: 2

# 1: CL6Contigl

# 2: CL6Contigh

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 882

# Identity: 859/882 (97.4%)

# Similarity: 859/882 (97.4%)

# Gaps: 15/882 ( 1.7%)

# Score: 5112.5

#

#

e —

CL6Contigl 1 CGGTCCGGATTCCCGGGTCGAC——-===—==———— ATTTCTTGATCACAACA
FETEETEEE e FETEEETEEr el

CL6Contigh 1 CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGATTTCTTGATCACAACA

CL6Contigl 40 TATTACAATATTCCTAAGCAC----AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
FETEETEEE el FETEEEEErr et

CL6Contigh 51 TATTACAATATTCCTAAGCACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA

CL6Contigl 86 GAGAGTTTGAATCAATGGCCACCGCCGGAGAGGAGAGCCAGACCCAAGCC
N e e R R

CL6Contigh 101 GAGAGAGAGAGTTAATGGCCACCGCGGGAGAGGAGAGCCAGAACCAAGCC

CL6Contigl 136 GGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCT
FEEErrrrrr et errr et ettt rrr e

CL6Contigh 151 GGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCT

CL6Contigl 186 TTACCAATATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCA
FEEErrerrr et et et r ettt e

CL6Contigh 201 TTACCAATATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCA

CL6Contigl 236 TGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACA
FEEErrerrr et ee et ettt rrr e

CL6Contigb 251 TGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACA

CL6Contigl 286 ACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAA
FEEErr e rerr et et et e et e

CL6Contigb 301 ACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAA

CL6Contigl 336 CGCCAAGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTG
FEEErrerrr et ee ettt ettt rrr e

CL6Contigb 351 CGCCAAGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTG

CL6Contigl 386 CCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATT
FEererrrrererrer et ettt e rrr e et

CL6Contigh 401 CCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATT

CL6Contigl 436 AACAGAGAGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGT
FEerrerrrrrrerrer et et et et et et

CL6Contigh 451 AACAGAGAGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGT

CL6Contigl

486

TGCCGACAAGATTGACTTCAGAGAAGGCCCTGCTTTGCCTATTCTTGATC

39

50

85

100

135

150

185

200

235

250

285

300

335

350

385

400

435

450

485

500

535



CL6Contigh
CL6Contigl
CL6Contigh
CL6Contigl
CL6Contigh
CL6Contigl
CL6Contigh
CL6Contigl
CL6Contigb
CL6Contigl
CL6Contigh
CL6Contigl
CL6Contigb
CL6Contigl

CL6Contigh

501

536

551

586

601

636

651

686

701

736

751

786

801

836

851

AGTTGATCGAAGATGGGAAGCAAGGGTCGTTCGACTTCATATTCGTGGAC

FEEEErrrrrr et e e e e e e e e e e e
AGTTGATCGAAGATGGGAAGCAAGGGTCGTITCGACTTCATATTCGTGGAC

GCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGT

FEErrrrrrrr et e et e e e e e e e e
GCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGT

CAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCG

FEErrrrrrrr et e e e e e e e e e e e
CAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCG

TGGTTGCACCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGG

FEEEEEr et rr e e e e e e e e e e e e
TGGTTGCGCCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGG

GATTTTGTGCTGGAGCTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGA

FEEErrrrrrr et e e e e e e e e e e
GATTTTGTGCTGGAGCTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGA

GATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGATGGCATCACTCTCTGCCGTCGGATCA

CEEErrrrrrr e e e e e e e e e e e e e
GATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGATGGCATCACTCTCTGCCGTCGGATCA

GCTGAGCATCTAATCTCAAGTCCTTATGATCA 867

FEEEEErrr e e e
GCTGAGCATCTAATCTCAAGTCCTTATGATCA 882

550

585

600

635

650

685

700

735

750

785

800

835

850
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Alinhamento das seqiiéncias nucleotidicas dos contigs 2, 3, 4 ¢ 6 do Cluster 6. Alinhamento
realizado pelo software ClustalW.

CLUSTAL W

CL6Contig2
CL6Contigb
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contigb6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contigb6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contigb6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6

(1.82)

multiple sequence alignment
ACGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCA-——=~ GGAAGAAGCCGAGCAAACG
—CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAAA----GGAAGAAGCCGAGCAAGCG
-CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCA-——=- GGAAGAAGCCGAGCAAACG

-CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAGACACAGGAAGAAGCCGAGCAAACG

KA KA A KA I AA XA A AN A A A A XA AR A A A XA AR KA KK KAk Akk kA hkhkkxk kA khkhk Kk K%

AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTG-AAAAAAGACACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACGAAAGAGATAAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA
AAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACACTAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCA

KAKAKAIAKAAKNARAAXAAA KA AKX AAXAAAhAK K, *AhAkAkhhhhk AhhkAhhAkhk Ak Ark A xAk kA kA A h k%

TCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTC
TCA---ATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTC
TCA---ATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTC
TCA-———————— TCAATGGCAGAGCCTCAGCAGATCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTC

* % k% *  * hhkkhkhkhkhkhkkhhkhkhkhhhhkh Fhhkhrhhkrkhhkhhkrhkhkrkhhhhrkhtx*k

GGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTC
GGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTC
GGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTC
GGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTC

R R e I S e S I S S I I S I S I S b S b S b b I b b e S b b b I S 2h I S b b b b b b S

TACCCAAGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGG
TACCCAAGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGG
TACCCAAGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGG
TACCCAAGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGG

BRI R S b I b S b b S b S Sb e Sb b b b S S b I S 2 I b e Ih b b Sh b b 2h b b b b Sh b b S S b b Sb 2 b b b b Y

AACCTGATGACCACATCGGCTGATGAAGGGCAGTTCCTGAACATGCTCCTCAAGCTCATC
AACCTGATGACCACATCGGCTGATGAAGGGCAGTTCCTGAACATGCTCCTCAAGCTCATC
AACCTGATGACCACATCGGCGGATGAAGGGCAGTTCCTGAACATGCTCCTCAAGCTCATC
AACCTGATGACCACATCGGCGGATGAAGGGCAGTTCCTGAACATGCTCCTCAAGCTCATC

R IR e S b I b S b b S b b Sb b Sb b SR b S b b Sb S b b b b Sb S b 2h S Sb e Sh b b b S Ib I Sh 2 b b b b S

AACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCC
AACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCC
AACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCC
AACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCC

KK AR AR AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A AR A AR AR A KA AR A A A AR AR A AR A AR AR AR R KK

CTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAG
CTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAG
CTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAG
CTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAG

KR A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KA AR A AR AR A AR A AR A AR AR A AR R KK

ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC
ATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGC

KK A AR AR AR A A A A AR AR A AR A AR AR A AR A A A AR A KA AR A AR A KA AR A AR A A A AR A AR R KK

CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC

55
55
54
59

115
114
114
119

175
171
171
170

235
231
231
230

295
291
291
290

355
351
351
350

415
411
411
410

475
471
471
470

535
531
531
530

595
591



CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contigb
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contigb
CL6Contig3
CL6Contig4

CL6Contig2
CL6Contig6
CL6Contig3
CL6Contig4

CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC
CCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGAACGTACGAC

R R S I R I S i S I S I I S I I R I I b S b S b b I S b e S b b b I S Ih I S b b b O b b S

TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC
TTCATATTCGTGGATGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAC

kkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkhkhk, *hkkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhkhkhkkhkkhkhkhkkhkkkkx*%

CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACNACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGTTCCGTGGTC
CTGGTCAAGGTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTC

KAk kA A A A A A A A A A A A A AR A A A A A A A hk Ak hhkdk kA hAhkdAhkhkkhkhkhhrkkh *hkhkrkxt*k

GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTGCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG

GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG
GCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAG

* *

591
590

655
651
651
650

715
711
711
710

775
713
771
770

172
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APENDICE F

Alinhamento da seqiiéncia do contig 1 do cluster 6 com o singleton EUGR-BC pelo programa
Align por meio do método needle.

# _______________
#
# Aligned sequences: 2
# 1: CN-EUGR-BC-002-003 F02 .f 015.abl Reverso
# 2: CL6Contigl
# Matrix: EBLOSUMG62
# Gap_penalty: 10.0
# Extend penalty: 0.5
#
# Length: 1163
# Identity: 437/1163 (37.6%)
# Similarity: 437/1163 (37.6%)
# Gaps: 700/1163 (60.2%)
# Score: 2330.0
#
#
#
CN-EUGR-BC-00 1 CGGACCATCACTGTCCTTATATACGTTGCATCATGCTTGCTCATAGAACT 50
P I I T O I R
CL6Contigl 1 CGGTCCGGATTCCCG—=—=====————————————————— 15
CN-EUGR-BC-00 51 TAGGTCAACTGCAACATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAG 100
1] el Err ettt
CL6Contigl 16 --GGT------ CGACATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAG 57
CN-EUGR-BC-00 101 CAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGAATCAATGGCCAC 150
Lot rrrrrrr ettt et e r et e
CL6Contigl 58 CACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGAATCAATGGCCAC 107
CN-EUGR-BC-00 151 CGCCGGAGAGGAGAGCCAGACCCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCC 200
FEETTEEErrrr ettt e r et
CL6Contigl 108 CGCCGGAGAGGAGAGCCAGACCCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCC 157
CN-EUGR-BC-00 201 ACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAAGTGAGTGTGAATCTT 250
FEETTEEEErrr ettt el
CL6Contigl 158 ACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAA-—————————————— 192
CN-EUGR-BC-00 251 TATAGCTTTTGTTGGAATCGATGGATGATTCTGTTCCTTCTGCTGTATAA 300
CLéContigl 193 - - - 192
CN-EUGR-BC-00 301 CTTGATCGATAGTTTCCAACTTGAGGTGTTGTGTCTCTGATCTTCAATCG 350
CL6Contigl 193 m o 192
CN-EUGR-BC-00 351 TTTCTCTTTTTGCAGTATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCC 400
FEETTTEEEr ettt e el
CL6Contigl 193 ——————————————- TATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCC 227
CN-EUGR-BC-00 401 TGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGTGAG 450
FEETTErrrrrrr e et r et e et r e
CL6Contigl 228 TGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCAT------ 271
CN-EUGR-BC-00 451 TTCGCATATGATTCAGGAACAGAACAGATCAGACTTCAATAAATGCCCTC 500
CL6Contigl e 271
CN-EUGR-BC-00 501 TCTCATTCACGAGTTTGTTTCTTGAGCTGAACCCTTTTTGTTCCTTTGAA 550

CL6Contigl 272 o 271



CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
CN-EUGR-BC-00
CL6Contigl
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551

272

601

305

651

355

701

405

731

455

756

505

760

555

760

605

760

655

760

705

760

755

760

805

760

855

TATAAATTGCAAAAATAGGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC
FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrern
————————————————— GGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC
AGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAG
N
AGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAG
ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCTCTTGCTCTTCC
N R
ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTTGCTCTTCC
TGATGACGGAAAGGT--———==——===——==-— CGGTTTGA--TTTGTTC
FEEEEEEEEErrr - I I N I e
TGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATTAACAGAGAGAACTATGAAC
———————————— TCTTCCAA----------—-GTCAACGAAGTT-TCTTC

RN N
TTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGTTGCCGACAAGATTGACTTC

AGAGAAGGCCCTGCTTTGCCTATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAA

GCAAGGGTCGTTCGACTTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACC

TCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGTCAAGGTTGGAGGCCTCATT

GGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCGTGGTTGCACCGCCGGACGC

CCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGGGATTTTGTGCTGGAGCTCA

ACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGAGATCTGCATGCTCCCCGTG

GGTGATGGCATCACTCTCTGCCGTCGGATCAGCTGAGCATCTAATCTCAA

759

GTCCTTATGATCA 867

600

304

650

354

700

404

730

454

755

504

759

554

759

604

759

654

759

704

759

754

759

804

759

854

174



APENDICE G

Alinhamento dos singletons EUSP-FX ¢ EUGL-XY pelo programa ClustalW.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g_050

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g_050

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g_050

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018_A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 _018_C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 CO7_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 CO7 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 CO7 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 _C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 _C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL_XY 002 018 _C07_.g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL XY 002 018 C07 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL XY 002 018 C07 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL XY 002 018 C07 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL XY 002 018 C07 .g 050

CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053.
CN_EUGL XY 002 018 C07 .g 050

CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCACGCGTCCGCCCACGCGTCCGCTTTTT

AATCAATGGCCACCGCCGGAGAGGAGAGCCAGAACCAAGCCGGGAGGCAC
——--CCCGGGTCGACCCACGCGTCCGGNACCAGAACCAAGCCGGGAGGCAC

* * Kk Kk * K * K * Kk kkhkhkkhhkhkhkhhkkhkhkkkkk

CAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAATA
CAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAATA

R kS S I

TATTTTGGAGACTAGCGTGTACCCAAGAGAGCCCGAGCCCATGAAGGAGC
TATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGC

KA KA A KA A I A IAK* KA AAAKAAFAKAAKAAFAKAK* AAkA KA KA A KA KA KK A K

TCAGGGAAATTACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACAACATCAGCA
TCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACAACATCAGCA

KA KA KA I FIAK’ hA A I A AR KA A I A KA KA A I A KA KA A KA KA KA KK AKX A KA KK

GACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAA
GACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTC---AACGCCAAGAA

B L Kk kKkkKk Kk Kk kK

CACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTC
CACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTC

B R R

TTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATTAAC---AGA
TTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATAGACGATAACTCAAGA

KA KA KA KA A KA KA KA A KA KA KA A KA KA KA AKAKA K kK * kKK * kK

GAGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAA--AGCCG-GTGTTGC
ATTGAGTATGGCAATCGAATGGCGCTCATTTCAGACCAGCTTTACGAGGC

* Kk k kK *  x * Kk kk kkkk *  x * Kk x * * %
CCACAAGATTGACTTCAGAGAAGGCCCTG-——===———— CTTTGCCTATT
GGCCAAAACAAACTGCGATGGCGACTATGTGAATGTTGGCGATGATAATC

* ok kx x * ok kx x * * % * % * * % * %
CTTGAT---CAGTTGATC-GAAGATGGGAAGCAAG-——--—-—-——-— GGACGT
TTCAATGCGTCGTTGATCTGAATGCCATCAACGAGCTCACCTCCAAAGTC

* * % *khkkkkkk Kkkk * ok kK *

TCGAC--TTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAACTA-C
CTGACGGTCCACATTC-TGGAGCCGGATTGCAGCAACGCCCTGCCCGATC
* Kk x * kk kkkk Kkkkk * Kk kK * Kk x * k x * kX%
CACAAGAGGCTGATCGAGCTTGTCAAGGTT----GGAGGCCTCATTGGCT
CACAAGATGACGCTTCCGTTCGAAGATATCTCCGGGARAACGCCACGGCC
*khkkkkk Kk Kk * % * kX% * * * k x * % * k x
ACGACRAC----- ACCCTATGGAACGGCTC-——=========——==————

GCATCCACGGACGACCCCCTCAAAGGTCCTGCGCTCTGGTGCCGTAACTA

* * Kk * kKK * *xk kK

CAACCACATGGTCTGCTATATCTGGGCGAACCTTAAAAGCGTCCAAGAAG

50

100

150

200
47

250
97

300
147

350
197

400
244

450
294

497
344

544
394

584
444

621
494

668
543

714
593

739
643

693

175
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CN-EUSP-FX-002-018 A08 .g 053. ———mm e e
CN_EUGL_XY 002 018 C07 .g 050 CACTTCAAGTCCGACCGGGGACGAAGACCTACTGGCCATAC 734
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APENDICE H

Determinagdo das regides de exons e introns para o singleton EUGL-XY e EUSP-FX, por
comparagdo com a seqiiéncia de referéncia obtida no trabalho através do programa
EST2Genome.

Note Best alignment is between forward est and forward genome, and splice sites
imply forward gene

Exon 58 100.0 1 58 SeqRef Reverso 38 95 CN_EUGL XY
+Intron -20 0.0 59 188 SegRef Reverso

Exon 78 98.8 189 268 SeqRef Reverso 96 175 CN_EUGL XY
+Intron -20 0.0 269 391 SegRef Reverso

Exon 115 97.6 392 515 SeqRef Reverso 176 296 CN_EUGL XY
Span 211 98.5 1 515 SeqRef Reverso 38 296 CN_EUGL XY
Segment 58 100.0 1 58 SegRef Reverso 38 95 CN_EUGL XY
Segment 78 98.8 189 268 SeqRef Reverso 96 175 CN_EUGL_ XY
Segment 55 100.0 392 446 SegRef Reverso 176 230 CN_EUGL XY
Segment 1 100.0 449 449 SeqgRef Reverso 231 231 CN_EUGL_ XY
Segment 65 100.0 451 515 SegRef Reverso 232 296 CN_EUGL XY

SeqRef Reverso vs CN_EUGL XY:

SeqRef Reverso 1 CGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTC 50
FEEEErrrrrrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrr e

CN_EUGL XY 38 CGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTC 87

SeqRef Reverso 51 TTTACCAAgtgag..... tgcagTATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCA 215
FETTTTTI>>>>> 230 >S5 LI EEE et

CN_EUGL XY 88 TTTACCAA. ...t unnn. TATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCA 122

SeqRef Reverso 216 AGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGACATAACAGCAAAACATCC 265
A

CN_EUGL XY 123 AGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCC 172

SeqRef Reverso 266 ATGgtgag..... aatagGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC 423

FEI>>>>> 123 SS5> (LT r et rrnd

CN_EUGL XY 173 ATG. e eii e eans GAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC 207
SeqRef Reverso 424 AGTITCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAG 473
FEErrrrrrrrerrrerrreert r rrr e e e e e e
CN_EUGL XY 208 AGTTCTTGAACATGCTTCTCAAG--C-TCAACGCCAAGAACACCATGGAG 254
SeqRef Reverso 474 ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTICCTTGCCACCGCTCTT 515
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e rrd
CN_EUGL XY 255 ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTICTT 296

Alignment Score: 211



Note Best alignment is between forward est and forward genome,

imply forward gene

Exon 58
+Intron -20
Exon 72
+Intron -20
Exon 124
Span 214
Segment 58
Segment 72
Segment 124

SeqRef Reverso
SeqRef Reverso
CN-EUSP-FX
SeqRef Reverso
CN-EUSP-FX
SeqRef Reverso
CN-EUSP-FX
SeqRef Reverso
CN-EUSP-FX
SeqRef Reverso
CN-EUSP-FX
SeqRef Reverso

CN-EUSP-FX

Alignment Score:

100.
0.
95.
0.
100.

O O O oo

98.5

100.0
95.
100.0

(@]

and splice

1 58 SegRef Reverso 191 248 CN-EUSP-FX
59 188 SegRef Reverso
189 268 SeqRef Reverso 249 328 CN-EUSP-FX
269 391 SegRef Reverso
392 515 SegRef Reverso 329 452 CN-EUSP-FX
1 515 SegRef Reverso 191 452 CN-EUSP-FX
1 58 SegRef Reverso 191 248 CN-EUSP-FX
189 268 SeqRef Reverso 249 328 CN-EUSP-FX
392 515 SegRef Reverso 329 452 CN-EUSP-FX

vs CN-EUSP-FX:

191

51

241

216

276

266

326

424

361

474

411

214

CGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTC

FEEEEEEr et e e e e e e e e e e e e e ey
CGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTC

TTTACCAAgtgag. .. .. tgcagTATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCA
FETTITTI>>>>> 130 >S5S LR il
TTTACCAA. . vvvviee e TATATTTTGGAGACTAGCGTGTACCCA

AGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGACATAACAGCAAAACATCC

FEErrrer rrrrrrerrrrrerrrrrrer et e et rrrrrnd
AGAGAGCCCGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATTACAGCAAAACATCC

ATGgtgag. . ... aatagGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC
[ I>>>>> 123 >S5St
ATG. e et ie e e GAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGC

AGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAG

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
AGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAG

ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTT

FEEErrrrrrrrrrrr e et
ATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTT

515

452

sites

50

240

215

275

265

325

423

360

473

410

178
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APENDICE I

Seqiiéncias consenso dos contigs e singletons obtidos do banco de dados para o gene
CCoOAMT.

>CL6Contigl consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAGCACAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGA
GAGAGAGTTTGAATCAATGGCCACCGCCGGAGAGGAGAGCCAGACCCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTC
TCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAATATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGG
GAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCAT
CAACGCCAAGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAA
AGATTTTGGCTATGGACATTAACAGAGAGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGTTGCCGACAAGATT
GACTTCAGAGAAGGCCCTGCTTTGCCTATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAAGCAAGGGTCGTTCGACTTCATATTCGT
GGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGTCAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACA
ACACCCTATGGAACGGCTCCGTGGTTGCACCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTACAGGGATTTTGTGCTG
GAGCTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGAGATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGATGGCATCACTCTCTGCCGTCG
GATCAGCTGAGCATCTAATCTCAAGTCCTTATGATCA

>CL6Contig2 consenso
ACGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCAGGAAGAAGCCGAGCAAACGAAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGAC
ACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCAT
TCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCAAGAGAGCC
AGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGGAACCTGATGACCACATCGGCTGATGAAGGGCAGTTCC
TGAACATGCTCCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCC
CTTGCTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAGATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAA
GGCCGGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGCCCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACC
ATGGAACGTACGACTTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGACCTGGTCAAG
GTTGGCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTCGCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGT
GCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAGCTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCG
GGGATGGCATCACCCTGTGCCGCCGGGTCAGTTGATCGCACCAGAAAGGAGATCTCAAAATCAAGCATTGATGAAATGAGGAA
CTACCCTTGATAATTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCTTATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTAT
TCAAATGAACGATTAAGGAGTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAAGTTCA
TTTATGCT

>CL6Contig3 consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCAGGAAGAAGCCGAGCAAACGAAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAAAGACA
CGAAAGAGATAAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGG
AAGTCGGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCAAGAGAGCCAGAG
TCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGGAACCTGATGACCACATCGGCGGATGAAGGGCAGTTCCTGAA
CATGCTCCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCCCTTG
CTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAGATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCC
GGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGCCCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGG
AACGTACGACTTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGACCTGGTCAAGGTTG
GCGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGTTCCGTGGTCGCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGG
TACTACCGGGACTTCGTGCTGGAGCTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGA
TGGCATCACTCTCTGCCGCCGGGTCAGCTGATCACACCGTAATGGAGATCTCAAAAACAGTGATCGATGAAATGAGAAACTAC
CTTTAATACTTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCTTATGTTGTCTTTGAACCATTGAGCATGTATTTGTATTCAA
ATGAACGATTAAGGATTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAATTTATGCTA
CGAA

>CL6Contig4 consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAGACACAGGAAGAAGCCGAGCAAACGAAGTTGCAGACGCCATTGGAAAAA
AGACACTAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGAGCCTCAGCAGATCCAACCAGCGAAGCATTCGGA
AGTCGGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCAAGAGAGCCAGAGT
CCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCCATGGAACCTGATGACCACATCGGCGGATGAAGGGCAGTTCCTGAAC
ATGCTCCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCCCTTGC
TCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAGATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCCG
GCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGCCCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGGA
ACGTACGACTTCATATTCGTGGATGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGACCTGGTCAAGGTTGG
CGGCCTGATCGGATACGACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTCGCGCCCGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTCCGGT
ACTACCGGGACTTCGTGCTGGAGCTCAACAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGAT
GGCATCACTCTGTGCCGCCGGGTCAGCTGATCACACCGGAAAGGAGATCTCAAAAACAAGGATCGATGAAATGGGAAACTACC
CTTAATACCTTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCTTATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCAA
ATGAATGATTAAGGAGTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAA
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>CL6Contigb5 consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGATTTCTTGATCACAACATATTACAATATTCCTAAGCACAGAGAGAGAGAG
AGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTAATGGCCACCGCGGGAGAGGAGAGCCAGAACCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGG
TTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAATATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCC
ATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACAT
GCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTTGCTC
TTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATTAACAGAGAGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGT
GTTGCCGACAAGATTGACTTCAGAGAAGGCCCTGCTTTGCCTATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAAGCAAGGGTCGTT
CGACTTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAACTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGTCAAGGTTGGAGGCC
TCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTCCGTGGTTGCGCCGCCGGACGCCCCGCTCAGGAAGTATGTGAGGTACTAC
AGGGATTTTGTGCTGGAGCTCAACAAGGCTCTTGCCGCTGATCCTAGGATTGAGATCTGCATGCTCCCCGTGGGTGATGGCAT
CACTCTCTGCCGTCGGATCAGCTGAGCATCTAATCTCAAGTCCTTATGATCAGGGTTCATTCTTAATGTAGAACCCACGAAAA
AGAGAGAGATTTATGTATATCTTGTTGCTGTTTCTTTTCCATGAACCTAGAAACGGGATTCGCAATTAAATGCCAAATTATGT
TGCTGTTTCTCTTTTA

>CL6Contig6 consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGAAAGGAAGAAGCCGAGCAAGCGAAGTTGCAGACGCCATTGAAAAAAGACA
CGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCCTCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGG
AAGTCGGCCACAAGAGCCTCTTGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCAAGAGAGCCAGAG
TCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAAACATCCATGGAACCTGATGACCACATCGGCTGATGAAGGGCAGTTCCTGAA
CATGCTCCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATCGGCGTCTACACCGGCTACTCTCTCCTCGCCACCGCCCTTG
CTCTTCCCGATGACGGAAAGATCTTGGCCATGGACATCAATAGGGAGAACTTCGAGATCGGGCTGCCCGTCATCCAGAAGGCC
GGCCTTGCCCACAAGATCGATTTCAGAGAAGGCCCTGCCCTGCCGCTCCTTGATCAGCTCGTGCAAGATGAGAAGAACCATGG
AACGTACGACTTCATATTCGTGGACGCCGACAAGGACAACTACATCAACTACCACAAGAGGCTGATCGACCTGGTCAAGGTTG
GCGGCCTGATCGGATACNACAACACCCTGTGGAACGGCTCCGTGGTCGC

>EUGR-BC consenso
GATTGAAGAAACTTCGTTGACTTGGAAGAGAACAAATCAAACCGACCTTTCCGTCATCAGGAAGAGCAAGAGCGGTGGCGAGG
AGAGAGTAGCCAGTGAAGACACCAATCTCCATGGTGTTCTTGGCGTTGATGAGCTTGAGAAGCATGTTCAAGAACTGCCCTTC
GTCTGCTGATGTTGTCATTATGTTCCTATTTTTGCAATTTATATTCAAAGGAACAAAAAGGGTTCAGCTCAAGAAACAAACTC
GTGAATGAGAGAGGGCATTTATTGAAGTCTGATCTGTTCTGTTCCTGAATCATATGCGAACTCACCATGGATGTTTTGCTGTT
ATTTCCCTGAGCTCCTTCATGGGCTCAGGCTCTCTTGGGTACACGCTGGTCTCCAAAATATACTGCAAAAAGAGAAACGATTG
AAGATCAGAGACACAACACCTCAAGTTGGAAACTATCGATCAAGTTATACAGCAGAAGGAACAGAATCATCCATCGATTCCAA
CAAAAGCTATAAAGATTCACACTCACTTGGTAAAGAGCATCACTCTGAAGGAGAGACTTGTGGCCAACCTCCTGGTGCCTCCC
GGCTTGGGTCTGGCTCTCCTCTCCGGCGGTGGCCATTGATTCAAACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTGCTTAG
GAATATTGTAATATGTTGTGATCAAGAAATGTTGCAGTTGACCTAAGTTCTATGAGCAAGCATGATGCAACGTATATAAGGAC
AGTGATGGTCCG

>EUSP-FX consenso
CGGTCCGGATTCCCGGGTCGACCACGCGTCCGCCCACGCGTCCGCTTTTTCTCTGGAAATGAAAGGGTATTAAACAAGTCCAA
GATCAAGAGGCCTGCATGCTTCCAGGAGCTCACCAACCCTGGACCAGAGAGAGAGAGAGAGAGTTTGAATCAATGGCCACCGC
CGGAGAGGAGAGCCAGAACCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGATGCTCTTTACCAAT
ATATTTTGGAGACTAGCGTGTACCCAAGAGAGCCCGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATTACAGCAAAACATCCATGGAAC
ATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCATCAACGCCAAGAACACCATGGAGATTGG
TGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATGGACATTAACAGAG
AGAACTATGAACTTGGCCTGCCGGTCATCCAAAAAGCCGGTGTTGCCCACAAGATTGACTTCAGAGAAGGCCCTGCTTTGCCT
ATTCTTGATCAGTTGATCGAAGATGGGAAGCAAGGGACGTTCGACTTCATATTCGTGGACGCGGACAAGGACAATTACCTCAA
CTACCACAAGAGGCTGATCGAGCTTGTCAAGGTTGGAGGCCTCATTGGCTACGACAACACCCTATGGAACGGCTC

>EUGL-XY-002 consenso
CCCGGGTCGACCCACGCGTCCGGNACCAGAACCAAGCCGGGAGGCACCAGGAGGTTGGCCACAAGTCTCTCCTTCAGAGTGAT
GCTCTTTACCAATATATTTTGGAGACCAGCGTGTACCCAAGAGAGCCTGAGCCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCAAA
ACATCCATGGAACATAATGACAACATCAGCAGACGAAGGGCAGTTCTTGAACATGCTTCTCAAGCTCAACGCCAAGAACACCA
TGGAGATTGGTGTCTTCACTGGCTACTCTCTCCTTGCCACCGCTCTTGCTCTTCCTGATGACGGAAAGATTTTGGCTATAGAC
GATAACTCAAGAATTGAGTATGGCAATCGAATGGCGCTCATTTCAGACCAGCTTTACGAGGCGGCCAAAACAAACTGCGATGG
CGACTATGTGAATGTTGGCGATGATAATCTTCAATGCGTCGTTGATCTGAATGCCATCAACGAGCTCACCTCCAAAGTCCTGA
CGGTCCACATTCTGGAGCCGGATTGCAGCAACGCCCTGCCCGATCCACAAGATGACGCTTCCGTTCGAAGATATCTCCGGGAA
AACGCCACGGCCGCATCCACGGACGACCCCCTCAAAGGTCCTGCGCTCTGGTGCCGTAACTACAACCACATGGTCTGCTATAT
CTGGGCGAACCTTAAAAGCGTCCAAGAAGCACTTCAAGTCCGACCGGGGACGAAGACCTACTGGCCATAC

>EUGR-ML-AQ04
AAACACTAAACAGCACCCCTTTTTCCATTTATTGGCATGCACTGTGAGACTTAACAGACTGTATCCATTCGAAATCGCGCGCA
AAAGAAGTGAATACAACAAAGGGTACAGACAAAGAAATGCCGTTTATATAATTGCTTATGATCCTGATTTGTACCTGCAAAGA
ACTTTGCATCTCAACACCCTATCGTGAACATAAAATCCGGGCATCACCATGATCTTCACCCGGCTCGAACTGTGCTGTCTCTG
CCGATCCACGAGTATGTCCTCCATGTAGTGCGGATCAAAACTTCTGTTCTCTTCGACCCTCAAAATCCCGATGGGTGGGCTGA
AAGAAAAGGCAAGCAGATGAAGCAGCCATATGCATTTGGCGGACACAAAGAACGCTTGCAGGAGTTGCTCTGGCCACGGTCTG
GTCCAATTCAAGGTCGTGATGATGCAACTCATCTTCTGATCGCAGAACTTGCTGAACTCT
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>EUGR-ML FO05

AATTTTAGTACTTGATTGCATCATTTAGAAGT TGAGTCGGAGATGCCGTCCCATCATCCTACTCATGCTGATACTAAGAACGT
ATCTTTGAATGGATTTTCTTGGAAGAATATTTCCTTTCTACTGAGGGACTAATATGTAAATAATATATACTTTGCTTGCATAC
TTCTAGTGATCTGTCAGGTAGCTCTTCATCACTCACTTATGCGCGTTCACTTGATGGGAATGGTCCTCGCGGTAAGTCATTCA
GTCGCTATCCCATGCATTGGCAAAGAGTCCAGTTCTTTTGGCCTCTTGTAGTTCTTCAACAGGAGGGAAGAACAAACAACACT
GACAGAGGAGGCTGCCATTGCCACTCCAGCAATCCAAGGTGGTAGCCGGAATCCTGTAAATGGGAAGAGGATCCCCGCTGCTA
TTGGCATTCCTATGACGTTGTAACCGAAGGCCCAGATGTAGTT

>EUGL-XY-001
GCGTCCGCATCACTCTCTGCCGCCGGGCTCAGCTGATCACACCGGAAAGGAGATCTCAAAAACAAGGATCGATGAAATGAGAA
ACTACCTTTAATACTTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCTTATGTTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTA
TTCAAATGAACGATTAAGGATTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGGGGGGGCCCCCTTAAAAAAATCCCCTTTTTCCCCCGGGGGGGG
GGGAAAAAATTTTTTTTTTTTGGGGGCCCCCAAATTTTTTTTCGGGGGGGCGTTTTTAAAACCGGGGGGGGGGAAAAAAAA

>CL5089Contigl consenso
CCACGCGTCCGGGAAGAAGCCGAGCAAGCGAAGTTGCAGACGCCATTGAAAAAAGACACGAAAGAGATCAAGAAGGAGCTTAA
GAAGCATCACCCTGTGCCGCCGGGTCAGTTGATCGCACCAGAAAGGAGATCTCAAAATCAAGCATTGATGAAATGAGGAACTA
CCCTTGATAATTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCTTATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCA
AATGAACGATTAAGGAGTGAGAAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAAGTTCATTT
ATGCA
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Parte do alinhamento do contig 1 do cluster 5809 com o contig 2 do cluster 6, representante
no banco de dados do Genolyptus da isoforma 2 do gene CCoAOMT. Alinhamento realizado
pelo software ClustalW.

CL5089Contigl
CL6Contig2

CL5089Contigl
CL6Contig2

CL5089Contigl
CL6Contig2

CL5089Contigl
CL6Contig2

CL5089Contigl
CL6Contig2
1020

CL5089Contigl
CL6Contig2
1080

CL5089Contigl
CL6Contig2

——————————————— CCACGCGTCCGGGAAGAA--GCCGAG-——---CAAGC-GAAGTTGCA
CGCCGACGCGCCCCTCCGCAAGTACGTGCGGTACTACCGGGACTTCGTGCTGGAGCTCAA

* Kk Kk *k kK Kk * K * kK K * *k ok kk K *

GACGCCATTGAAAAAAGACACGAAA---GAGATCAAGAAGGAGC---TTAAGAA--GCAT
CAAGGCCCTCGCCGTGGACCCGAGGATCGAGATCTGCATGCTTCCCGTCGGGGATGGCAT

* Kk K * Kk kk kKK )k Kk k kK * K * * * K * kK k

CACCCTGTGCCGCCGGGTCAGTTGATCGCACCAGAAAGGAGATCTCAAAATCAAGCATTG
CACCCTGTGCCGCCGGGTCAGTTGATCGCACCAGAAAGGAGATCTCAAAATCAAGCATTG

kA hh kA hhhhkhkhkhhk kA hk Ak hk kA hk kA hkhhkhkhkr kA hkhhkhkhkrhhkhkhkhkhhkkhkhkrhkhkhkkxx*xk*

ATGAAATGAGGAACTACCCTTGATAATTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCT
ATGAAATGAGGAACTACCCTTGATAATTTCCTTCCTTTCTATTTTTTCCATCTTCTGTCT

kA hh kA hkhhhkhkhkhkhk kA hkhhhkhkhAhkhk kA hkhhkhkhkr kA hkhhkhkhkrhhkhkhkrkhhkkhkhkhrhkhkhkkxxx*k*

TATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCAAATGAACGATTAAGGAGTGAG

38
780

90
840

150
900

210
960

270

TATATTGTCTTTGAACCGTTGAGCATGTATTTGTATTCAAATGAACGATTAAGGAGTGAG

KK A AR A AR AR A A A A A A AR A AR A AR AR A AR A A A AR AR KA AR A A A AR AR A AR AR AR A XK, K

AAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAAGTTCAT

330

AAGAAGTTGCTAATTTGGCTTACAATGGAGCTACATTCAAATTGTATAATAAAAGTTCAT

R I b b b b 2b b S b b S 2 b b S b b b e S SR b S b b Ib S S b I b S b S b I b Sh b b Sh b S 2b I 2b b b b S 3

TTATGCA 337
TTATGCT 1087

* Kk kk Kk Kk
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APENDICE K

Seqiiéncias nucleotidicas e protéicas dos contigs utilizados no estudo, os quais foram o
resultado da busca no banco de dados para o gene 4CL.

>CL273Contigl
CGTCCGCTCGCTCGCGCGGAACCAGTCCGGCGAGATCTGCATCCGGGGTCACCAGATCATGAAAGGTTATCTGAA
CGACGCCGAGCCGACCGCAAATACCATAGACAAAGAAGGGTGGCTGCACACCGGCGACATCGGCTACATAGACGA
TGACGACGAGCTCTTCATTGTCGATCGGTTGAAGGAACTCATCAAGTACAAGGGCTTCCAGGTTGCTCCGGCCGA
GCTAGAGGCAATGCTGATTGCACACCCAAGTATCTCGGATGCCGCTGTTGTGCCGATGAAGGATGAGGTTGCCGG
TGAGGTTCCTGTTGCATTCGTGGTGAAATCCAATGGTTCCGTAATCACCGAGGACGAAATCAAGCAATACATCTC
GAAGCAGGTCGTGTTTTACAAGAGGATCAAGCGGGTTTTCTTCACGGACGCAATTCCGAAAGCCCCCTCCGGAAA
AATCTTGAGGAAGGACCTAAGAGCAAAGTTGGCCTCTGGTGTTTACAATTAATTTCTCATACCCTTTTCTTTTTC
AACCCTGCCCCTGTACTTGCTTAAAGACCCATGTAGTTGAAATGAATGTAACCTCTTCGGAGGGGCCAAATATGG
AAGGGGGAAAGAAAGACATATGGCGATGATTTGATTTCACATGCTATTGTAATGTATTTATTGTTTCAATTCCGA
ATTAGACAAAGTGCTTAAAGCTCTCTTTTCGGGATTTTTTTTTCATTAATGTATATAATTGCGGA

>CL273ctgl
MKGYLNDAEPTANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEAMLIAHPSISDAAVVPM
KDEVAGEVPVAFVVKSNGSVITEDETKQYTISKQVVEFYKRIKRVFFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKLASGVYN

>CL273Contig2
CGTCCGCCAAACGCTCACCTTCTCATCATCAGCCCTCTCTTTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCTCGATTCTCC
GCCCCGCCACGACAATGGAGGCGAAGCCGTCGGAGCAGCCCCGCGAGTTCATCTTCCGGTCGAAGCTCCCCGACA
TCTACATTCCCGACAACCTCTCCCTCCACGCCTACTGCTTCGAGAACATCTCCGAGTTCGCCGACCGCCCCTGCG
TCATCAACGGGGCCACCGGCCGGACCTACACCTATGCCGAGGTCGAGCTGATCTCCCGCCGGGTCTCAGCCGGLC
TCAACGGGCTCGGCGTCGGACAGGGCGACGTGATCATGCTGCTCCTCCAGAACTGCCCTGAGTTCGTGTTCGCAT
TCCTCGGCGCGTCCTACCGGGGCGCCATCAGCACGACCGCCAACCCGTTCTACACCCCGGGAGAGATCGCCAAGC
AGGCCTCAGCTGCCCAGGCCAAGATCGTAATCACGCAGGCCGCGTACGCCGACAAGGTGAGGCCGTTCGCGGAGG
AGAACGGGGTCAAGGTCGTGTGCATCGATACCGCGCCGGAGGGCTGCCTGCACTTCTCGGAATTGATGCAGGCGG
ATGAGAACGCCGCCCCCGCGGCGGACGTCAAGCCGGACGACGTCTTGGCACTCCCCTATTCGTCGGGCACGACGG
GGCTCCCCAAGGGGGTGATGCTCACGCACAGGGGTCAAGTGAGTAGCGTGGCGCAGCAGGTCGACGGAGACAACC
CCAACTTGTACTTCCACAAGGAGGACGTGATCCTGTGCACGCTCCCGTTGTTCCACATATACTCCCTCAACTCGG
TGATGTTCTGCGCGCTCCGTGTCGGCGCTGCCATCCTGATCATGCAGAAGTTCGAGATCGTGGCGCTGATGGAGC
TCGTGCAGCGGTACCGGGTGACGATCCTGCCCATCGTCCCGCCAATCGTGCTGGCGATCGCCAAGAGCGCCGAGG
TGGACCGGTACGACCTGTCGTCGATCCGGACCATCATGTCGGGTGCGGCCCCGATGGGGAAGGAGCTCGAGGACA
CCGTGCGAGCCAAGCTGCCGAATGCCAAGCTCGGACAGGGCTATGGGATGACGGAGGCGGGCCCGGTGCTGGCAA
TGTGCCTGGCATTTGCAAAGGAGCCGTTCGAGATCAAGTCAGGCGCGTGCGGGACCGTCGTGAGGAACGCGGAGA
TGAAGATCGTCGACCCGGAGACAGGGGCCTCGCTCCCGCGGAACCAGGCCGGCGAGATCTGCATCCGGGGTCACC
AGATCATGAAAGGTTATCTGAACGACCCCGAAGCGACCGCTAATACCATAGACAAAGAAGGGTGGCTGCACACCG
GCGACATCGGCTACATAGACGATGACGACGAGCTCTTCATTGTCGATCGGTTGAAGGAACTCATCAAGTACAAGG
GCTTCCAGGTCGCTCCGGCCGAATTAGAGGCAATGCTGATTGCACACCCAAGTATCTCGGATGCTGCCGTTGTGC
CGATGAAGGATGAGGTTGCCAGTGAGGTTCCTGTTGCATTCGTGGTGAAATCCAATGGTTCCGTAATCACTGAGG
ACGAAATCAAGCAATACATCTCGAAGCAGGTCGTGTTTTACAAGAGGATCAACCGGGTTTTCTTCACGGACGCAA
TTCCGAAAGCCCCCTCCGGCAAAATCTTGAGGAAGGACCTAAGAGCAAAGTTGGCCTCCGGTGTTTACAATTAAT
TTCTCATACCCTTTTCTTTTTCAACCCTGCCCCTGTACTTGCTTAAAGACCCATGTAGTTGAAATGAATGTAACC
TCTTCGGAGGGGCCAAATATGGAAGGGGGAAAGAAAGACATATGGCGATGATTTGATTTCACATGCTATTGTAAT
GTATTTATTGTTTCAATTCCGAATTAGACAAAGTGCTTAAAGCTCTCTTTTCGGATTTTTTTTTTCATTAATGTA
TAATAATTGCGGACATTACAATATAGTGTACAACGTGATTTGAGCTTGATGAATTACAAGATTGGAAGAACT

>CL273Ctg2
MLLLONCPEFVFAFLGASYRGAISTTANPFYTPGEIAKQASAAQAKIVITQAAYADKVRPFAEENGVKVVCIDTA
PEGCLHFSELMQADENAAPAADVKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGQVSSVAQQVDGDNPNLYFHKEDVIL
CTLPLFHIYSLNSVMFCALRVGAAILIMQKFEIVALMELVQRYRVTILPIVPPIVLAIAKSAEVDRYDLSSIRTI
MSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASL
PRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEAM
LIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSVITEDEIKQYISKQVVEFYKRINRVFFTDAI PKAPSGKILRK
DLRAKLASGVYN

>CL4405Contigl
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GGTCCGGATTCCCGGGTCGACCCACGCGTCCGCGGACGCGTGGGTTTACACTTTTGAAACCGGACTTTGAGCTGA
TATTGAATCGCTCCTTTTTAGAAAAAGGTGGTGGTTACTAAAGTTTAAATCATGAGTTAAGTTTTCCTTACAGCT
GCAAAAGAAAAGGACAGAGAGAAAGAAAGGACCCGAAATTGATGAGTGGACCTAAGAGGGAGGCTTTGCTTGAAT
GTGGAAGCAGTTGAACTCATTAAATGACTTCTGCTCGCAATCACATGATCTATTCACTCAATTACATTCTTTCGG
TGGTTAGAACTCCATCGCTTTCATTTCTATTGCGAAAGCTTTAACCATCCTGTTCAATTTCCTGCACTGTTTACC
TACAGAACATTTCTGTATTCTCGTCATCTTTCTCCTCCAATTTTAAATGCAAGACGGTAACGCGCATAACTTTAT
ATTTAACATCCCTATAAAGGGTTTGTGATTTCGATTGGCTTTTAGCATTTGTTGACGCGGTGCAGGGATATGGAA
TGACGGAAGCGGGACCGGTGCTTTCTATGTGCTTGGGGTTCGCCAAGCAACCCTTCCCAACCAAATCGGGTTCGT
GCGGGACGGTTGTTCGGAATGCAGAGCTCAAAGTCATCGACCCCGAGACCGGTTCCTCCCTTGGCTACAACCAGC
CCGGCGAGATATGCATTCGTGGCCAACAAATTATGAAAGGATACCTGAACGACCCCGAGGCGACTTCGATCACCA
TTGACGCGGATGGCTGGCTTCACACCGGTGACATAGGCTATGTCGATGATGATGATGAGATCTTCATTGTGGACA
GAGTGAAGGAAATAATCAAATTCAAGGGGTTCCAGGTGCCACCAGCCGAGCTTGAAGCGCTTCTAGTAAGCCACC
CATCCATTGCGGATGCAGCTGTCGTCCCGCAAAAGGATGAAGTCGCCGGTGAAGTCCCGGTTGCATTTGTGGTGA
GATCGAATGGCTTTGAACTGACGGAAGAAGCAGTAAAGGAGTTCATAGCCAAACAGGTGGTTTTCTATAAGAAGC
TTCACAAGGTCCACTTCGTGCATGCAATCCCAAAGTCTCCGTCCGGGAAGATACTGAGGAAAGATCTCAGAGCCA
AGTTAGCTACTGCAGCCCCCATTTCTTAAATTCGTTAGGTTGTGATTTCGGTGATTTGTAAGCATTTTTACTGGT
GGTGGGTTCTCCATGTTCTTCTTCCTTTTTCTTTACCGTCTTTCCTGTTATAATTGCATAAACAGAAGTGGGGAG
AACAAGAAGTGGTGAGCAATGTGATCCTCTTGAAGATTCAATAATATTGTCGATCCTTCCCA

>CL4405ctgl
MTEAGPVLSMCLGFAKQPEFPTKSGSCGTVVRNAELKVIDPETGSSLGYNQPGEICIRGQQIMKGYLNDPEATSIT
IDADGWLHTGDIGYVDDDDEIFIVDRVKEIIKFKGFQVPPAELEALLVSHPSIADAAVVPQKDEVAGEVPVAFVV
RSNGFELTEEAVKEFTAKQVVEFYKKLHKVHFVHAIPKSPSGKILRKDLRAKLATAAPIS

>CL2848Contigl
AAGGCGTGATCTTGACTCCCCGGAATTTCATCCCGGCATCCCTGATGATGACCATGGATCAAGAAATGGCGGGEGE
ACATGCACCGTGTGTTCCTCTGCGTCCTGCCCATGTTCCACGTGTTCGGGCTCGCGGTGATCGCTTATTCGCAGC
TCCAGAAGGGGAACGCGCTCGTGTCGATGGGGAGGTTCGAATTCGACTCGCTCTTAAGGGCGGTCGAGAAGTACA
GGATCACGCATTTGTGGGTTGTCCCCCCCATTGTACTTGCTTTGGCTAAGCAGAGTGCGGTGAGGAAGTATGACC
TCTCGTCCTTGAAGCACATTGGTTCCGGCGCTGCACCTTTAGGGAAGGATGTGATGGAGGATTGTGCTAAGAATT
TCCCACAGGCCGACGTGATGCAGGGTTATGGTATGACAGAAACTTGTGGGATCGTCTCTGTGGAGAATGCAAATT
TCGGCCCTCGGCATACTGGTTCCGCTGGACAACTAGTTGCAGGAGTTGAAGCTCAAGTTATCAGCGTGGATACAC
TAAAATCTCTTCCCCCTAATCAGTTAGGGGAAATATGGGTTCGTGGACCTAACATGATGAAAGGATATTATAACA
ATCCACAAGCAACTAAATTGACAATTGATAACAAGGGTTGGGTGCACACTGGAGACCTTGGATATTTTGATGAGG
AAGGGCAACTATATGTTGTTGATCGAATCAAAGAGCTCATCAAGTACAAAGGTTTTCAGATTGCTCCAGCTGAGC
TTGAAGGACTCCTTCTTTCACATCCTGAAATTTTAGATGCTGTTGTCATTCCATTTCCTGATGCTGAAGCTGGTG
AAGTTCCTATTGCATATGTCGTTCGCTCACCTACCAGCTCTCTAACTGA

>CL2848ctgl
MMTMDQEMAGDMHRVFLCVLPMFHVFGLAVIAYSQLOKGNALVSMGRFEFDSLLRAVEKYRITHLWVVPPIVLAL
AKQSAVRKYDLSSLKHIGSGAAPLGKDVMEDCAKNFPQADVMQGYGMTETCGIVSVENANFGPRHTGSAGQLVAG
VEAQVISVDTLKSLPPNQLGEIWVRGPNMMKGYYNNPQATKLTIDNKGWVHTGDLGYFDEEGQLYVVDRIKELIK
YKGFQIAPAELEGLLLSHPEILDAVVIPFPDAEAGEVPIAYVVRSPTSSLT
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APENDICE L

Alinhamento dos contigs obtidos na busca realizada no banco de dados para o gene 4CL com
as suas isoformas. Alinhamento realizado pelo programa Align pelo método water.

# _______________

#

# Aligned sequences: 2

# 1: CL273Ctg2

# 2: 4CL1

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 468

# Identity: 347/468 (74.1%)

# Similarity: 400/468 (85.5%)

# Gaps: 8/468 ( 1.7%)

# Score: 1831.0

#

#

#

CL273Ctg2 1 MLLLONCPEFVFAFLGASYRGAISTTANPEFYTPGEIAKQASAAQAKIVIT 50
[ T I L T O A 0 I T O I I A A I R O I SO I S I

4CL1 94 MLLLPNCPEFVLSFLAASFRGATATAANPFFTPAETIAKQAKASNTKLIIT 143

CL273Ctg2 51 QAAYADKVRPFAEENGVKVVCID----- TAPEGCLHFSELMQADENAAPA 95
- I I I e N R DR o O S A I S

4CL1 144 EARYVDKIKPLQNDDGVVIVCIDDNESVPIPEGCLRFTELTQSTTEASEV 193

CL273Ctg2 96 AD---VKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGQVSSVAQQVDGDNPNLY 142
. S R R e e R R N A

4CL1 194 IDSVEISPDDVVALPYSSGTTGLPKGVMLTHKGLVTSVAQQVDGENPNLY 243

CL273Ctg2 143 FHKEDVILCTLPLFHIYSLNSVMFCALRVGAAILIMQKFEIVALMELVQR 192
T T - - o O I 0 I O T A I B O O S B R

4CL1 244 FHSDDVILCVLPMFHIYALNSIMLCGLRVGAAILIMPKFEINLLLELIQR 293

CL273Ctg2 193 YRVTILPIVPPIVLAIAKSAEVDRYDLSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRA 242
PO I T - - O I R O A

4CL1 294 CKVTVAPMVPPIVLAIAKSSETEKYDLSSIRVVKSGAAPLGKELEDAVNA 343

CL273Ctg2 243 KLPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIV 292
R e e A RN R

4CL1 344 KFPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMSLGFAKEPFPVKSGACGTVVRNAEMKIV 393

CL273Ctg2 293 DPETGASLPRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDIG 342
N e e R R AR R RN

4CL1 394 DPDTGDSLSRNQPGEICIRGHQIMKGYLNNPAATAETIDKDGWLHTGDIG 443

CL273Ctg2 343 YIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEAMLIAHPSISDAAVVPMKD 392
D T T T T P PO - P O I B B B

4CL1 444 LIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEALLIGHPDITDVAVVAMKE 493

CL273Ctg2 393 EVASEVPVAFVVKSNGSVITEDEIKQYISKQVVFYKRINRVEFFTDAIPKA 442
S R N e N N R RN

4CL1 494 EAAGEVPVAFVVKSKDSELSEDDVKQFVSKQVVFYKRINKVEFFTESIPKA 543

CL273Ctg2 443 PSGKILRKDLRAKLASGV 460

FEEEEEEEErr et
4CL1 544 PSGKILRKDLRAKLANGL 561



186

# _____________

# Aligned sequences: 2

# 1: CL273ctgl

# 2: 4CL2

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 147

# Identity: 117/147 (79.6%)

# Similarity: 134/147 (91.2%)

# Gaps: 0/147 ( 0.0%)

# Score: 613.0

#

#

# ___________ —_—

CL273ctgl 1 MKGYLNDAEPTANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGF 50
RN e A N R AR

4CL2 410 MKGYLNDPLATASTIDKDGWLHTGDVGFIDDDDELFIVDRLKELIKYKGF 459

CL273ctgl 51 QVAPAELEAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVAGEVPVAFVVKSNGSVITEDE 100
T - O - P O O S O 1 I I O - RO B - B

4CL2 460 QVAPAELESLLIGHPEINDVAVVAMKEEDAGEVPVAFVVRSKDSNISEDE 509

CL273ctgl 101 IKQYISKQVVEFYKRIKRVFFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKLASGVYN 147
RS R N N N N N I

4CL2 510 IKQFVSKQVVEYKRINKVFFTDSIPKAPSGKILRKDLRARLANGLMN 556

#

#

# Aligned sequences: 2

# 1: CL4405ctgl

# 2: 4CL3

# Matrix: EBLOSUMG62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 202

# Identity: 171/202 (84.7%)

# Similarity: 187/202 (92.6%)

# Gaps: 0/202 ( 0.0%)

# Score: 889.0

#

#

# _______

CL4405ctgl 1 MTEAGPVLSMCLGFAKQPFPTKSGSCGTVVRNAELKVIDPETGSSLGYNQ 50
T T S s T O A I I N B O IO Y U R O

4CL3 359 MTEAGPVLSMSLGFAKEPIPTKSGSCGTVVRNAELKVVHLETRLSLGYNQ 408

CL4405ctgl 51 PGEICIRGQQIMKGYLNDPEATSITIDADGWLHTGDIGYVDDDDEIFIVD 100
RN e e R R

4CL3 409 PGEICIRGQQIMKEYLNDPEATSATIDEEGWLHTGDIGYVDEDDEIFIVD 458

CL4405ctgl 101 RVKEIIKFKGFQVPPAELEALLVSHPSIADAAVVPQKDEVAGEVPVAFVV 150
Pl bbbttt e ta Lttt

4CL3 459 RLKEVIKFKGFQVPPAELESLLINHHSIADAAVVPQNDEVAGEVPVAFVV 508

CL4405ctgl 151 RSNGFELTEEAVKEFIAKQVVFYKKLHKVHFVHAIPKSPSGKILRKDLRA 200
AR N A e e RN R R

4CL3 509 RSNGNDITEEDVKEYVAKQVVFYKRLHKVFFVASIPKSPSGKILRKDLKA 558

CL4405ctgl 201 KL 202

Il
4CL3 559 KL 560



# _____________

#

# Aligned sequences: 2

# 1: CL273ctgl

# 2: 4CL4

# Matrix: EBLOSUM62

# Gap_penalty: 10.0

# Extend penalty: 0.5

#

# Length: 141

# Identity: 111/141 (78.7%)

# Similarity: 126/141 (89.4%)

# Gaps: 0/141 ( 0.0%)

# Score: 585.0

#

#

#

CL273ctgl 1 MKGYLNDAEPTANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGF
R A R N N A N N N RN -

4CL4 424 MKGYLNDPEATARTIDKDGWLHTGDIGEVDDDDEIFIVDRLKELIKFKGY

CL273ctgl 51 QVAPAELEAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVAGEVPVAFVVKSNGSVITEDE
T S e O OB O O B Y

4CL4 474 QVAPAELEALLISHPSIDDAAVVAMKDEVADEVPVAFVARSQGSQLTEDD

CL273ctgl 101 IKQYISKQVVFYKRIKRVFFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKL 141
H e RN e RN

4CL4 524 VKSYVNKQVVHYKRIKMVFFIEVIPKAVSGKILRKDLRAKL 564

50

473

100

523

187
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APENDICE M

Alinhamento do contig 2 do cluster 273, representante da isoforma 1 do gene 4CL no banco
de dados, com a seqiiéncia génica obtida pela montagem de seqiiéncias geradas pelo
seqiienciamento da biblioteca shotgun de BAC. Alinhamento e inferéncias realizadas por
meio do programa EST2Genome.

Note Best alignment is between forward est and forward genome, and splice sites
imply forward gene

Exon 979 97.9 1 1022 4CL_EUGR 68 1088 CL273Contig2
+Intron -20 0.0 1023 2273 4CL_EUGR
Exon 193 98.5 2274 2472 4CL_EUGR 1089 1287 CL273Contig2
+Intron -20 0.0 2473 4063 4CL_EUGR
Exon 198 96.3 4064 4277 4CL_EUGR 1288 1501 CL273Contig2
+Intron -20 0.0 4278 4385 4CL_EUGR
Exon 101 98.1 4386 4490 4CL_EUGR 1502 1606 CL273Contig2
Span 1411 97.8 1 4490 4CL _EUGR 68 1606 CL273Contig2
Segment 484 98.6 1 498 4CL_EUGR 68 565 CL273Contig2
Segment 497 97.5 500 1022 4CL_EUGR 566 1088 CL273Contig2
Segment 193 98.5 2274 2472 4CL_EUGR 1089 1287 CL273Contig2
Segment 198 96.3 4064 4277 4CL_EUGR 1288 1501 CL273Contig2
Segment 101 98.1 4386 4490 4CL_EUGR 1502 1606 CL273Contig2
4CL_EUGR vs CL273Contig2:
4CL_EUGR 1 GATTCTCCGCCCCGCCACGACAATGGAGGCGAAGCCGTCGGAGCAGCCCC 50
FEEEEErrrrr et e e e et e e et
CL273Contig2 68 GATTCTCCGCCCCGCCACGACAATGGAGGCGAAGCCGTCGGAGCAGCCCC 117
4CL_EUGR 51 GCGAGTTCATCTTCCGGTCGAAGCTCCCCGACATCTACATTCCCGACAAC 100
FErrrrrrrrrr e e et e et ettt
CL273Contig2 118 GCGAGTTCATCTTCCGGTCGAAGCTCCCCGACATCTACATTCCCGACAAC 167
4CL_EUGR 101 CTCTCCCTCCACGCCTACTGCTTCGAGAACATCTCCGAGTTCGCCGACCG 150
FErrrrrrrrrrrrrr et e et et e ettt
CL273Contig2 168 CTCTCCCTCCACGCCTACTGCTTCGAGAACATCTCCGAGTTCGCCGACCG 217
4CL_EUGR 151 CCCCTGCGTCATCAACGGGGCCACCGGCCGGACCTACACCTATGCCGAGG 200
FErrrrrrrrrr e e et e e et e e ettt
CL273Contig2 218 CCCCTGCGTCATCAACGGGGCCACCGGCCGGACCTACACCTATGCCGAGG 267
4CL_EUGR 201 TCGAGCTGATCTCCCGCCGGGTCTCAGCCGGCCTCAACGGGCTCGGCGTC 250
Frrrrrrrrrrrrrreerr e rr ettt e e e et
CL273Contig2 268 TCGAGCTGATCTCCCGCCGGGTCTCAGCCGGCCTCAACGGGCTCGGCGTC 317
4CL_EUGR 251 GGACAGGGCGACGTGATCATGCTGCTCCTCCAGAACTGCCCTGAGTTCGT 300
FEEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrer e
CL273Contig2 318 GGACAGGGCGACGTGATCATGCTGCTCCTCCAGAACTGCCCTGAGTTCGT 367
4CL_EUGR 301 GTTCGCGTTCCTCGGCGCGTCCTACCGGGGCGCCATCAGCACGACCGCGA 350
A
CL273Contig2 368 GTTCGCATTCCTCGGCGCGTCCTACCGGGGCGCCATCAGCACGACCGCCA 417
4CL EUGR 351 ACCCGTTCTACACCCCGGGCGAGATCGCCAAGCAGGCCTCAGCTGCCCGG 400
A
CL273Contig2 418 ACCCGTTCTACACCCCGGGAGAGATCGCCAAGCAGGCCTCAGCTGCCCAG 467
4CL EUGR 401 GCCAAGATCGTGATCACGCAGGCCGCGTTCGCCGACAAGGTGAGGCCGTT 450
A
CL273Contig2 468 GCCAAGATCGTAATCACGCAGGCCGCGTACGCCGACAAGGTGAGGCCGTT 517

4CL EUGR 451 CGCGGAGGAGAACGGGGTGAAGGTCGTGTGCATCGATACCGCGCCGGAGG 500
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4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
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4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR
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518

501

567

551

617

601

667

651

717

701

767

751

817

801

867

851

917

901

967

951

1017

1001

1067

2286

1101

2336

1151

2386

1201

2436

1251

2472

1287

GGCTGCCTGCACTTCTCGGAATTGATGCAGGCGGACGAGAACGCCGLCCCC

FEEEEEErrrrr e e e et e e ettt e et
GGCTGCCTGCACTTCTCGGAATTGATGCAGGCGGATGAGAACGCCGCCCC

CGCGGCGGACGTCAAGCCGGACGACGTCTTGGCGCTCCCCTATTCGTCGG

FEEEEEErrrrr e e e e et e e et terr e e et
CGCGGCGGACGTCAAGCCGGACGACGTCTTGGCACTCCCCTATTCGTCGG

GCACGACGGGGCTTCCCAAGGGAGTGATGCTTACGCACAGGGGTCAAGTG

FEEEEEErrrre e terrreer rerrr et trrr e e et
GCACGACGGGGCTCCCCAAGGGGGTGATGCTCACGCACAGGGGTCAAGTG

ACCAGCGTGGCGCAGCAGGTCGACGGAGACAACCCCAACTTGTACTTCCA

Foorrrrrrrrr et e e e e e e e e e e e e e e
AGTAGCGTGGCGCAGCAGGTCGACGGAGACAACCCCAACTTGTACTTCCA

CAAGGAGGACGTGATCCTGTGCACGCTCCCGTTGTTCCACATATACTCCC

FEEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e e e ey
CAAGGAGGACGTGATCCTGTGCACGCTCCCGTTGTTCCACATATACTCCC

TCAACTCGGTGATGTTCTGCGCGCTCCGTGTAGGCGCCGCCATCCTGATC

FEEEEErrrrrrrrrr e e e e e et rrrer et e et
TCAACTCGGTGATGTTCTGCGCGCTCCGTGTCGGCGCTGCCATCCTGATC

ATGCAGAAGTTCGAGATCGTGGCGCTGATGGAGCTCGTGCAGCGGTACCG

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e
ATGCAGAAGTTCGAGATCGTGGCGCTGATGGAGCTCGTGCAGCGGTACCG

GGTGACGATCCTGCCCATTGTCCCGCCGATCGTGCTGGAGATCGCCAAGA

FEErrrerrrrrrrrerr rrerrrrt trrrrrrrrr rrrrrrrrrnd
GGTGACGATCCTGCCCATCGTCCCGCCAATCGTGCTGGCGATCGCCAAGA

GCGCCGAGGTGGACCGGTACGACCTGTCGTCGATCCGGACCATCATGTCG

FEEErrrrrrrrrrre e e et e et r et r el
GCGCCGAGGTGGACCGGTACGACCTGTCGTCGATCCGGACCATCATGTCG

GGTGCGGCCCCGATGGGGAAGGAGCTCGAGGACACCGTGCGAGCCAAGCT

FEEEEErrrrr et e e e e e e e et
GGTGCGGCCCCGATGGGGAAGGAGCTCGAGGACACCGTGCGAGCCAAGCT

GCCCAATGCCAAGCTCGGACAGgtgaa...... tgcagGGCTATGGGATG
FEETEEEEEE TR E R R T E>>>>> 1251 S>555> [ [ [ [ [ []]]]
GCCGAATGCCAAGCTCGGACAG . + v v v v v e e e e GGCTATGGGATG

ACGGAGGCGGGCCCGGTGCTGGCAATGTGCCCGGCATTTGCAAAGGAGCC

FEEErrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerrr e rerrrrrrrrrrrrer e
ACGGAGGCGGGCCCGGTGCTGGCAATGTGCCTGGCATTTGCAAAGGAGCC

GTTCGAGATCAAGTCAGGCGCATGCGGGACCGTCGTGAGGAACGCGGAGA

A
GTTCGAGATCAAGTCAGGCGCGTGCGGGACCGTCGTGAGGAACGCGGAGA

TGAAGATCGTCGACCCGGAGACAGGGGCCTCGCTCGCGCGGAACCAGGCC

FEErrrerrrrrrrrerrrrrerr et e et e e e
TGAAGATCGTCGACCCGGAGACAGGGGCCTCGCTCCCGCGGAACCAGGCC

GGCGAGATCTGCATCCGGGGTCACCAGATCATGAAAGgtacg. ... .. ta
FEEEEEEEEEE e rrrrrre>>>>> 1591 >>
GGCGAGATCTGCATCCGGGGTCACCAGATCATGAAAG . v v v v v e e e v e et

aagGTTATCTGAACGACGCCGAGGCGACCGCAAATACCATAGACAAAGAA

SE>ULLEEEEErErr e teer verrr et e et rrd
.. .GTTATCTGAACGACCCCGAAGCGACCGCTAATACCATAGACAAAGAA

566

550

616

600

666

650

716

700

766

750

816

800

866

850

916

900

966

950

1016

1000

1066

2285

1100

2335

1150

2385

1200

2435

1250

2472

1287

4110

1334

189
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4CL_EUGR
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4CL_EUGR
CL273Contig2
4CL_EUGR

CL273Contig2

Alignment Score:

4111

1335

4161

1385

4211

1435

4261

1485

4404

1520

4454

1570

GGGTGGCTGCACACCGGCGACATCGGCTACATAGACGATGACGACGAGCT

FEEEEEErrrr e e e e e e e e e e e e et
GGGTGGCTGCACACCGGCGACATCGGCTACATAGACGATGACGACGAGCT

CTTCATTGTCGATCGGTTGAAGGAACTCATCAAGTACAAGGGCTTCCAGG

FEEEEEErrrrr e e e e e e e e e e e e et
CTTCATTGTCGATCGGTTGAAGGAACTCATCAAGTACAAGGGCTTCCAGG

TTGCTCCGGCCGAGCTAGAGGCAATGCTGATTGCACACCCAAGTATCTCG

Forrrrrrrrrer  rrrrr e et e e e e e e e e
TCGCTCCGGCCGAATTAGAGGCAATGCTGATTGCACACCCAAGTATCTCG

GATGCCGCTGTTIGTGCCgtaag. . . .. atcagGATGAAGGATGAGGTTGC
FEEEE T TEEEEEEI>>>>> 108 >S5S LT
GATGCTGCCGTTGTGCC. v vt v v v e GATGAAGGATGAGGTTGC

CGGTGAGGTTCCTGTTGCATTCGTGGTGAAATCCAATGGTTCCGTAATCA

ottt r e e e e e e e e e e e e
CAGTGAGGTTCCTGTTGCATTCGTGGTGAAATCCAATGGTTCCGTAATCA

CCGAGGACGAAATCAAGCAATACATCTCGAAGCAGGT

Pt e e e e e e
CTGAGGACGAAATCAAGCAATACATCTCGAAGCAGGT

4490

1606

1411

4160

1384

4210

1434

4260

1484

4403

1519

4453

1569

190
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APENDICE N

Predicdo do ATG inicial (“Start Codon”) para o contig 2 do cluster 273 realizado pelo
programa A7Gpr.

No. do ATG
a partir da Frame Inicio | Fim Tamanho| Stop
extremidade (bp) | (bp) ORF codon?

5’

Seqiiéncia

MLLLONCPEFVFAFLGASYRGAISTTANPFYTPGEIAKQAS
AAQAKIVITQAAYADKVRPFAEENGVKVVCIDTAPEGCLHF
SELMQADENAAPAADVKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTH
RGQVSSVAQQVDGDNPNLYFHKEDVILCTLPLFHIYSLNSV
MFCALRVGAAILIMQOKFEIVALMELVQRYRVTILPIVPPIV
LAIAKSAEVDRYDLSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRAKLPN
AKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNA
EMKIVDPETGASLPRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATAN
TIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGEFQVAP
AELEAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSV
ITEDEIKQYISKQVVFYKRINRVFFTDAIPKAPSGKILRKD
LRAKLASGVYN

3 3 336 | 1721 462 Yes

MFCALRVGAAILIMQKFEIVALMELVQRYRVTILPIVPPIV
LAIAKSAEVDRYDLSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRAKLPN
AKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNA
EMKIVDPETGASLPRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATAN
TIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGEFQVAP
AELEAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSV
ITEDEIKQYISKQVVFYKRINRVFFTDAIPKAPSGKILRKD
LRAKLASGVYN

7 3 828 |1721 298 Yes

MLTHRGQVSSVAQQVDGDNPNLYFHKEDVILCTLPLFHIYS
LNSVMFCALRVGAAILIMQOKFEIVALMELVQRYRVTILPIV
PPIVLAIAKSAEVDRYDLSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRA
KLPNAKLGQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTV
6 3 693 |1721 343 Yes ||[VRNAEMKIVDPETGASLPRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPE
ATANTIDKEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGE
QVAPAELEAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKS
NGSVITEDEIKQYISKQVVFYKRINRVEFFTDAIPKAPSGKI
LRKDLRAKLASGVYN

MQOKFEIVALMELVQRYRVTILPIVPPIVLAIAKSAEVDRYD
LSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKLGQGYGMTEAG
PVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMKIVDPETGASL
8 3 867 |1721 285 Yes PRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATANTIDKEGWLHTGDI
GYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAELEAMLIAHPSI
SDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSVITEDEIKQYISKQ
VVFYKRINRVFFTDAIPKAPSGKILRKDLRAKLASGVYN

MOADENAAPAADVKPDDVLALPYSSGTTGLPKGVMLTHRGQ
VSSVAQQVDGDNPNLYFHKEDVILCTLPLFHIYSLNSVMEC
ALRVGAAILIMQKFEIVALMELVQRYRVTILPIVPPIVLAT
AKSAEVDRYDLSSIRTIMSGAAPMGKELEDTVRAKLPNAKL

GQGYGMTEAGPVLAMCLAFAKEPFEIKSGACGTVVRNAEMK
4 3 591 11721 377 Yes IVDPETGASLPRNQAGEICIRGHQIMKGYLNDPEATANTID
KEGWLHTGDIGYIDDDDELFIVDRLKELIKYKGFQVAPAEL
EAMLIAHPSISDAAVVPMKDEVASEVPVAFVVKSNGSVITE
DEIKQYISKQVVFYKRINRVFFTDAIPKAPSGKILRKDLRA
KLASGVYN
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APENDICE O

Alinhamento das seqiiéncias utilizadas para a andlise de diversidade nucleotidica in silico. As
seqiiéncias utilizadas sdo constituintes do contig 2 do cluster 6 e todas abrangem uma idéntica
regido de 400 pb. Alinhamento realizado através do software Clustal/W. Os circulos enfatizam

os sitios polimorficos.

CLUSTAL W (1.82) multiple sequence alignment

CN-EUSP-FX-002-011_C10_.g 070. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN-EUSP-FX-002-012 E09 .g 067. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
RS-EUGR-XY-006-001 RS-EUGR-XY- AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN_UESC GO AF R A07 .g 049.abl AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN_EUGI_XY 002 023 E09 .g 067. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN GO AF R B02 .g 013.abl CN-C AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN_EUGL XY 002 023 GO6 .g 040. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN GO AF R BO3 .g 025.abl CN-C AT-CTAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
A10.esd _RS-010 PE-XY-001 genol =—--—----= GGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 41
CL6Contig2/93-491 AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN UESC GO AF R GO4 .g 024.abl AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN_EUGL XY 002 014 F1l .g 091. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
B06.abl MG-010_GR-PU-003_genol AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
RS-EUPE-XY-004-017 RS-EUPE-XY- AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
AF-EUGL-XY-001-059 CO04 .g 086. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN GO AF R Al0 .g 069.abl CN-C AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
RS-EUGR-PU-001-001 RS-EUGR-PU- AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN GO AF R D09 .g 074.abl CN-C AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
CN_EUPE XY 003 021 Al2 .g 085. AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
D02.abl GO-094 GR-SE-001 genol AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
E06.esd RS-049 GL-XY-001 genol ATACAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 50
G12.abl MG-023 PE-XY-001 genol AT-CAAGAAGGAGCTTAAGAAGCATCATCAATGGCAGCCAACGCAGAGCC 49
ER R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS
CN-EUSP-FX-002-011 C10 .g 070. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN-EUSP-FX-002-012_E09 .g 067. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
RS-EUGR-XY-006-001 RS-EUGR-XY- TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN UESC GO AF R A07 .g 049.abl TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN_EUGL XY 002 023 E09 .g 067. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN_GO AF R B02 .g 013.abl CN-C TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN_EUGL XY 002 023 GO6 .g 040. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN GO AF R BO3 .g 025.abl CN-C TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
Al10.esd RS-010 PE-XY-001 genol TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 91
CL6Contig2/93-491 TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN_UESC GO AF R GO4 .g 024.abl TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN EUGL XY 002 014 F11 .g 091. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
B06.abl MG-010 GR-PU-003 genol TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
RS-EUPE-XY-004-017 RS-EUPE-XY- TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
AF-EUGL-XY-001-059 C04 .g 086. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN GO AF R Al0 .g 069.abl CN-C TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
RS-EUGR-PU-001-001 RS-EUGR-PU- TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN GO AF R D09 .g 074.abl CN-C TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
CN_EUPE XY 003 021 Al2 .g 085. TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
D02.abl GO-094 GR-SE-001 genol TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
E06.esd RS-049 GL-XY-001 genol TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 100
G12.abl MG-023 PE-XY-001 genol TCAGCAGACCCAACCAGCGAAGCATTCGGAAGTCGGCCACAAGAGCCTCT 99
KKK KA KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR KK
CN-EUSP-FX-002-011 C10 .g 070. TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN-EUSP-FX-002-012 E09 .g 067. TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
RS-EUGR-XY-006-001 RS-EUGR-XY- TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_UESC GO AF R A07 .g 049.abl TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_EUGL XY 002 023 E09 .g 067. TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_GO_AF R B02 .g 013.abl CN-C TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_EUGL_XY 002 023 GO6 .g 040. TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN GO AF R B03 .g 025.abl CN-C TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
A10.esd RS-010 PE-XY-001 genol TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 141
CL6Contig2/93-491 TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_UESC GO AF R GO4 .g 024.abl TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149
CN_EUGL XY 002 014 F11 .g 091. TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA 149



B06.abl MG-010 GR-PU-003 genol
RS-EUPE-XY-004-017 RS-EUPE-XY-
AF-EUGL-XY-001-059 C04 .g 086.
CN_GO_AF R Al0 .g 069.abl CN-C
RS-EUGR-PU-001-001 RS-EUGR-PU-
CN GO AF R D09 .g 074.abl CN-C
CN_EUPE XY 003 021 Al2 .g 085.
D02.abl GO-094 GR-SE-001_genol
EO6.esd RS-049 GL-XY-001 genol
Gl2.abl MG-023 PE-XY-001 genol

CN-EUSP-FX-002-011 C10 .g 070.
CN-EUSP-FX-002-012_EO9_.g 067.
RS-EUGR-XY-006-001 RS-EUGR-XY-
CN_UESC_GO_AF R _A07_.g_049.abl
CN_EUGL_XY 002 023 E09 .g 067.
CN_GO_AF R B0O2_ .g 013.abl CN-C
CN_EUGL_XY 002_023_GO06_.g 040.
CN_GO_AF R B03_.g 025.abl_CN-C
Al0.esd RS-010 PE-XY-001 genol
CL6Contig2/93-491

CN_UESC_GO_AF R G04_.g 024.abl
CN_EUGL_XY 002_014_F11 .g 091.
B06.abl MG-010_GR-PU-003_genol
RS-EUPE-XY-004-017 RS-EUPE-XY-
AF-EUGL-XY-001-059_C04_.g_086.
CN_GO_AF R Al10_.g 069.abl_CN-C
RS-EUGR-PU-001-001_RS-EUGR-PU-
CN_GO _AF R D09 .g 074.abl CN-C
CN_EUPE_XY 003_021 Al2 .g 085.
D02.abl GO-094 GR-SE-001_ genol
E06.esd RS-049 GL-XY-001 genol
Gl2.abl MG-023 PE-XY-001 genol

CN-EUSP-FX-002-011_C10_.g_070.
CN-EUSP-FX-002-012_EO09 .g 067.
RS-EUGR-XY-006-001 RS-EUGR-XY-
CN_UESC_GO_AF R A07_.g 049.abl
CN_EUGL_XY 002_023_E09 .g 067.
CN_GO AF R B02 .g 013.abl CN-C
CN_EUGL_XY 002_023_GO6_.g 040.
CN_GO_AF R BO3_.g 025.abl CN-C
Al0.esd RS-010_PE-XY-001 genol
CL6Contig2/93-491

CN_UESC_GO_AF R _G04_.g_024.abl
CN_EUGL_XY 002_014_F11_ .g 091.
B06.abl MG-010_ GR-PU-003_genol
RS-EUPE-XY-004-017_RS-EUPE-XY-
AF-EUGL-XY-001-059_C04_.g_086.
CN_GO_AF_R Al10_.g 069.abl CN-C
RS-EUGR-PU-001-001_ RS-EUGR-PU-
CN_GO AF R D09 .g 074.abl CN-C
CN EUPE XY 003 021 Al2 .g 085.
D02.abl GO-094_GR-SE-001_genol
EO6.esd RS-049 GL-XY-001 genol
Gl2.abl MG-023_PE-XY-001_ genol

CN-EUSP-FX-002-011_C10_.g 070.
CN-EUSP-FX-002-012_EO09 .g 067.
RS-EUGR-XY-006-001_ RS-EUGR-XY-
CN_UESC_GO_AF R _A07_.g_049.abl
CN_EUGL_XY 002_023_E09 .g 067.
CN_GO AF R B02 .g 013.abl CN-C
CN_EUGL_XY_002_023_G06_.g_040.
CN_GO_AF_R B03_.g_025.abl CN-C
Al0.esd RS-010_PE-XY-001 genol
CL6Contig2/93-491

CN_UESC_GO _AF R G04_.g 024.abl
CN_EUGL_XY 002 014 F11 .g 091.
B06.abl_MG-010_GR-PU-003_genol
RS-EUPE-XY-004-017_ RS-EUPE-XY-
AF-EUGL-XY-001-059_C04_.g_086.
CN_GO _AF R Al10_.g 069.abl CN-C

TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATTGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATATIGGAGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATA ORGACCAGCGTCTACCCA
TGCAGAGCGATGCTCTCTACCAGTACATA AGACCAGCGTCTACCCA

ER R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RS KA hk Kk kkkkkkkkkkkx

AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGLCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAFCHACATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGA YATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGA fATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGA JATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGA FTATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAY ATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGZLCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
AGAGAGCCAGAGTCCATGAAGGAGCTCAGGGAAATAACAGCCAAACATCC
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APENDICE P

“Draft” do artigo cientifico a ser submetido a revista TAG.
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Resumo

A lignina € um importante composto fendlico constituinte da madeira. A capacidade de sintetizar
lignina foi uma essencial adaptacdo evolucionaria das plantas do meio aquatico para o terrestre A via
de biossintese dos precursores da lignina € a mais bem conhecida no processo de formagéo da
madeira e tem sido foco de estudos nas suas varias enzimas. A 4CL (4-Coumarate:CoA ligase; EC
6.2.1.12) tem um importante papel na via de biossintese de lignina e compostos secundarios, mediando
0 Ultimo passo do metabolismo geral. A construgdo de uma biblioteca de BAC pelo Projeto Genolyptus
possibilitou, através de uma triagem via PCR por clones que possuissem o gene alvo, a identificacéo
de um clone, a partir do qual uma biblioteca shotgun foi construida. O seqienciamento e montagem do
clone BAC resultaram na obtengéo da sequéncia completa da regido codante do gene 4cl com 5.203
pb. A obtencdo desta seqUéncia com o inicio de transcricdo, inédita para Eucalyptus, abre
possibilidades interessantes de estudos detalhados da diversidade nucleotidica e padrées de DL ao
longo deste gene em populagdes de clones fenotipados, no sentido de buscar associagdes entre

haplétipos especificos e variagao quantitativa em propriedades quimicas da madeira.

Palavras chave

Eucalyptus, diversidade nucleotidica, CCOAOMT, 4CL, BAC.
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Introdugéo

A lignina é, depois da celulose, 0 segundo mais abundante biopolimero terrestre, agregando
aproximadamente 30% do carbono orgénico da biosfera. A capacidade de sintetizar lignina foi uma
essencial adaptagéo evolucionaria das plantas do meio aquatico para o terrestre (Boerjan et al., 2003;
Nicholson & Hammerschmidt, 1992). Crucial pra a integridade estrutural da parede celular, a lignina
permite a rigidez e condigao ereta da planta (Chabannes et al., 2001; Jones, 2001). Além disso, fornece
a parede celular a capacidade de resisténcia a agua, permite o transporte de solutos através do
sistema vascular, impede a perda de &gua excessiva por transpiragcdo e atua na protecao da planta
contra o ataque de patégenos (Humphreys , 1999).

A via de biossintese dos precursores da lignina é a mais bem conhecida no processo de formagéo
da madeira e tem sido o foco da experimentagdo em biologia molecular florestal. A maioria dos genes
que codificam para as enzimas desta via, bem como fatores de transcricdo e proteinas de parede,
foram clonados e caracterizados particularmente em Pinus taeda (Allona et al., 1998), para as espécies
arboreas.

A enzima 4-coumarate:CoA ligase faz parte da via de formagéo da lignina mediando o ultimo passo
do metabolismo geral de fenilpropandides (Lee et al., 1997; Hu et al., 1998). A enzima 4CL é membro
de uma superfamilia de enzimas formadoras de adenilatos que compartilham mecanismos de reagao
comum com a formagao de um intermediario do substrato adenilato na presenca de ATP e Magnésio,
seguido de uma esterificagdo com Coenzima A (CoA ligase), 4'-fosfopanteteine ou oxidagado por
molécula de oxigénio. Os produtos da reacao, ésteres de hidroxicinamoil CoA, servem como substratos
para a via especifica de formacdo de fenilpropanoides. Possui EC 6.2.1.12 que corresponde a uma
ligase, formando ligagBes carbono-enxofre, uma ligase acido-tiol, com reacdo principal: ATP + 4-
coumarate + CoA = AMP + diphosphate + 4-coumaroyl-CoA.

A grande importancia dos fenilpropanéides para as plantas diz respeito a protecao contra UV que

lhe é conferida e a formagao de lignina. Os compostos estruturais de ubiquitina no xilema de plantas
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vasculares sugerem que a evolugéo da via de fenilpropandides foi um passo crucial para o processo de
colonizagéo da terra pelas plantas terrestres.

O Eucalyptus, da familia das Myrtaceae, arvore originaria da Australia de facil adaptacdo em varias
condigdes climaticas de facil adaptagdo em vérias outras condi¢des climaticas. O eucalipto possui um
genoma de aproximadamente 630 Mb com um conjunto hapldéide de 11 cromossomos e o género é
conhecido por sua grande variabilidade genética. Esta decorre do seu habito aldgamo e da resposta a
pressdo de selecao causada pelas alteragdes do meio ambiente.

Atualmente, a grande utilizagdo do eucalipto visa a industria de polpa e papel, mas néo dispensa a
sua grande utilidade na construcdo de casas, producdo de Oleos essenciais e em projetos de
reflorestamento e preservagéo de florestas nativas.

Um projeto visando o estudo completo do género Eucalytus, o Projeto Genolyptus, utilizou como
ferramenta necessaria para o estudo, a construgdo de uma biblioteca de BAC do eucalipto. O
Eucalyptus grandis foi a espécie escolhida e o sistema de clonagem em BAC foi selecionado por
permitir a clonagem estavel de grandes fragmentos de DNA e por serem facilmente manipulados. A
partir de um clone positivo para 0 gene 4cl, uma biblioteca shotgun do clone foi construida e
sequenciada.

No presente trabalho, nds clonamos e analisamos uma copia nuclear do gene 4cl de Eucalyptus

grandis e determinamos sua sequéncia nucleotidica, ainda ndo descrita para o género.

Material e Métodos

Biblioteca de BAC No ambito do projeto Genolyptus foi construida uma biblioteca gendmica de
BAC de um individuo da espécie Eucalyptus grandis (S. Brommonschenkel com. pess.). Essa biblioteca
composta por 20160 clones com tamanho médio de 120 a 150 kb fornece uma cobertura estimada de 4

vezes do genoma do eucalipto. Esta biblioteca foi submetida a uma triagem via PCR com o objetivo de



200

identificar um ou mais clones BAC contendo o gene alvo para posteriores estudos da estrutura génica
completa, incluindo promotor, regido codante e introns. Os clones positivos apresentaram fragmento de
tamanho aproximado de 600pb, amplificado pela utilizagdo de um par de primers descritos por Gion et
al. (2000) para o gene 4cl.

O isolamento do DNA de BAC foi realizado pela técnica de lise alcalina (Sambrook et al., 1989).

Triagem da biblioteca de BAC Uma estratégia hierarquica de “pools” de clones BAC foi utilizada
para rapidamente alcangar o gene alvo. Os 20.160 clones BAC foram organizados em 210 microplacas
de 96 pogos. Mini-preparagdes de DNA de BACs foram realizadas em “pools” de 96 clones de uma
mesma placa. As extragcdes de DNA dos clones BAC foram realizadas para cada “pool” de 96 clones
resultando em 210 pools, os quais foram organizados em grupos de 6 pools, formando um superpool.
Ao total, foram obtidos 35 superpools (Figura1).

Reagdes de PCR para a triagem foram realizadas a partir do superpool. Aquele que fosse positivo,
era desmembrado em pools, pool e placa, até chegar ao clone. A reagéo de PCR foi realizada em um
volume total de 25 ul contendo 2ul do DNA do clone BAC, 1x de tamp&o pht 10X IIB (Phoneutria —
pht), 0,4 UM de cada um dos primers, 0,4 mM de cada dNTPs, 0,1 mg.ml-1 de BSA, 2 mM de MgCI2 e
2,5U de Taq DNA polimerase (Pheneutria — pht). As condi¢des para a reagédo foram as seguintes: 95°
C por 4 min, 30 ciclos de 92° C por 45s, 65° C por 45s, 72° C por 1min30s, extensao final de 72° C por
10 min e incubagdo a 12° C por tempo indeterminado. Os produtos da reagdo foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo e comparados com marcador
molecular 1 Kb plus DNA Ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA — EUA) (Figura 2).

Biblioteca Shotgun de BAC Uma biblioteca genémica shotgun do clone BAC, selecionado por
conter 0 gene alvo para a enzima 4CL, foi produzida na UFV pelo Prof. Sergio Brommonschenkel e sua
equipe. Foram gerados 960 subclones do BAC os quais continham tamanho médio de 1 kb. Os clones
foram submetidos a extragdo de DNA por lise alcalina (Sambrook et al., 1989) e sequenciados por

ambas as extremidades 3’ e 5’ com o kit Big Dye™ sob a seguinte reagéo de volume total de 10 pl: 1 a
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3 ul de DNA, 1 ul de primer a 3,2 uM (T3 e T7), 2 pl de Tampao 2,5x (200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5mM
MgCI2), 2 ul de Big Dye™. As amplificacbes foram realizadas em termociclador sob o seguinte
programa: 96°C por 2min, 25 ciclos de 96° C por 45s, 50° C por 30s e 60° C por 3min. Ap6s os 25
ciclos, incubar a 60° C por 4min e a 4° C por 2min.

Apos a reagédo de sequenciamento, os produtos foram purificados, desnaturados e submetidos a
eletroforese em sequenciador 3700 da Applied Biosystems.

Para o desenvolvimento dos contigs, as sequéncias dos clones foram analisadas quanto a
qualidade de bases e alinhadas para a formagdo de um contig Unico, por meio do programa CAP3
(Huang & Madan, 1999). Comparagdes com sequéncias de nucleotideos e aminoacidos foram
realizadas por meio do programa ClustalW (Higgins et al., 1994) e a inferéncia do codon inicial pelo

programa ATGprediction (Salamov et al., 1998).

Resultados e Discussao

A biblioteca de BAC construida para a espécie Eucalyptus grandis teve como grande objetivo a
obtengéo de seqUéncias completas da regido génica, incluindo promotor, regido 5UTR e 3’'UTR, a fim
de comparagles quanto as variagdes nucleotidicas e associagdes fenotipicas da espécie. As buscas
por clones que apresentassem homologia com o gene 4cl por meio de amplificagdes com iniciadores
especificos geraram como resultado apenas um clone, P164H12 (Figura 2). Este clone foi submetido a
construgao de uma biblioteca shotgun para facilitar o sequenciamento completo do clone, visto que os
fragmentos obtidos variavam em torno de 1 kb, contra 150 kb, observado no clone BAC.

As sequéncias resultantes do seqiienciamento dos clones da biblioteca shotgun foram avaliadas
quanto a qualidade e alinhadas para montar um contig Unico, contendo a sequéncia completa do gene
4cl. A sequéncia montada constitui um segmento continuo de 5203 pb, com 4 regibes de exons, 3

introns, um sitio putativo de poliadenilagdo e uma pequena regido 3'UTR. As inferéncias quanto as
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regides foram realizadas por comparagdo com banco de dados de Arabidopsis e com as ESTs do
banco de dados do Projeto Genolyptus, para a inferéncia correta das posi¢des de inicio e término de
cada uma das regides componentes da sequéncia génica de 4cl. A sequéncia foi graficamente
visualizada com o auxilio da montagem pelo programa Artemis (Rutherford et al., 2000) (Figura 3).

Outra inferéncia, com relagé@o ao codon inicial de inicio da ORF, foi gerada pelo programa ATGpr,
indicando a posicdo nimero 90 para o ATG inicial da seqiiéncia de 4CL obtida. Alinhamentos
comparativos da seqUéncia de aminoacidos gerada a partir da tradugdo da ORF com inicio na posic¢éo
90 constataram que a metionina inicial foi corretamente inferida. Comparagbes com a sequéncia
protéica de Populus (gi|2911799|) confirmaram o inicio da regido codante do segmento do gene 4c/ de
Eucalyptus. Desta forma pode-se sugerir que a seqléncia codante para a enzima 4CL encontra-se
completa, visto que a espécie Populus € passivel de comparagao com Eucalyptus. Vale ressaltar ainda
que a inferéncia sobre a posi¢do do ATG inicial é aceitavel visto que a seqiéncia analisada de Populus
é uma sequéncia validada, ou seja, confirmada por outros seqiienciamentos e/ou por experimentos.
Desta maneira, por comparagdes com sequéncias do banco de dados de dominio publico, bem como
com o banco de dados do Projeto Genolyptus, obtivemos a seqiiéncia codante completa do gene 4cl
para a espécie Eucalyptus grandis, ndo descrita ainda em literatura nem disponivel em banco de
dados.

A obtencao da sequéncia codante completa de 4c/ deixa portas abertas para novas estratégias de
estudo do gene como desenho de iniciadores especificos para Eucalyptus para amplificagao da regido
génica de 4cl em outras espécies de eucalipto, bem como a possibilidade de obtengéo, por “primer
walking”, da regido promotora, também de fundamental importancia para estudos de associagéo, ja que
essa regido, ao se encontrar polimérfica em varias espécies, € o determinante para a variagdo de
expressdo génica. Estudos detalhados da diversidade nucleotidica e padrdes de DL ao longo deste
gene em populacgdes de clones fenotipados poderéo ser realizados, no sentido de buscar associagdes

entre hapldtipos especificos e variagdo quantitativa em propriedades quimicas da madeira.
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Legenda das figuras

Figura 1. Formagdo dos pools e superpools para a triagem da biblioteca para os genes

ccoaomt e 4cl.

Figura 2. Triagem de uma biblioteca de BAC. Gel de agarose dos produtos amplificados com
iniciadores para 4CL nos 35 superpools de BAC. A-H, superpools; M, marcador 1 Kb Plus DNA ladder

(Invitrogen, Carlsbad, CA).

Figura 3. llustragdo esquematica do segmento do gene 4c/ montado a partir de sequéncias
oriundas da biblioteca shotgun do clone BAC, selecionado via triagem por PCR de uma biblioteca BAC.
As regides em amarelo, cinza escuro e cinza claro correspondem, respectivamente, as regides de

exon, intron e 3UTR.
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Figura 2
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Figura 3
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