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RESUMO

A celulose é o polimero mais abundante do planeta e esta presente principalmente na
parede secundaria de células vegetais maduras. O conhecimento dos mecanismos moleculares
envolvidos na sua biossintese, bem como a regulacdo deste processo é recente e ainda
elementar, apesar da sua grande importancia. O Eucalyptus é o género florestal mais plantado
no mundo, especialmente por ser matéria-prima para fabricagcao de celulose. Investimentos em
pesquisas e desenvolvimento estdo sendo realizados pelo setor florestal, no intuito de
aumentar os ganhos de produtividade de celulose através da pesquisa na area da biologia
molecular. Os dados analisados desmostram que a expressao génica das espécies estudadas
(E. globulus, E. grandis e E. urophylla) difere em genes essenciais para a formagédo dos
compostos da parede celular e por fim da madeira. Os dados moleculares sao condizentes com
dados diferenciais aqui encontrados em relacdo a composicdo dos agucares da parede. Os
resultados gerados pela andlise de composi¢ao da parede por diferentes técnicas, incluindo a
recentemente desenvolvida “Perfil Glicdbmico” mostram uma grande diversidade e quantidade
dos carboidratos da parede celular diferentemente distribuidos no xilema das espécies
Eucalyptus globulus, grandis e urophylla, bem como em folha. Tais resultados apresentam um
grande avanco para o entendimento da composicao das paredes celulares de tais espécies.
Assim, o objetivo do presente trabalho foi correlacionar os dados moleculares, com dados
highthroughput do Perfil Glicbmico para entender a composicao e arquitetura da parece celular.
Espera-se que esses dados possam contribuir para o entendimento da xilogénese e de como
0s genes trabalham para gerar arvores com caracteristicas tdo distintas, podendo direcionar o

melhoramento das mesmas.



ABSTRACT

Cellulose is the most abundant polymer in the world and it is present mainly in
secondary cell walls of plant mature cells. The knowledge of molecular mechanisms involved in
biosynthesis and regulation of this process is recent despite its great importance. The
Eucalyptus is the most planted forest genus in the world, especially for being raw material for
pulp production. Investments in research and development, especially in the molecular biology
field, are being carried out by the forestry sector in order to increase pulp productivity. The data
analyzed showed that gene expression of the species the tree species studied here (E.
globulus, E. grandis e E. urophylla) differs in essential genes of cell wall compounds formation.
Molecular data are consistent with differential data found here in relation to the composition of
cell wall sugars. The results generated by the wall composition analysis by various techniques,
including the recently developed "Glycome Profiling", showed a wide diversity of carbohydrate
of cell wall differently distributed in the xylem of the the Eucalyptus species. These results are a
breakthrough in understanding the cell wall composition of these species. The objective of this
study was to correlate molecular data with data highthroughput Glycome Profiling to understand
the composition and architecture of the cell walls. It is hoped that these data will contribute to
the understanding of wood formation and how genes work to generate trees with such different
characteristics.



1. Introducao geral

O Eucalyptus é hoje o género florestal mais plantado no mundo, especialmente por suas
caracteristicas favoraveis para a producdo de madeira, como rapido crescimento e grande
plasticidade ambiental. A crescente demanda por produtos florestais nos Uultimos anos
impulsinou o desenvolvimento do setor florestal. Além disso, as florestas plantadas de
Eucalyptus sao uma alternativa as florestas nativas, reduzindo os impactos ambientais. Assim,
as florestas plantadas conquistaram cerca de 90 paises, sendo que no Brasil,
aproximadamente 4,7 milhdes de hectares sdao ocupados por Eucalyptus. Com isso o Brasil
conquistou a primeira posigdo no mercado florestal como o maior produtor e exportador de
celulose de Eucalyptus, especialmente pelo fato do Eucalyptus plantado no pais possuir um
alto rendimento quando comparado aos de outros paises. Esta alta produtividade também se
deve a investimentos em pesquisa e desenvolvimento, incluindo programas de hibridagao e
clonagem e também as boas condi¢des do clima e do solo brasileiro. Entretanto, ainda existem
caracteristicas inerentes a biologia das arvores que dificultam esse processo.

O sequenciamento do genoma e o estudo da expressdao de genes de Eucalyptus
surgem, entdo, como uma alternativa para se alcancgar progressos de forma rapida, manipular e
estudar caracteres até entdo desconhecidos ou que ndo podiam ser manipulados pelo do
emprego das técnicas de melhoramento convencional. Estes dados servem de ponto de partida
para diversos estudos funcionais de interesse. Especialmente os processos moleculares
envolvidos na formagdo da madeira, fonte de biomassa para industrias de pepel e celulose, e
genes particulares relacionados com tais processos.

O género Eucalyptus é comporto por mais de 600 espécies, sendo trés delas
consideradas importantes por suas caracteristicas contrastantes em relacdo a crescimento,
adaptabilidade e qualidade da madeira: E. globulus, E. grandis e E. urophylla. Apesar da sua
grande importancia, ainda existe falta de informagdes no que diz respeito as principais
diferengas moleculares do xilema destas. Tais diferengas na expressdo génica podem
influenciar propriedades fisicas da madeira, que sdo o resultado direto da estrutura da parede
celular, da orientacdo celular, do tipo de células presentes, sua distribuigcao, disposicdo e as
relativas proporgdes na qual estdo presentes.

A parede celular é composta por, em média, 90% de aglcar. As propriedades fisicas de
cada perede dependem da combinacao de polimeros nela existentes. Relacionar a expressao

génica com analises fenotipicas é de extrema importancia para entender os mecanismos



envolvidos na formagao da parece celular e que sdo responsaveis por gerar as diferengas
observadas entre as espécies.

Assim, o objetivo deste trabalho foi (1) dentificar genes/metabolismos diferencialmente
expressos potencialmente relacionados com as caracteristicas de interesse econémico nas trés
espécies de Eucalyptus estudadas, (2) estudar o efeito da super-expressdo de genes
candidatos em organismo modelo (Arabidopsis thaliana) e (3) caracterizar e identificar as
diferencas na composicao de agucares da parede celular do xilema de E. globulus, E. grandis e
E. urophylla.

No capitulo 1 descreve-se a geracdo e sequenciamento de bibliotecas de RNA
mensageiro, geradas a partir de xilema em desenvolvimento de trés espécies de Eucalyptus.
Estas bibliotecas foram comparadas buscando a expressado diferencial de genes e de
metabolismos relacionados com as caracteristicas de cada uma destas espécies. Os
resultados mostram que ha a expressao diferencial de 5.909 genes e dentre estes, discutiu-se
sobre o0s genes relacionados com a formagdo da parede celular (incluindo genes de
lignificagédo), fatores de transcricdo, genes do metabolismo de nitrogénio, ubiquitinas, heat
shock proteins e genes relacionados a resposta a stress.

Genes selecionados a partir da andlise do transcriptoma (capitulo 1) foram clonados e
super-expressos em organismo modelo (Arabidopsis thaliana). Os dados dos experimentos

ainda em andamento estdo mostrados em anexo do capitulo 1.

No capitulo 2 avalia-se a composi¢ao, quantificacdo e estruturagdo das moléculas da
parede celular do xilema das trés espécies estudadas. Propoe-se também um modelo de
arquitetura da parede celular das trés espécies com base nos resultados encontrados neste
capitulo. Tal modelo sugere que uma parede celular mais frouxa esta presente em E. globulus
e uma parede mais comprimida em E. urophylla.

2. Obijetivos

¢ |dentificar genes/metabolismos diferencialmente expressos potencialmente relacionados
com as caracteristicas de interesse econémico nas trés espécies de Eucalyptus
estudadas.

o Estudar o efeito da super-expressédo de genes candidatos em organismo modelo
(Arabidopsis thaliana).



e Caracterizar e identificar as diferengas na composi¢ao de agucares da parede celular do
xilema de E. globulus, E. grandis e E. urophylla.

3. Revisao Bibliografica

3.1 O género Eucalyptus

O género Eucalyptus pertence ao grande grupo das angiospermas, familia Myrtaceae. E
nativo da Australia cobrindo 90% da area de todo o pais, possui cerca de 700 espécies
identificadas com numerosas subespécies, variedades botanicas e hibridos, sendo
aproximadamente 200 delas descritas recentemente (por volta de 15 anos). Apenas duas
espécies possuem o centro de origem fora da Australia (Eucalyptus urophylla e Eucalyptus
deglupta) (Dickinson, 1969; Brooker, 2000; Bertola, 2005; REMADE, 2008).

O Eucalyptus foi introduzido no Brasil por volta de 1868, a principio como planta
decorativa e somente a partir de 1950 foi utilizado como matéria prima para a produgao de
celulose (Lima, 1996; Bertola, 2005). Hoje, as espécies de Eucalyptus sdo aproveitadas em
todas as cadeias produtivas: sua madeira é utilizada para a extragao de celulose, produgéao de
moveis e chapas e no setor de carvao vegetal; o 6leo extraido de suas folhas é utilizado pela
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética; o polen de suas flores € utilizado na produgao
de mel, entre outros usos (Lima, 1996; Bertola, 2005). O Eucalyptus hoje € cultivado em
diversos paises de clima temperado e tropical, ocupando regides de grande diversidade
ambiental tanto em termos de precipitacdo quanto de temperaturas, ocorrendo ainda em
regides tropicais equatoriais até regides semi-aridas e em elevacdes que vao desde o nivel do
mar até mais ou menos 4.000 metros de altitude. Tal versatilidade do género possibilitou a
expansao de sua producao em diferentes regides do territorio brasileiro, bem como em todo o
mundo (Lima, 1996). Do ponto de vista genético, essa versatilidade se d4 em um grande
namero de alelos para diferentes caracteristicas, indicando o forte potencial para o
melhoramento, principalmente pela da combinacdo de espécies, apesar do genoma
relativamente pequeno (370-700 Mpb) (Foucart et al., 2006).

Suas caracteristicas favoraveis para a producdo de madeira (facilidade de propagagao
vegetativa, crescimento rapido, alta produtividade, boa forma de fuste e boa resposta a tratos
culturais de manejo e melhoramento genético) fizeram com que o Eucalyptus se consolidasse
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como matéria-prima de base no setor florestal mundial e se tornasse género florestal mais
plantado no mundo (Mora & Garcia, 2000; Silva, 2005).

Aproximadamente 20 espécies, a maioria pertencente ao subgénero Symphyomyrtus,
sao usadas em plantagbes comerciais em mais de 90 paises (Potts and Pederick, 2000).
Dentre estas, trés espécies (E. globulus, E. grandis e E. urophylla) sao largamente utilizadas
em programas de melhoramento genético no Brasil por possuirem caracteristicas importantes,

como descritas abaixo:
e Eucalyptus globulus Labill.

E uma arvore de médio a grande porte, 15 a 25m, podendo alcancar 70m de altura
(Santos, 2005). E nativa da Tasmania e sudeste da Australia. Foi a primeira espécie a se tornar
mais largamente conhecida fora da Australia, sendo sua madeira usada para fabricacdo de
papel, lenha e construgéao civil (FAO, 2011). Para a industria de papel e celulose, E. globulus se
destaca por possuir melhor qualidade da madeira, possuindo alto rendimento de celulose, baixo
teor de lignina e maior relagao da razao de syringyl/guaiacyl (S/G) (explicado adiante) (Brito et
al., 1983, Rodrigues et al, 1999). Entretanto, por ndo se adaptar bem ao clima tropical (Bison et
al., 2007) esta espécie nao é largamente utilizada em plantagdes comerciais no Brasil.

e Eucalyptus grandis Hill ex-Mainden

As arvores desta espécie sdao muito altas (40 a 45m), podendo eventualmente atingir
75m de altura. Possuem tronco grosso, com casca de textura lisa (IPEF - chave de
identificacdo, 2012). Ocorre naturalmente na Austrdlia, ao norte do Estado de New South
Wales, ao sul de Queensland (préximo a regido costeira e na parte central) e ao norte de
Queensland em area de altitude (300 a 900m). A madeira de E. grandis € leve e facil de ser
trabalhada. E utilizada intensivamente, na Australia e na Republica Sul Africana, como madeira
de construcao. Normalmente, a madeira oriunda de arvores com rapido crescimento apresenta
problemas de empenamento, contracbes e rachaduras. Plantagbes convenientemente
manejadas, no entanto, podem produzir madeira excelente para serraria e laminagdo. E a
principal matéria-prima para as industrias de celulose, painéis aglomerados e chapas duras. E
uma espécie presente em indmeros paises e, de regra geral, apresenta o0 seguinte

comportamento:

o E considerada sensivel a geadas severas, porém apresenta resisténcia a

uma vasta gama de outros extremos ambientais;

o Apresenta relativa resisténcia a deficiéncia hidrica e doencas;

11



o A regeneragao, por meio da brotagao de cepas, é considerada boa;

o O ritmo de crescimento e o rendimento volumétrico sdo, geralmente,
superiores, quando comparados a outras espécies convencionais. (Potts &
Pederick, 2000; REMADE, 2003)

e FEucalyptus urophylla S.T. Blake

E uma das duas espécies de ocorréncia natural fora do territério australiano, ocorrendo,
naturalmente, na ilha de Timor e outras ilhas a leste do arquipélago indonesiano. A madeira é
considerada medianamente leve, onde as propriedades de resisténcia mecanica sdo moderadas.
E uma madeira de relativa estabilidade e alta permeabilidade. No Brasil, é indicada para usos
gerais e muito utilizada em laminagdo, componentes estruturais para construgdo, caixotaria,
mourdes, escoras, celulose e papel, chapas duras, painéis, lenha e carvao. Inumeros esforcos
sdo realizados para a introducdo da espécie fora das condigcbes de sua zona natural. Os
resultados sdo bastante satisfatorios, com a espécie apresentando alta plasticidade, adaptando-
se a solos hidromérficos ou francamente arenosos, em diferentes altitudes. E considerada apta
para regides onde ndo ocorrem geadas e situagbes de déficits hidricos severos. No Brasil, a
espécie tem sido plantada intensivamente em programas de melhoramento genético,
principalmente de hibridagdo. E uma espécie que apresenta boa capacidade de regeneracéao por
brotacdo. Apresenta maior potencial de crescimento em relagdo a resisténcia ao fungo causador
do cancro do Eucalyptus (Cryphonectria cubensis) (Turnbull, 2000; Scanavaca Junior, 2002;
REMADE, 2003).

3.2 O Setor Florestal

A crescente demanda por produtos florestais impulsinou o desenvolvimento do setor
florestal nos dltimos 20 anos. Tal desenvolvimento também é acompanhado pela crescente
pressdo de uma "industria florestal sustentavel”, a qual engloba conceitos de melhorias na
eficiéncia energética, conservacado de recursos e a utilizagdo de materiais seguros (FAO,
2011). Dentro deste contexto, as florestas plantadas de Eucalyptus e Pinus surgem como uma
alternativa as florestas nativas. Tais florestas sao plantadas em locais especificos e atentendo
as normas de manejo sustentavel, o que permite a redugao dos impactos ambientais (Bracelpa,
2011).

As florestas plantadas estdo em cerca de 90 paises, sendo 6,3 milhdes de hectares no
Brasil, 74,8% correspondente a plantios de Eucalyptus e 25,2% de de Pinus (ABRAF, 2012).
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Desse total, 2,2 milhdes sao cultivados pela industria de celulose e papel (ABRAF, 2010), setor
que utiliza 100% da madeira oriunda de florestas plantadas.

Em 2011, o Brasil conquistou a quarta posicdo como maior produtor de celulose do
mundo, posigao conquistada em 2008, passando a frente de paises tradicionais produtores
como a Finlandia e a Suécia. Dentre os primeiros produtores estdo: Estados Unidos, Canada e
China. A producao brasileira de celulose apresentou crescimento em 2010 totalizando 14
milhdes de toneladas e 9,4 milhGes de toneladas de papel apesar da crise global que afetou o
setor florestal entre 2008 e 2009 (ABRAF, 2010). O pais também se destaca como o maior
produtor e exportador de celulose branqueada de eucalipto do mundo. Dentre os principais
destinos da celulose exportada estdo paises como Estados Unidos, China e paises da Europa.
Ja o papel produzido no Brasil, tem como principal destino os paises da América Latina
(Bracelpa, 2011).

As florestas plantadas para o setor de papel e celulose no pais estdo entre as que
apresentam maior produtividade mundial, devido ao alto rendimento (Tabela 1).

Tabela 1: Rendimento e rotacdo das florestas plantadas no setor de papel e celulose (adaptado de
Bracelpa, 2011)

Florestas de Eucalyptus Florestas de Pinus
Pais rer31dimento rotagéo Pais rer;dimento rotacéao
(m*/ha/ano) (m*“/ha/ano) (anos)
Brasil 44 7 Brasil 38 15
Africa do Sul 20 8-10 EUA 10 25
Portugal 12 12-15 Chile 22 25

Além da producao e exportagao de celulose, as plantagbes de Eucalyptus comegam a
se beneficiar das politicas de crédito de carbono, pelos quais paises desenvolvidos devem
comprar, normalmente de paises em desenvolvimento, titulos (CER — certificado de emissdes
reduzidas) que correspondem a uma obrigacao de captura de carbono na mesma proporgao
em que ele sera emitido. As transacdes desses CERs fazem parte do chamado mercado de
carbono (Rocha, 2003). O Brasil possui um lugar de destaque nesse mercado, estando entre
0s paises mais procurados para investimentos em sequestro de carbono, bem como a india e a
China, pelo fato de possuir grande extensao territorial localizada na zona tropical (Chang,
2002).

O alto nivel de produtividade consquistado pelo pais deve-se principalmente a
investimentos em pesquisa e desenvolvimento, incluindo programas de hibridacdo e clonagem
e também as boas condi¢des do clima e do solo brasileiro (Bertola, 2005; Poke et al., 2005;
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Bracelpa, 2011). Entretanto, ainda existem caracteristicas inerentes a biologia das arvores que
dificultam esse processo. Entre elas estdo: longo ciclo de vida, porte, maturacdo tardia,
polinizagdo cruzada, alta complexidade da analise dos descendentes ap6s cruzamentos e
retrocruzamentos, dificuldade de obtengéao de ganhos significativos para caracteres complexos
(concentracdo de lignina e celulose) e necessidade de grandes areas para plantios
experimentais (Campbell et al., 2003; Valverde et al., 2007).

Assim, o surgimento de projetos genoma de Eucalyptus proporcionam uma alternativa
para se alcangar progressos de forma rapida, manipular e estudar caracteres até entdo
desconhecidos ou que nao podiam ser manipulados pelo do emprego das técnicas de

melhoramento convencional.

As empresas do setor de papel e celulose do pais iniciaram investimentos que deverao
atingir ao menos US$ 5,5 bilhdes nos préoximos anos em pesquisas e desenvolvimento florestal
a fim de aumentar a oferta para acompanhar o crescimento da demanda do setor. Os
investimentos visam principalmente ganho em produtividade, aumentando também a qualidade
da matéria prima (madeira e fibra), otimizando o teor de lignina, o rendimento em celulose, a
densidade da madeira e outras caracteristicas de interesse de cada setor de transformacgéo da
madeira (ABRAF, 2010).

Nesse contexto, em fevereiro de 2008, foi firmado um convénio de cooperagao entre a
UNICAMP e a empresa International Paper do Brasil (convénio Funcamp — International Paper
do Brasil IP/IB/Gene Discovery: Convénio 3972) visando principalmente a utilizagdo do banco
de dados construidos para Eucalyptus para identificagdo de genes relacionados a formagéo e
qualidade da madeira de Eucalyptus sp.

3.3 Genbmica do Eucalipto

Apesar da grande importancia do Eucalyptus para a industria florestal, o nUmero de
genes caracterizados é pequeno e sao principalmente aqueles relacionados com processos do
desenvolvimento da planta. A maior parte deles est4 concentrada em genes envolvidos na
formacao da madeira, especialmente aqueles ligados a biossintese de lignina (Grima-Pettenati
& Goffner, 1999; Baucher et al., 2003). O sequenciamento de ESTs proporcionou um grande
avango para o isolamento e identificagdo de determinados genes, além do estudo de sua
expressao em um tecido particular (Hatey et al., 1998).
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Diversos projetos de sequenciamento de genomas expressos (Expressed Sequence
Tags ou EST) de Eucalyptus ja foram realizados por alguns grupos no mundo. No Brasil, os
projetos FOREST (Eucalyptus Genome Sequencing Project Consortium)/FAPESP (Vicentini et
al., 2005) e GENOLYPTUS (Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do Eucalipto)/MCT) sao

0S maiores.

Novas tecnologias de analises do perfil de transcriptoma vém surgindo para melhorar o
entendimento da extensao e complexidade dos transcriptomas de eucariotos. Sado baseadas na
selecdo do mRNAs pelas caudas poli-A e sua purificagdo de outros RNAs. Geralmente, elas
podem ser desenvolvidas de duas maneiras: o mMRNA ¢é fragmentado e transcrito em bibliotecas
de cDNA por primers randémicos, ou o RNA é transcrito utilizando primers oligo-dT e depois
fragmentado, este ultimo garantido a uniformidade de transcritos representados nas bibliotecas.
Os cDNAs sao entdo ligados a adaptadores e submetidos aos sequenciadores. Atualmente o
RNA-seq vem sendo considerado o novo padrdo para estudos em transcriptdmica, com
inumeros trabalhos em plantas como Arabidopsis, milho e alfafa (Cheung et al., 2006; Emrich et
al. 2007; Yang et al., 2011) e mais recentemente em Eucalyptus (Mizrachi et al., 2010). A
técnica fornece uma forma mais precisa de medir os niveis de transcritos e suas isoformas,
quando comparado a outras técnicas de analise de transcriptoma, por exemplo microarranjo
(Fu et al., 2009). Além do sequenciamento de ESTs, o genoma de Eucalyptus grandis e
Eucalyptus globulus foi recentemente finalizado pelo US Department of Energy (DOE) Joint
Genome Institute (JGI) (http://www.eucagen.org/).

Todos esses dados servem de ponto de partida para diversos estudos funcionais de
interesse. Especialmente os processos moleculares envolvidos na formacao da madeira, fonte
de biomassa para industrias de pepel e celulose, e genes particulares relacionados com tais
processos.

3.4 Xilogénese e parede celular

O xilema das angiospermas € basicamente constituido pelas seguintes partes (Figura

1): (i) medula: porgdo interna, vestigio do meristema apical do ramo; (ii) xilema primario e

secundario: tecido onde ocorre a circulagao de agua e de micronutrientes (Taiz & Zeiger, 2006).
A madeira é uma denominagao genérica utilizada para se referir ao tecido vascular de plantas
lenhosas - o xilema secundario, cujas fungbes principais sado: sustentagdo da planta e
transporte de agua e solutos. Em angiospermas, trés tipos de células sdo responséaveis por
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desempenhar as principais fungdes deste tecido: os elementos de vasos que transportam agua
e solutos; as fibras que fornecem sustentagdo (ambos possuem parede celular secundaria); as
células parenquimaticas estao envolvidas na transferéncia radial de assimilados entre floema e
xilema e estoque temporario de amido e lipideos (Fukuda, 1996; Plomion et al.,2001; Dejardin
et al., 2010).

A estrutura do xilema secundario € complexa, sendo resultado da diferenciacao radial e
longitudinal das células que compdem o tecido vascular. Essas células sdo formadas a partir da
atividade de um meristema lateral: o cambio vascular (Figura 1). Na zona cambial existem dois
tipos de células: as iniciais radiais que dao origem aos raios xilematicos, consistindo de células
parenquimaticas, 0os quais sdo essenciais para a translocacdo de nutrientes entre xilema e
floema; iniciais fusiformes que se dividem para formar os tecidos vasculares secundarios: o0s
elementos de vaso (condutores de agua), fibras e células do parénquima axial (Dejardin et al.,
2010).

Os elementos de vasos e as fibras sao as principais células no xilema secundario de
dicotiledéneas com parede celular secundaria. Nestas células ha um acumulo de susbtancias
polimerizadas (celulose, hemicelulose e lignina) e que fazem a medeira ser de grande interesse
em diversas cadeias produtivas do setor florestal.

Apds a divisdo, a diferenciacdo das células do xilema com parede secundaria envolve
quatro passos principais até que as células adquiram as caracteristicas distintivas do seu tipo
celular: 1) Expanséo; nesta etapa as células jovens crescem sem aumentar sua largura, séo
constituidas apenas de parede primaria; 2) Deposicao de parede celular secundaria; diversas
enzimas agem para modificagdo da parede primaria (xiloglicanas endoglicosiltransferases,
expansinas, pectina metil esterases e pectinases) para acomodar a nova parede em formagao,
a qual é coordenada pela expressdao de diversos genes; 3) Lignificacdo; 4) Morte celular
programada: ocorre para formar um tubo vazio com parede secundaria (Hertzberg et al., 2001;
Plomion et al.,2001; Demura & Fukuda, 2007)

A parede celular das plantas esta localizada na matriz extracelular vegetal, o apoplasto,
o qual também €& composto por agua e compostos solluveis nela dissolvidos (agucares,
aminoacidos e compostos derivados do metabolismo secundario). As células estdo conectadas
entre si por uma camada denominada lamela média (formada por pectinas). As células vegetais
possuem uma parede celular primaria e podem ou ndo possuir uma parede celular secundaria,
dependendo do tipo celular. Além disto, sua composicao é variavel de acordo com o tipo celular

e a idade da planta, principalmente no que se refere a presenca ou auséncia da parede celular
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secundaria. Células em crescimento, de parénquima, células fotossintetizantes presentes nas
folhas e alguns outros tipos celulares possuem somente parede celular primaria (Salisbury &
Ross, 1991; Raven et al., 2001; Buckeridge et al., 2008).

xilema
secundario secundario cambio
do 10 ano do 20 ano

xilema

medula primario

- oy $
raios medulares
floema expandidos
do floema

raios medulares
do xilema

Magnificagao: 4x

Fonte: http:/ivirtual.ujaen.es/atlas/ Magnificagao: 10x

Figura 1: Histologia para demonstrar as principais estruturas que compdem o cortex vascular (género
Tilia, familia Malvaceae). A. Corte transversal do caule. B. Detalhes do caule, evidenciando (em amarelo
e apontado pelas setas vermelhas) cada uma das estruturas (identificadas sob os quadros). Imagem
adaptada de http://virtual.ujaen.es/atlas (Pedrosa et al.)

Na maioria de células maduras, especialmente naquelas presentes em tecidos de
xilema, existe uma parede celular secundaria (Figura 2) que fornece o suporte para a planta.
Este suporte mecanico se da, principalmente, devido a presenca de fibras de constituicao
celulésica compactadas e lignina (Taiz & Zeiger, 2006). As diferencas nas propriedades fisicas
de paredes primarias e secundarias devem-se, em grande parte, a quantidade de cadeias de
celulose que estao presentes em cada microfibrila. Em paredes secundarias, cada microfibrila
possui um numero muito maior de cadeias de celulose quando comparadas com 0 numero
destas presentes nas microfibrilas constituintes da parede celular primaria (Taylor et al., 1999).
A parede celular da maioria das células presentes no xilema é composta por diversas camadas
de parede celular secundaria consistindo de uma rede de celulose e hemicelulose saturada

com lignina (Andersson-Gunneras et al., 2006).

A parede celular € composta por microfibrilas de celulose ligadas as cadeias de
hemicelulose inseridas em uma matriz de polissacarideos pécticos e uma quantidade variavel
de proteinas estruturais (Figura 3). Estes elementos compdem cerca de 75% do peso seco da

madeira, sendo o restante composto por lignina. No caso do Eucalyptus, a constituicao quimica
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varia entre espécies e, em menor escala, entre os exemplares da mesma espécie (Vital,1984;
Buckeridge et al., 2008).

51
ML +PCW

Figura 2: Estrutura da parede celular de plantas, evidenciando as diversas camadas que formam a
parede celular secundéria. Adaptado de Lodish et al. (2000) e Dejardin et al, 2010. Microscopia
electronica de Populus sp. (A) e esquema de interpretagdo das diferentes camadas da parede cellular
(B). ML: lamella média; PCW: parede cellular primaria; S1, S2, S3: camadas da parede celular
secundéria. A barra corresponde a 5mm.
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Figura 3: Representacdo esquematica da parede celular secundaria lignificada. Imagem extraida de
Boundet et al (2003).

3.5 Biossintese dos componentes da parede celular

A celulose € o principal constituinte da parede celular, um polissacarideo hidrofébico
formado pela polimerizagao de residuos de glicose, a partir de um substrato de uridina-difosfo-
glicose (UDP-glicose), formando um homopolimero linear com ligagdes 3-1,4 glicano (Burton et
al., 2005). Nas paredes celulares primarias das plantas, a celulose contribui com cerca de 20 a
30% da massa seca (Mellerowicz, 2001). As microfibrilas de celulose das paredes primarias
controlam o tamanho e a forma das células vegetais. Quando comparadas as paredes
celulares primarias, paredes celulares secundarias contém celulose com alto grau de
polimerizacao fornecendo for¢ga mecanica e rigidez para toda a planta (Samuga & Joshi, 2004).
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O processo de biossintese de celulose é um dos mais importantes da natureza, ja que
este polissacarideo é o principal constituinte das paredes da maioria das células maduras
(Dhugga, 2001). Porém, em contraste com a grande abundancia e importancia da celulose,
pouco se sabe sobre a regulacdo dos mecanismos moleculares envolvidos na sua biossintese
em plantas. Sabe-se, entretanto, que a biossintese deste polimero € um processo complexo e
que exige altos niveis de organizacao. A cadeia formada pelos residuos de glicose é linear,
pois durante a ligacdo um dos residuos sofre uma rotacdo de 180° em relacdo ao residuo
anterior. Esta forma linear que a celulose assume permite que haja uma grande interacao entre
cadeias formando uma estrutura rigida. Pontes de hidrogénio formam-se dentro das cadeias e
entre elas, de modo que uma estrutura cristalina pode ser observada. Toda esta interacao entre
as cadeias garante a esta estrutura propriedades notaveis, como: alta resisténcia a tensao,
insolubilidade e a capacidade de ser relativamente imune a degradacao enzimatica e quimica
(Taiz & Zeiger, 2006).

A estrutura que se forma pela interacdo intima entre cadeias de celulose é chamada de
microfibrila de celulose. Esta estrutura pode conter de 36 a 200 cadeias, uma variagdo que
ocorre entre espécies. O comprimento das microfibrilas também ¢é bastante variavel. A
organizacao das cadeias de celulose também se da em niveis mais altos. Um conjunto de
microfibrilas € chamado de macrofibrilas (Figura 4). A reuniao deste ultimo forma um feixe de
celulose (Delmer & Amor, 1995; Taiz & Zeiger, 2006).

Parede celular

Célulavegetal Macrofibrila

OH  CH,OH H OH  CH,OH H OH  CH,OH
o 0 o
i HH H'DH 3 4 \ I-I\!EIH 2 EH HH HGH
HYmg O H Heumg 0 H He—g ©
H,OH OH H,0 H OH H,0
Celulose

Figura 4: Diferentes niveis de organizagdo das cadeias de de celulose. Imagens adaptada de: Moore et
al., 1998.
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As microfibrilas de celulose sdo sintetizadas por um grande complexo proteico (>500
kDa) localizado na membrana celular, denominado Complexo Celulose Sintase. Este complexo,
em forma de roseta, € composto por seis unidades globulares organizadas de maneira
hexagonal, constituindo as unidades da roseta. Cada uma das unidades da roseta possui seis
proteinas CESA (celulose sintase), de modo que, de cada roseta, serdo geradas 36 cadeias de
celulose (Figura 5). A proteina CESA atua como um membro catalitico do complexo e catalisa a
transferéncia de glicose para a cadeia glicano crescente, utilizando como substrato UDP-
glicose. A UDP-glicose liga-se ao sitio ativo no lado citoplasmatico da membrana celular,
enquanto a cadeia de celulose emerge da membrana para a parede celular (Richmond, 2000;
Doblin et al., 2002). Além da subunidade catalitica CESA, acredita-se que o complexo celulose
sintase contenha pelo menos outros 15 polipeptidios envolvidos em fornecer o substrato, iniciar
ou terminar o alongamento da cadeia de celulose, ou até mesmo na regulagédo do processo
(Doblin et al., 2002; Fuijii et al., 2010).

Cadeia B- * Microfibrila
(1,4)glicano

i— @ —

CESA Subunidade Roseta
da Roseta

Figura 5: Sintese de microfibras de celulose pelos complexos de celulose sintase presentes na
membrana plasmatica da célula. Detalhe de um complexo, formado por 36 CESA. Figura adaptada de
Doblin, et al., 2002

A subunidade catalitica CESA é codificada por genes da familia celulose sintase
(CesA). Um grande numero de genes CesA (celulose sintase) ja foram clonados em diferentes
espécies como Pinus (Nairn & Haselkorn, 2005), Populus (Suzuki, et al., 2006) e Eucalyptus
(Ranik & Myburg, 2006). A familia de genes mais bem caracterizada é a de A. thaliana, a qual é
formada por pelo menos 10 genes (Samuga & Joshi, 2002). A CESA esta presente em todos os
tecidos, entretanto, estudos indicam que os varios membros da familia génica sdo expressos

diferencialmente entre tecidos que possuem parede secundaria (Richmond, 2000).

Em A. thaliana pelo menos trés genes da familia sdo necessarios para a formacao de
celulose na parede primaria (AtCesA1, AtCesA3 e AtCesA6) e trés na parede secundaria
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(AtCesA4, AtCesA7 e AtCesA8) (Tanaka et al., 2003). Entretanto, os genes AtCesA2 e
AtCesA5 parecem ter fungbes reduntantes com o gene AtCesA6 (Desprez et al.,, 2007). Em
Eucalyptus os genes CesA1, CesA2 e CesA3 sao responsaveis pela formagao da celulose na
parede secundaria, sendo o Ultimo mais expresso. E os genes CesA4, CesA5 e CesA6 atuam
na formacao da parede primaria (Ranik & Myburg, 2006).

Apesar da celulose ser o polimero mais abundante do planeta, o funcionamento do
complexo celulose sintase ainda ndo é totalmente entendido. Recentemente, Song et al. (2010)
detectaram um segundo tipo de complexo celulose sintase em Populus, provavelmente
associado com a formagdo de parede secundaria. Além disso, outros modelos propostos
sugerem que dois peptideos unem-se para formar sitios cataliticos opostos de maneira tal que
os residudos de UDP-glicose sédo adicionados a extremidade nao redutora da cadeia recém-
formada sem que o residuo tenha que sofrer uma rotagédo de 180° (Buckeridge et al., 2001).
Tais estudos abrem a possibilidade para um novo método de engenharia das microfibrilas de

celulose.

A UDP-glicose é o substrato tanto para a sintese de celulose como para hemiceluloses
e pectinas. Acredita-se que, no caso da formacao da celulose, este subtrato seja diretamente
fornecido por uma forma da enzima sacarose sintase (SUSY) associada a membrana (Amor et
al., 1995; Fuijii et al., 2010) (Figura 6). Acredita-se que esta isoforma da SUSY seja um dos
principais componentes do complexo celulose sintase (Fujii et al., 2010).
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Figura 6: Modelo hipotético da sacarose sintase associada

ao complexo celulose sintase. Extraido de Delmer & Amor
" PLASMA MEMBRANE (1 995)

21



(C) Acidos urdnicos (D) Aglicares deoxi

-
HO “c=0_.0,
H
H
! H
HO OH  OH

H Ne=0_-0
OH M i H
HO OH OH
H
a-p-Acido glucurénico (GlcA) or-Fucose (Fuc)
(E) Celobiose
H
HO OH H H CHOH
H
HO H Q0 H
H o dion o HO OH OH
H
Glicosil Glicose

(A) Hexoses (B) Pentoses

p-o-Galactose
H  CH,OH "
H
HO o HO OH oH
H H
po-Glicose p-i-Arabinose

CH,OH

p-o-Manose a-p-Apiose

Figura 7: Monossacarideos constituintes de hemiceluloses e pectinas.

Glicoarabnoxilano

Glicuronoxilano

Glicomanano

Cat @ Ramnose
@ Ag. glucurdnico

Figura 8: A. Estrutura dos principais tipos de hemicelulose. Adaptado de Scheller & Ulvskov (2010).

22



Os genes estudados da familia Susy sao divididos em trés grupos de acordo com a
predicdo dos aminoéacidos e estrutura de intron/éxon. Em Arabidopsis, a familia da Susy é
composta por seis membros, divididos em trés grupos. A andlise de transgénicos e mutantes
mostram que as isoformas possuem fungdes especificas dentro da planta e estao expressas de
maneira diferencial entre os tecidos (Bieniawska et al., 2007). Os genes AtSusy1 e AtSusy4
pertencem ao mesmo grupo, assim como AtSusy2 e AtSusy3 e AtSusy5 e AtSusy6 formam
mais dois grupos. Os genes AtSusyl e AtSusy4 exibem um identidade de aminoéacidos
elevada. Entretanto, a expressdo de AtSusy1 parece ser constante em todos os tecidos,
enquanto AtSusy4 parece ser mais expresso em raiz e caule (Baud, et al., 2004). Uma forma
de Susy associada com a membra plasmatica e com o complexo celulose sintase estudada em
Fujii et al. (2010) (numero de acesso AB495095) possui similaridade com as sequéncias de
AtSusy 1 e 4, provavelmente pelo perfil de expressao, a forma associada a membrana seja
AtSusy4. Em Eucalyptus, duas sequéncias de Susy foram isoladas de E. grandis: EgSusy1 e
EgSusy3 (Zhou, H. & Myburg, A. A., 2005 — dados nao publicados). Ambas pertencentes ao
mesmo grupo, tendo EgSusy1 identidade com AtSusyl e EgSusy3 com AtSusy4. Ambas
estdo sendo estudadas neste trabalho.

Na parede celular, a celulose esta ligada as hemiceluloses por meio de pontes de
hidrogénio, o que contribui para a forca da parede celular, e ambas estdo inseridas numa
matriz de pectina. Em tecidos lignificados, a hemicelulose estéd ligada, também, a lignina
através de pontes de hidrogénio. Os monossacarideos constituintes das hemiceluloses e
pectinas sdo D-manose, D-galacose, D-xilose, D-apiose, L-arabinose, L-ramnose, L-fucose,
acido D-manur6nico, acido D-galacturénico e acido D-glicurénico (Figura 7) (Carpita & McCann,
2000).

Os polimeros de hemiceluloses sao formados por uma mistura dos monémeros citados,
além de diversas estruturas de ligacdo. Possuem um esqueleto principal constituido por uma
cadeia com ligacdes do tipo B-1,4 formado por glicose, manose ou xilose e diversas
ramificacées laterais. Podem ser divididos nos seguintes grupos: xiloglicanos, xilanos,
mananos, glicomananos e $-(1,3,1,4)-glicanos (Fengel & Wegener, 1985; Carpita & McCann,
2000; Scheller & Ulvskov, 2010).

Os xiloglicanos (XyG) estdo presentes na maioria das espécies ja estudadas e sua
maior ocorréncia € na parede primaria, exceto para as gramineas. Sao formados por uma

cadeia principal do tipo B-1,4 glicano nao-ramificado (G) e glicanos contendo ramificagcdes de
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residuos a-1,6 xilosil (X) ao longo da cadeia (Scheller & Ulvskov, 2010; Hayashi & Kaida, 2011)
(Figura 8).

Nas paredes primarias da maioria das dicotiledéneas, monocotileddneas nao-
graminaceas e gimnospermas, a cadeia principal dos xiloglicanos é formada por unidades
heptassacaridicas repetidas, sendo quatro residuos consecutivos de [B-D-glicosil e trés
ramificagbes de residuos a-D-xilosil na cadeia de glicano. Cerca de metade destas unidades
contém extensdes de B-D-galactosil (L) (em algumas plantas, ocorre a ramificacao por residuos
de L-arabinose (Carpita, 2011)). Um residuo de a-L-furanosil é depois adicionado a um
galactosil. A estrutura formada ap6s a adi¢do do residuo de furanosil possui grande importancia
estrutural, pois este grupo trissacaridico permite que o xiloglicano assuma uma forma nao
torcida, o que facilita sua ligacao a celulose. Este grupo também parece modular o crescimento
induzido por auxina (Pena et al., 2004).

Os xiloglicanos juntamente com a celulose, fornecem a forga de tensao necessaria a
parede priméria. Eles ligam-se as microfibrilas de celulose por de pontes de hidrogénio,
limitando a agregacdo e contribuindo, assim, para as propriedades mecéanicas da parede.
Podem estar associados a celulose de trés maneiras principais: vinculados a superficie, sem
contato direto ou inseridas na microfibrila. Além disto, estdo envolvidos na reestruturacéo da
parede primaria em células em crescimento. Nestas, os xiloglicanos sdo quebrados em
determinadas zonas por enzimas chamadas xiloglicano endoglicosiltransferases e novamente
religados em diferentes pontos de modo que a expansao celular ocorre sem que haja influéncia
na sua resisténcia mecanica (Darley et al., 2001).

A biossistese dos xiloglicanos e outros polissacarideos nao celulésicos acontece,
diferentemente da celulose, no complexo de Golgi. Entretanto, devido a semelhanga nos
dominios conservados entre a cadeia principal de ambos, acredita-se que membros da
superfamilia Celulose Sintase, os Cs/ (celullose synthase like) sejam responsaveis por codificar
as sintases dos polissacarideos nao-celuloésicos. Além disso, diversos trabalhos
correlacionaram a acao de Csl/ com a sintese de polissacarideos nao-celulésicos (Liepman et
al., 2005; Cocuron et al., 2007, Verhertbruggen et al, 2011). Genes do subgrupo CsIC
codificam glicano sintases que participam da formagao da cadeia principal do xiloglicano. Em A.
thaliana, a subfamilia é formada por cinco membros, e apenas um deles (Cs/C4) teve acgéao
comprovada na biossintese de xiloglicano (Cocuron et al., 2007). As ramificacbes sao
adicionadas pelas glicosil-transferases. Dentre as glicosiltransferases que participam da
formacao de xiloglicanos em dicotiledéneas estao: xilosiltransferases, galactosiltransferases e
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fucosiltransferases, que adicionam residuos de xilose (a partir de UDP-xilose), galactose (a
partir de UDP-galactose) e fucose (a partide de GDP-fucose), respectivamente (Carpita, 2011).
Sabe-se que tais glicano-sintases estao associadas a membrana do complexo de Golgi. Apesar
dos muitos estudos ja realizados, ainda nao estd claro o modo de agdo de tais sintases
(Carpita, 2011).

Os xilanos sdao um grupo diverso de polissacarideos tendo em comum uma cadeia
principal de residuos de xilose (com ligacdes do tipo B-1,4). Uma ramificagdo comum nos
xilanos ocorre com residuos de glicuranosil (originado de UDP-glicuronato) e sdo denominados
glicuronoxilano, predominante na parede celular secundaria de dicotiledéneas. Em gramineas,
os xilanos contém residuos de arabinose e sdao chamados de arabinoxilanos (presentes
também em gimnospermas) ou glicoarabinoxilano (GAXs), quando contém os dois residuos
(Figura 8). A maior parte deles é acetilada em varios graus. Ao contrario dos xiloglicanos, os
xilanos nao possuem uma estrutura repetitiva (Scheller & Ulvskov, 2010).

Existem evidéncias de que Cs/D5 estejam envolvidos na sintese de xilano (Bernal et al.,
2007), entretanto ainda é necessario a desmonstragao direta da agao deste gene (Carpita et
al., 2011). Genes de outras familias também foram correlacionados com a sintese de xilano
(Brown et al., 2007; Lee et al., 2011).

Os mananos e glicomananos também sdo um grupo de polissacarideos com ligagdes
do tipo B-1,4, contendo manose na cadeia principal (Figura 8). Quando a cadeia principal é
composta apenas de residuos de manose da-se o nome de mananos ou galactomananos
(quando ocorrem ramificagées com residuos de galactose). Quando composta por residuos de
manose e glicose distribuidos de forma nado repetitiva, sdo chamados de glicomananos e
galactoglicomananos. Estes polissacarideos sdo os menos abundantes em espermatofitas.
Entretanto parecem desempenhar papéis importantes. Membros da familia Cs/ do subgrupo A
sdo responsaveis por codificar manano e glicomananos sintase, que participam da
polimerizagédo da cadeia principal. Estas enzimas parecem utilizar GDP-manose e GDP-glicose
como precursores. O subgrupo D da familia Cs, também parece estar envolvido na codificacao
destas proteinas. A glicosiltranferase responsavel pela adicdo das cadeias laterais é a
galactosiltransferase (Liepman et al., 2005; Scheller & Ulvskov, 2010; Carpita, 2011).

Um outro tipo de hemmicelulose é formada por cadeias de glicanos com ligacdes mistas
do tipo B-1,3 e B-1,4 (Carpita, 1996). Entretanto, tal subclasse ndo sera discutida nesse
trabalho por se tratar de hemiceluloses nao presentes em dicotiledéneas.
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A pectina é constituida por um grupo de polissacarideos acidos, altamente hidratados,
ricos em &cido galacturbnico (versao acida da galactose) (Figura 9). Os polissacarideos
pécticos estdo divididos em trés grupos principais: homogalacturonanos (HG), polimeros
contendo uma cadeia com apenas acido galacturénico, tendo alguns grupos carboxil metil-
esterificados; ramnogalacturonanos-I (RG-I), o qual contém em sua cadeia principal também
dissacararideos formados por residuos de acido galacturénico e ramnose, a qual pode conter
diversas ramificacbes, principalmente de  arabinofuranosil ou  galactopiranosil;
ramnogalacturonanos-Il (RG-Il), grupo néao estruturalmente ligado a RG-I e possuem estrutura
altamente comprexa (também contendo &cido galacturénico na cadeia principal) e ramificada
(Willats et al, 2001; Lerouxel et al., 2006).

A
FRPiry
B

Figura 9: Estrutura geral das pectinas: A. Homogalacturonano. B. Ramnogalacturonano | (sem
ramificagdes). C. Ramnogalacturonano Il. As figuras, verde, amarela, laranja e rosa representam é&cido
galacturénico, ramnose, xilose e arabinose respectivamente.
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A matriz de pectina fornece o ambiente ideal para a deposicéo, rearranjo e extensao da
rede celulose — hemicelulose. Também esta envolvida na porosidade da parede celular e na
adesao entre células (Willats et al, 2001; Lerouxel et al., 2006).

As hemiceluloses e pectinas, ao contrario da celulose, sdo formadas no citoplasma e
enviadas a parede celular pelas de vesiculas secretoras. Os mond6meros sado formados,
direcionados ao complexo de Golgi e 14, por meio da agdo das glicano sintases e
glicosiltransferases, sao polimerizados (Perrin et al., 2001).

A lignina é um polimero de constituicdo quimica dificil de ser estabelecida,
principalmente devido a complexidade de sua estrutura, baseada em unidades fenilpropandides
interligadas por diferentes tipos de ligacdes, como também por sofrer modificagdes estruturais
durante seu isolamento das paredes celulares. A lignina é depositada principalmente nas
paredes celulares secundarias de elementos traqueais e fibras, principais células que formam a

madeira, dentro da rede de celulose e hemicelulose (Raven et al., 2001).

A lignina é responsavel por fornecer uma superficie hidrofébica que permite o transporte
de 4gua a uma altura de mais de 100 metros; contribui com a forca mecanica que mantém as
arvores em posicao vertical; serve de barreira quimica e fisica a agao de insetos e patégenos
(Franke et al., 2002; Bhuiyan et al., 2009).

Sabe-se que a lignina é formada a partir de trés unidades basicas que diferem entre si
pelo grau de metilagdo: alcool transconiferilico, éalcool transsinapilico e alcool para-
transcumarilico. Cada um destes tipos leva a formacao de diferentes tipos de mondmeros:
guaicila (G), siringila (S) e cumarila (H), respectivamente (Zhong et al., 1998).

Uma grande quantidade de genes da via de sintese de lignina ja foi identificada: como
os que codificam as enzimas fenilalanina amoénia-liase (PAL), 4-cumarato-CoA ligase (4CL),
cinamato 4-hidroxilase (C4H), ferulato 5-hidroxilase (F5H), cinamoil-CoA redutase (CCR), :
alcool cinamilico desidrogenase (CAD), que participam das reacdes da etapa que antecede a
polimerizacdo dos monémeros cosntituintes da lignina (Boudet, 2000; Darley, 2001; Boudet,
2003).

Também fazem parte da parede celular as proteinas estruturais e as modificadoras da
parede. As primeiras nao possuem fungdes claras. Sao divididas em quatro classes principais:
HRGPs — glicoproteinas ricas em hidroxiprolina; AGPs — proteinas ricas em arabinogalactanos;
GRPs — proteinas ricas em glicina; e PRPs — proteinas ricas em prolina (Cassab, 1998). As
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principais  proteinas  modificadoras da parede sdo as XTHs (xiloglicano
endotransglicosilase/hidrolase), as extensinas e as varias classes de pectinases (Cosgrove,
1999, Rose et al., 2002).

Além dos genes que codificam enzimas responsavies pela sintese dos componentes
estruturais, diversos outros genes identificados no contexto da formagdo da madeira codificam
fatores de transcricdo (Demura & Fukuda, 2007). Por exemplo, genes da familia de fatores de
transcricio NAC (NST1 e NST3) foram caracterizados em A. thaliana como essenciais ao
processo de formacdo da parede secundaria. Ortélogos destes genes foram também
identificados em Populus sp, no qual parecem exercer as mesmas funcdes (Mitsuda, 2007).
Fatores de transcricdo da familia Myb (EgMYB1 e EgMYB2) que regulam a formagédo da
parede celular secundaria e a biossintese de lignina ja foram caracterizados em Eucalyptus
(Goicoechea et al., 2005; Legay et al., 2007;).

Nossos resultados indicam que grande parte destes genes apresenta regulacao
diferencial no xilema das espécies estudadas (E. grandis, E. globulus e E. urophylla). Dada a
diferenca na qualidade da madeira e velocidade de crescimento destas espécies, tais genes
constituem bons candidatos para a manipulagao genética com vista a producao de Eucalyptus
portadores de caracteristicas de produtividade mais interessantes ao setor de papel e celulose.
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CAPITULO 1: Xylem transcription profiles indicate
potential metabolic responses for economically
relevant characteristics of Eucalyptus species

Xylem transcription profiles indicate potential metabolic responses for economically

relevant characteristics of Eucalyptus species
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Abstract:

Background: Eucalyptus is one of the most important sources of industrial cellulose. Three
species of this botanical group are intensively used in breeding programs: E. globulus, E.
grandis and E. urophylla. E. globulus is adapted to subtropical/temperate areas and is
considered a source of high-quality cellulose; E. grandis grows rapidly and is adapted to
tropical/subtropical climates; and E. urophylla, though less productive, is considered a source of
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genes for robustness. Wood, or secondary xylem, results from cambium vascular differentiation
and is mostly composed of cellulose, lignin and hemicelluloses. In this study, the xylem
transcriptomes of the three Eucalyptus species were investigated with the objective of finding
clues to understanding the biochemical basis of the differences among the properties of these
species.

Results: Data analyses showed the following. (i) The majority of the Eucalyptus genes were
expressed in xylem. (i) Most of the genes that were expressed in a species-specific manner
were unknown and should be further investigated. (iii) Relevant differences were observed in
the phenylpropanoid: the xylem of E. grandis tended to have a higher expression of genes for
lignin formation, whereas E. urophylla exhibited a deviated pathway for flavonoids formation. (iv)
The expression of stress-related genes was considerably stronger in E. urophylla, which
suggests that these genes may contribute to the molecular basis of robustness. (v) Nitrogen
metabolism genes showed higher levels of expression in E. globulus, which could explain why
this species has the highest cellulose content of the three species.

Conclusions: The comparison among the transcriptomes reveals the molecular responses that
underlie some of Eucalyptus wood characteristics were distinct in these three species. This
information may contribute to the understanding of xylogenesis, thereby increasing the potential
of genetic engineering approaches for the improvement of Eucalyptus forest plantation
productivity.

Keywords:  Eucalyptus, RNAseq, transcriptome analysis, secondary xylem
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Background:

The eucalypt is a ubiquitous tree in tropical and subtropical regions and is well known for
its fast growth and ability to adapt. The Eucalyptus genus is composed of more than 600
species with an origin center based in Oceania [1]. Approximately 20 species, most belonging to
the subgenus Symphyomyrtus [2], are used in commercial plantations in more than 90
countries. Eucalyptus wood is utilized in many ways, including for pulp, paper, civil construction
and furniture and energy production [3]. In the near future, Eucalyptus may be an important
source of second-generation biofuels and renewable chemicals. For all of these reasons,
Eucalyptus has become the most planted forest genus in the world [4], which is a remarkable
fact as these species are still in the early stages of domestication [2].

Three Eucalyptus species, E. globulus, E. grandis and E. urophylla, are generally
considered to be the genetic sources of the most desired breeding features [5]. E. globulus
trees are well known for their superior wood properties for the paper and pulp industries and its
lignin presents a high syringyl/guaiacyl ratio (S/G ratio), which is an important indicator of low
recalcitrance during pretreatments [6]. In addition, the cellulose productivity of E. globulus is
significantly higher than the average of other species; e.g., approximately 25% less wood is
required to produce a ton of cellulose [7]. However, this species is not well adapted to tropical
conditions [8] and is primarily cultivated in countries such as Portugal, Spain and Uruguay.

In contrast, the wood of E. urophylla presents a high lignin content with a low S/G ratio
and this species is very well adapted to high temperatures, humidity and drought, which are
typical conditions of tropical areas. This species is widely used in breeding programs due to its
superior resistance to extreme conditions, mainly to drought stress and diseases [9]. Amongst
these three species, E. grandis exhibits the fastest growth and moderate resistance to disease
and environmental extremes [10].

The lignin and cellulose contents of E. grandis are believed to be intermediate between
E. globulus and E. urophylla despite the fact that the precise wood composition of E. grandis
has not been reported in published studies. Furthermore, there is lack of knowledge regarding
the major molecular differences of the xylems from these three species despite previous efforts
to understand Eucalyptus wood formation. The comprehension of cell wall metabolism will lead
to the improvement of Eucalyptus breeding programs and allow for the adoption of genetic
strategies to enhance tree productivity, such as transgenic technology.

Wood forms as a result of secondary cell wall accumulation in xylem tissues, which
occurs in four steps: (i) cell expansion, (ii) the deposition of the secondary cell wall, (iii)
lignification and (iv) programmed cell death [11, 12]. Knowledge of the molecular mechanisms
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involved in cell wall biosynthesis and its regulation have recently become available, and this
area of research has been significantly enhanced by new “omics” technologies [13, 14].

Genomics research is especially relevant for the study of Eucalyptus. Since 2000,
several research consortiums have produced EST databases, such as Forest [15] and
Genolyptus [7], Microarrays [16, 17, 18], SAGE [19] and DArT [20]. These databases are
currently used to gain insights on the genetics of wood formation and various genes have been
selected for the production of transgenic trees [21, 22].

However, despite these efforts, the mechanism of wood formation has not been
sufficiently elucidated. Several genes are involved in secondary xylem development; this
process has a complex metabolism, which may explain why previous studies have not provided
a comprehensive genetic model of the wood formation processes. Thus, a broad analysis of
genes expressed in the xylems of species with different wood characteristics will help to
elucidate this intricate molecular network.

In recent years, new sequencing technologies have greatly improved the capacity to
generate and assemble complex genomes as well as the ability to map and quantify virtually all
genes present in any given transcriptome with extreme precision [23, 24]. The use of these
technologies has allowed for the sequencing and assembly of the E. grandis genome, and the
de novo assembly of mMRNAseq reads has generated a highly informative panel of Eucalyptus
coding regions [25].

The objective of the present study was the generation and sequencing of RNA libraries
from the xylems of E. grandis, E. urophylla and E. globulus to allow for a comparison of gene
expression among the three species. The data analysis was performed by searching for
differentially expressed genes to elucidate the metabolic pathways that are potentially involved
in the distinct wood properties observed among these species.

Our results revealed that only a small number of genes (5,909), or approximately 20%
of the data set, are differentially expressed in the xylems of these species and most of these
genes have an unknown function. However, we identified the differential expression of a number
of genes important for cell wall synthesis, which could account for phenotypic diversity in xylem
and maybe related to the wood characteristics of E. globulus, E. grandis and E. urophylla.
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Results and Discussion:

The objective of the present work was to explore the transcriptional programs underlying
the xylems of three Eucalyptus species, E. grandis, E. globulus and E. urophylla, that are widely
employed as genetic sources in breeding programs.

Our results demonstrated the following. (i) The majority of genes present in Eucalyptus
were expressed in the xylem, which suggests that differentiation is a result of the general
transcriptional regulation of genes rather than the expression of specific genes. (ii) Most of the
genes that are expressed in a species-specific manner are unknown and should be further
investigated. (iii) Among the known biochemical pathways, significant differences were
observed in the phenylpropanoid pathway. For example, E. grandis xylem exhibited a higher
expression of genes for lignin formation, whereas E. urophylla deviated from the lignin pathway
toward flavonoids formation. (iv) Stress-related genes show higher levels of expression in E.
globulus and E. urophylla than in E. grandis, which may indicate that the sampled E. globulus
trees were growing under adverse conditions and in E. urophylla, the superior robustness has a
molecular basis.(v) Nitrogen metabolism genes show higher levels of expression in E. globulus,
which could explain the highest relative content of cellulose in this species, as the addition of
nitrogen fertilizer has been correlated with increased cellulose in species such as Populus [26].
These and other results are described in detail in next sections.

Xylem RNA sequencing

Xylem tissues were collected from 3-year-old individuals of E. globulus, E. grandis and
E. urophylla. Each sample was used for the construction of RNAseq libraries, which were
sequenced using an lllumina Genome Analyzer Il,. Approximately 78 million single-end reads
with lengths of 36 bp (approximately 2.75 Gbp) were produced. Of this total, 28,838,976,
21,234,801 and 21,047,013 reads were derived from E. globulus, E. grandis and E. urophylla,
respectively (Figure 1).
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Figure 1: Pipeline: Xylem transcriptome mapping and de novo assembly pipeline.

Construction of a reference sequence database (EUCANEXT)

Xylem RNAseq reads of all three species were filtered to exclude ribosomal and low-
quality sequences. The filtered reads were then mapped against the “Eucspresso” database
(http://eucspresso.bi.up.ac.za), which contains the complete gene catalog generated by

Mizrachi and colleagues during the de novo assembly of the hybrid E. grandis X E. urophylla
(urograndis) ESTs obtained from several tissues [25].

Although this mapping was performed against a database of a hybrid between E. grandis
and E. urophylla, the E. globulus reads were mapped with a precision comparable to that of the
other species (Figure 1) and a high level of sequence conservation among the three genomes
was observed.

Reads from the three species that did not map against the Eucspresso dataset
(17,108,426 reads of the three species) were clustered together to produce a de novo assembly
of 10,398 contigs (mean size: 407.75 bp). Together, the Eucspresso contigs and the de novo
assembly resulted in a database containing 29,292 contigs, which was named EUCANEXT
(http://www.lge.ibi.unicamp.br/ Eucalyptusdb) (Nascimento et al., unpublished data). Figure 1
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shows the pipeline used for the construction of the EUCANEXT database (the distribution of the
contigs lengths are shown in Additional File 1, Figure S1).

Expression analysis

For gene expression analysis, the 29,292 contigs present in the EUCANEXT database
were compared against the xylem RNAseq reads, and the FPKM (fragments per kilobase of
exons per million of fragments mapped) values were calculated for all of the contigs from each
of the three species (Additional File 1, Figure S2).

To detect genes that were differentially expressed among the libraries, three pairwise
comparisons were performed: E. grandis X E. globulus, E. grandis X E. urophylla and E.
globulus X E. urophylla. For these comparisons, contigs with FPKM values equal to 0 were
considered to be non-expressed genes. Thus, contigs were distributed into groups according to
their expression profile comparisons, the results were represented by a Venn diagram (Figure
2). The selected genes discussed here are shown in Tables S1 and S2 of Additional File 2.

E. globulus E. grandis

27793
(6392)
(58]
G

E. urophylla

Legend
{}NoHit against NR database

] NoHit against £. grandis genome

Figure 2: Venn diagrams showing the distribution of contigs between the Eucalyptus xylem libraries:
Distributions of contigs between species. Bold numbers indicate contigs present in all species (a), contigs
present in only two species (b, ¢ and d), contigs present in only one species (e, fand g), and contigs not
present in any species (h). The black box shows the legend for other numbers. (Presence of contigs
defined as FPKM>0).
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In the Figure 2, each subgroup present in the Venn diagram was identified by a Latin
letter (a, b, c...).Group ‘a’ was composed of contigs with FPKM>0 in all three Eucalyptus
species; this group represented genes that were expressed in the xylem tissues of all species.
Groups ‘b, ‘¢’ and ‘d’ were composed of contigs with FPKM>0 in only two of the studied
species: ‘b’ - E. globulus and E. grandis; ‘c’ - E. globulus and E. urophylla; and ‘d’— E. grandis
and E. urophylla. Groups ‘e, f and ‘g’ were composed of contigs with FPKM>0 in only one
species: ‘e’ — E. globulus; ‘f — E. grandis; and ‘g’ — E. urophylla. Finally, group ‘h’ was
composed of contigs with FPKM=0 in all species, which represents genes that were not
expressed in any of the libraries. The roles of these genes are discussed in the next section
(Functional Analysis). Each group was analyzed separately as follows.

The analyses of the contigs also included a sequence comparison with the E. grandis
genome database (http://Eucalyptusdb.bi.up.ac.za/) to verify the quality of the dataset.

EUCANEXT contigs were mapped against the E. grandis genome using BLASTn, and positive
identifications of 29,106 contigs (99.36%) (e-value < 1e-10) were obtained (Figure 1). As
expected, all 110 contigs that were presented only in E. grandis (Figure 2, group f’) displayed a
similarity with the genome. Other contigs in groups with FPKM>0 in E. grandis (Figure 2; groups
‘a’, 'b’and 'd) did not map in the genome, which may have occurred because the E. grandis
genome contains sequence gaps. Interestingly, the proportion of contigs that did not map in the
genome for groups of contigs present in only one species (Figure 2; groups ‘€’ and ’g’) was high
and included 14 contigs from E. globulus and 12 contigs from E. urophylla. Therefore, one may
speculate that some of these contigs may constitute species-specific genes and are probably
contributing to the distinct wood properties observed in these species.

Contigs with FPKM>0 in all species (Figure2, group ‘a’)

The contigs comprising this category (27,793) represented 94.88% of the EUCANEXT
contigs. The large number of genes common to the three transcriptomes that were studied here
suggests that the distinctive characteristics of each xylem may be derived from differences in
the level of the expression of the same group of genes rather than the expression of a distinct
set of genes.

A total of 5,175 genes were identified as being differentially expressed in at least one
species (Additional File 3, Figure S3). These genes encode ubiquitins, heat shock proteins and
transcription factors (MYB, AP2, NAC and WRKY family) in addition to no hits (30%), i.e., genes
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displaying no similarity with any other sequence deposited in the public non-redundant
(NR)nucleotide database (NCBI, National Center of Biotechnology Information) and hypothetical
proteins (9%). In addition, many of these differentially expressed genes were related to cell wall
metabolism (cellulose synthases, UDP-transferases and XTHs, for example), nitrogen
metabolism (nitrate and nitrite reductases), phenylpropanoid metabolism and resistance to biotic
and abiotic stress.

Based on the pairwise comparisons, 22,618 genes were not differentially expressed
among the species (p-value>0.01, fold change<2; Additional File 3, Figure S3). This result was
expected because the majority of transcripts are expected to be involved in the basal
metabolism of cells and are essentially present at constant levels in equivalent tissue samples
collected from similar species.

For example, of the 200 genes that were most abundantly expressed (FPKM>504) in all
three of the Eucalyptus xylems studied here, the majority (72%) constituted functionally
characterized genes (GO categories are presented in Additional File 3, Figure S4 A), 17%
encoded hypothetical proteins and 11% were no hits genes.

The genes with known functions included many of the traditional housekeeping genes
used in RT-gPCR analysis, such as those encoding histone and actin [27], glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase [28], calmodulins and tubulin [29]. Several other genes were
identified as having roles in cell wall construction and plant development, such as members of
the cellulose synthase superfamily, sucrose synthase, lignin production-related genes, UDP-
glucose dehydrogenase, ubiquitins, chitinases and heat shock proteins. These 200 genes can
be considered as putative housekeeping genes and can be used as reference genes in qPCR
studies and other expression experiments involving the xylems of these three species.

From the analysis of the overall functional profile of this group, it is possible to suggest
that the cells of all three Eucalyptus species follow a common transcriptional program, which
can be considered “xylem programming" and includes many genes involved in the production of
precursors for secondary growth. Even in E. globulus, which is the species that is most
susceptible to alterations in climatic conditions, the basic “xylem programming” presented
essentially the same gene set as the other species.

Contigs with FPKM>0 in only two species (Figure 2, groups ‘b’, ‘c’ and ‘d’)

The group of contigs with FPKM>0 in only two species was composed of 855 contigs. As
showed in Figure 2, these three groups had high numbers of no hits genes. Among the contigs
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that represented functionally characterized genes, we expected that each group of genes would
play different functions in the xylem. Interestingly, the GO categories for level 3 biological
processes were similar for all three groups (Additional File 3, Figure S4 B).

Based on the genes that were expressed only in E. globulus and E. grandis xylems
(Figure 2, group ‘b’), 63% (96 contigs) were not differentially expressed between them. Of the
remaining genes, 17 showed higher levels of expression in E. grandis, whereas 38 showed
higher levels of expression in E. globulus (Additional File 3, Figure S5 A). The majority (61%)
constituted no hits genes, 29% were functionally characterized and 10% encoded proteins of
unknown function (10%). Among the known genes, several were identified as protein kinases
and proteins related to stress and pathogen responses.

Among the 335 genes expressed only in the xylems of E. globulus and E. urophylla
(Figure 2, group ‘c’), 104 were considered differentially expressed, 57% constituted no hits
genes and 5% presented an unknown function. Among the 62 genes that showed higher levels
of expression in E. globulus, several encoded resistance-related proteins and xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase (XTH). Additionally, in E. globulus xylem, the differential
expression of genes encoding a sarcosine oxidase and a nitrate reductase was identified. Many
resistance-related genes and ATP phosphoribosyltransferases were included among the 42
genes that showed higher levels of expression in E. urophylla (Additional File 3, Figure S5 B).

Of the 369 contigs present only in E. grandis and E. urophylla (Figure 2, group ‘d’), 50%
constituted no hits genes and approximately 6% were genes with unknown functions. Only 87
genes were considered differentially expressed: 40 showed higher levels of expression in E.
grandis and 47 showed higher levels of expression in E. urophylla (Additional File 3, Figure S5
C). Several of these genes were identified as being related to disease resistance and heat
shock proteins.

From the analysis of the functional profiles of these groups, it is possible to suggest that
stress, disease and pathogen response-related genes presented highly variable levels of
expression in the xylem programming of the studied Eucalyptus species.

Contigs with FPKM>0 in only one species (Figure 2, groups ‘e’, ‘f’ and ‘q’)

The groups of genes expressed in only one of the species studied here included a high
number of no hits genes (52%). The contigs encoding known proteins (48%) were represented
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by genes displaying similar functions, as demonstrated by the Gene Ontology analysis
(Additional File 3, Figure S4C).

Several stress resistance-related genes of these groups were found in all of the species.
We identified the presence of sarcosine oxidase and expansin genes in E. globulus,
pyrophosphatase and exportin in E. grandis, and ATP phosphoribosyltransferase, inorganic
pyrophosphatase and a protein related to cell death in E. urophylla.

These results reinforce the concept that the expression of genes responding to
environmental conditions, such as stress resistance, was one of the major differences between
the Eucalyptus xylem transcriptomes analyzed here. Another interesting result was the
observed up-regulation of a sarcosine oxidase gene in E. globulus xylem, as shown for group ‘c’
above.

Contigs with FPKM=0 in all species (Figure 2, group ‘h’)

Of the 18,894 Eucspresso contigs present in the EUCANEXT database, only 156 (less
than 1%) were not detected in any of the three xylem RNAseq libraries (FPKM=0). Because
Eucspresso represents genes from several tissues, this finding indicates that the xylem tissues
analyzed in this work presented a wide range of transcriptional activity, expressing >99% of all
genes identified in the Eucalyptus transcriptome [25].

However, of the 156 undetected genes, 48% were identified to be expressed in the
xylem of the hybrid “urograndis”, as described by Mizrachi et al. [25]. This apparent
contradiction may reflect a specific biologic event, such as the presence of genes expressed as
a result of the hybridization between E. grandis and E. urophylla or simply a difference in the
growth environment or plant age.

Among the genes expressed in “urograndis”, but not in the other tree species we found 5
representatives of AP2/ERF transcription factors. These transcription factors appear to regulate
the developmental, physiological and biochemical responses of plants under varied
environmental conditions, such as drought, high salinity and extreme temperatures (see review
in [30]). For the remaining set of 156 genes, most were classified as no hits or hypothetical
genes. One XTH was also identified, although a specific function could not be assigned.

No Hits
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The analysis of no hits present in groups ‘a to 'g’ within the Venn diagram (Figure 2)
demonstrated that they corresponded to nearly 11% of the non-differentially expressed genes
present in all three transcriptomes, which further increases to approximately 60% among the
genes present in only one or two transcriptomes. This result may suggest that the constitutive
genes, which were likely those responsible for primary metabolism, were previously identified in
many species and thus are represented by diverse sequences in public databases. However,
genes that are species-specific or even tissue-specific are remain to be identified. It is expected
that the number of Eucalyptus genes with known functions will increase following the release of
the complete genome annotation of E. grandis,

Functional analysis

Certain metabolisms involved in secondary wall formation or preservation were analyzed

in detail and compared among the three species.

Secondary cell wall formation genes

The expression of cell wall-related genes, as well as genes that directly or indirectly
influence wood formation, was different between species. Among these, genes from the
cellulose  synthase  superfamily, the  sucrose synthase family, xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase (XTH) and expansions were detected.

Many genes of the cellulose synthase superfamily (CesA — cellulose synthase and Cs/ —
cellulose synthase like) were observed in our data, most were differentially expressed among
the species. Despite the detailed investigations that are necessary to evaluate the relative
contribution of each member, in general, the cellulose synthase superfamily genes showed a
lower level of expression in E. urophylla and/or E. globulus, as shown in Figure 3 (Additional
File 2, Tables S1).
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Figure 3: Cell wall-related genes: The expression profiles of selected genes related to cell wall
construction. Numbers on the x-axis represent contigs listed in Table S1. The y-axis represents the FPKM
values.

Members of the sucrose synthase (Susy), XTH and expansin gene families were found
to be differentially expressed among the three species. The results indicated that the Susy and
expansin gene families had a lower level of expression in E. urophylla compared to the other
two species. Several contigs were identified as XTH genes, and although not all members of
this family were differentially expressed, the majority were expressed at higher and lower levels
in E. globulus and E. urophylla, respectively. These results are shown in Figure 3 and Additional
File 2 (Table S1).

The importance of cell wall genes is highlighted by previously published studies. For
example, the cellulose synthase superfamily is responsible for cellulose (CesA) and
hemicellulose (Cs/) biosynthesis and deposition [31, 32]. The sucrose synthase enzyme
catalyzes the reversible conversion of sucrose and UDP to UDP-glucose and fructose [33].
XTHs belong to a large family named xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase [34] and are
involved in restructuring primary cell walls to accommodate secondary cell walls [35]. Expansins
are cell wall proteins involved in many cell wall modification processes including relaxation and
extension in particular, which are essential for cell wall enlargement [36].The action of these
proteins results in an increase in cell wall extensibility and growth [37].
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Phenylpropanoid pathway

Other important metabolisms that presented transcriptional differences in the xylems

from the three Eucalyptus species included the phenylpropanoid pathway, which comprises two

branches: lignin biosynthesis and flavonoids biosynthesis. Both pathways share common

precursors and enzymes used in the initiation of the metabolism, which determines the level of

interdependence among the pathways [38].

We observed the differential expression of at least one member of all gene families

present in the phenylpropanoid pathway except for ferulate 5-hydroxylase (F5H) (Additional File

2, Table S1). Due to the importance of phenylpropanoid metabolism in the determination of

wood quality, Figure 4 illustrates the two branches of this metabolism and the major enzymes

presenting differential expression among the three Eucalyptus species.
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Figure 4: Simplified phenylpropanoid pathway and related genes: A, The expression profiles of selected
genes related to the phenylpropanoid pathway. Numbers on the x-axis represent contigs listed in Table
S1. The y-axis represents the FPKM values. B, Common compounds shared by the lignin branch (right)
and flavonoids branch (left) are depicted in white. Pathway genes are shown in white boxes (PAL -
phenylalanine ammonium lyase; C4H - cinnamate-4-hydroxylase; 4CL - 4-coumarate-CoA ligase; HCT -
hydroxycinnamoyl-CoA:quinate shikimatep —hydroxycinnamoyltransferase; C3H-Coumaroyl-CoA 3-
hydroxylase; CCoAOMT - caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase;CCR - cinnamoyl-CoA reductase; F5H -
ferulate 5-hydroxylase; COMT - caffeic acid:5-hydroxyferulic acid O-methyltransferase; CAD - cinnamyl
alcohol dehydrogenase; CHS - chalcone synthase; CHI - chalcone isomerase; F3H - flavonone 3-
hydroxylase; DFR - dihydroflavonol 4-reductase; ANS - anthocyanidin synthase).The colored rectangles
indicate genes that showed higher levels of expression in E. grandis (red) or in E. urophylla (green).

The first three enzymes of the phenylpropanoid pathway, phenylalanine ammonium
lyase (PAL), 4-coumarate-CoA ligase (4CL) and cinnamate-4-hydroxylase (C4H) are
responsible for converting phenylalanine to p-coumaroyl-CoA [39]. Many contigs related to
these three genes were found in our data (Table 1), which indicates that large gene families
encode each enzyme. In our discussion, only the genes with high expression in xylem were
considered. In this case, when all gene members were taken into account, the number of
transcripts in E. grandis was greater than that of the other two species, whereas this value was
lower in E. globulus.

A number of genes of the lignin branch were also identified. The gene families encoding
enzymes coumaroyl-CoA 3-hydroxylase (C3H), cinnamoyl-CoA reductase (CCR) and cinnamyl
alcohol dehydrogenase (CAD) presented distinct expression profiles among the members;
however, the genes with the highest levels of expression were observed in E. grandis.
Conversely, the gene families encoding the enzymes hydroxycinnamoyl-CoA: quinate shikimate
p—hydroxycinnamoyltransferase (HCT) ,caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase (CCoAOMT) and
caffeic acid: 5-hydroxyferulic acid O-methyltransferase (COMT) presented a similar expression
profile in the xylems of the three species and showed a higher level of expression in E. grandis.

In contrast, various genes of the flavonoid branch of the phenylpropanoid pathway,
namely those encoding the enzymes chalcone synthase (CHS), chalcone isomerase (CHI),
flavonone 3-hydroxylase (F3H) and dihydroflavonol 4-reductase (DFR), were expressed at
significantly higher levels in E. urophylla compared to the two other species.

In general, our results indicated that the lignin genes showed higher levels of expression
in E. grandis compared to E. globulus and E. urophylla, whereas genes present in the flavonoid
branch showed higher levels of expression in E. urophylla. These results illustrate the
complexity of the molecular events underlying lignification, as the species that apparently
presents a superior lignin content, E. wurophylla, appears to deviate from the
phenylpropanoid pathway towards flavonoid formation.
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The flavonoid branch of the phenylpropanoid pathway is known to be up-regulated by
various environmental stressors [40]. In addition, flavonoids were reported to have protective
functions in response to a broad variety of stressors [41]. The up-regulation of this branch in E.
urophylla suggests that this species has defense mechanisms that enable it to survive in a wide

range of environments.

Transcription factors

Secondary cell wall formation is regulated by several transcription factors, such as
WRKY [42, 43], NAC [44, 45], MYB [46 - 48] and SHN [49]. Many MYB and WRKY
transcriptions factors were identified as being differentially expressed among the xylems of the
three species studied here, and in most cases, they presented lower levels of expression in E.
globulus (Figure 5A and Additional File 2, Table S2).

Another interesting class of transcription factors present in E. grandis, E. globulus and
E.urophylla xylem transcriptomes is the AP2/ERF class. This is a large family of transcription
factors that is implicated in the abiotic stress response [30, 50]. Many members of this family
were expressed in the xylems of the three Eucalyptus species, and as above, these genes were
down-regulated in E. globulus (Figure 5A and Additional File 2, Table S2). Interestingly, as
mentioned above, certain members of the AP2/ERF class were absent in all xylems studied
here, and these genes were previously discussed in the section “Contigs with FPKM=0 in all
species’.

The expression of Myb and WRKY transcription factors, which are involved in many
different developmental process and defense responses [42, 47], together with the expression
of AP2/ERF indicates a possible molecular explanation of the differences in the adaptability of
E. grandis and E. urophylla compared to E. globulus, a species that is poorly adapted to tropical
conditions.

Members of the Myb and WRKY families are also involved in phenylpropanoid pathway
regulation [51, 52]. Importantly, one recent work showed that mutations in WRKY transcription
factors are associated with increased stem biomass [53] and the over-expression of these
factors led to improved stress resistance [54]. In this context, is interesting to observe that the
expression of transcription factors followed the same profile of genes present in the
phenylpropanoid pathway (Figure 5); i.e., these factors were more strongly expressed in E.
grandis and E. urophylla relative to E. globulus.
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Nitrogen metabolism genes

In E. globulus, genes for nitrate and nitrite reductases and sarcosine oxidase were
expressed at higher levels compared to the other two species (Figure 5B and Additional File 2,
Table S2).

Nitrate reductase in an essential enzyme for the metabolism of nitrogen and is
responsible for the reduction of nitrate into nitrite which is in turn reduced to ammonia by nitrite
reductase [55]. Studies of nitrogen supply performed in Populus [26, 56] and Eucalyptus
(Camargo et al., unpublished data) have suggested that nitrogen availability may be associated
with an increase in cellulose and hemicelluloses contents as well as a decrease in the total
amount of lignin in cell walls. Thus, the results indicating an increased expression of nitrate and
nitrite reductase genes in the xylem of E. globulus suggest a possible mechanism by which the
wood of this species presents superior cellulose productivity relative to the other species
evaluated here.

Several enzymes are involved in nitrogen assimilation in plants. Ammonia is converted
to glutamine and glutamate, and the nitrogen present in these compounds is then incorporated
in other amino acids by enzymes known as aminotransferases [57].

Goyer et al. [58] showed that A. thaliana can assimilate nitrogen in glycine using
sarcosine present in the environment through the action of a sarcosine oxidase; however, the
precise mechanism of action of this enzyme remains elusive. The sarcosine oxidase gene was
up-regulated in E. globulus; therefore, if the function of this gene is conserved with that of the
same gene in A. thaliana, this species may use sarcosine as a nitrogen source, thereby
conveying a superior advantage over the other studied species. Glycine metabolism is important
for the biosynthesis of cell wall structural proteins (glycine-rich proteins) [59]. The potential of
this protein to modify cell wall structures was previously studied in Pinus using a transcriptional
analysis [60]. Based on this evidence, our results indicate that the presence of glycine may
contribute to a more elaborate cell wall architecture in E. globulus.

Ubiquitins and heat shock genes

Other results relevant to wood production by the studies species include the differential
expression of ubiquitins and heat shock proteins (Figure 5C and Additional File 2, Table S2).
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Ubiquitins are involved in developmental plasticity and environmental adaptation and can
play major roles in almost all aspects of plant growth and development [61, 62]. In addition,
these proteins were found to be involved in the regulation of xylem differentiation, thereby
allowing cells to initiate and progress through the stages of xylogenesis [16]. Many contigs were
found to be related to ubiquitin genes, and among the most strongly expressed genes, there
was a tendency of lower expression in E. globulus. However, several members were up-
regulated in E. urophylla, which suggests that these species present different physiological
responses during growth, development and environmental adaptation.

Heat shock proteins (HSP) are important in maintaining protein homeostasis inside cells
and promoting the proper folding, stability and degradation of polypeptides [63]. In addition, they
act as molecular chaperones, regulating protein maturation and the transition between the
inactive and active states of signaling molecules, such as receptors, protein kinases and
transcriptional regulators [64]. Furthermore, many classes of heat shock proteins are involved in
abiotic stress responses [65]. Moreover, previous studies have suggested a role of molecular
chaperones in wood formation in Eucalyptus and Pinus, thereby emphasizing the importance of
HSP genes as candidate genes for the genetic improvement of wood quality [13, 66, 67].

Our results indicated the differential expression of several classes of HSPs among the
three Eucalyptus species. However, we observed a clear expression pattern only for small heat
shock proteins (smHSP): smHSP expression was induced in E. urophylla and repressed in E.
globulus xylems (Additional File 2, Table S2 and Additional File 3, Figure S4 E). Because small
HSPs appear to be involved in stress tolerance [68], we speculated that E. urophylla has a
superior ability to overcome environmental challenges, such as biotic and abiotic stresses. In
addition, these results support the reduced adaptability to tropical areas that has been observed
for E. globulus.
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Figure 5: Important selected genes: The expression profiles of selected genes related to: A, transcription
factors; B, nitrogen metabolism; C; ubiquitins; and D, heat shock proteins. The numbers on the x-axis
represent the contigs listed in Table S2. The y-axis represents the FPKM values.

Disease and stress-resistance genes

With respect to disease- and stress-resistance genes, interestingly, these groups
showed a high level of expression in the xylems of E. globulus and E. urophylla (Figure 6 and
Additional File 2, Table S2).

Among these genes, we identified a large class of disease-resistance R genes, such as
CC-NBS-LRR (CC) genes that are key plant disease-resistance genes [69] and many members
of the multidrug resistance (MDR) protein family. Although the large MDR gene family has been
found in other plants, their roles have not been well studied. The association of MDR genes with
the transport of compounds from the environment, such as herbicides and antibiotics as well as
metabolites, such as flavonoids, which allows plants to co-exist with toxins, has been previously
reported [70].
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Although greater numbers of CC genes were expressed in the xylem of E. globulus,
MDR genes showed a higher level of expression in the xylem of E. urophylla. Because
these genes (CC and MDR) are associated with a variety of biotic and abiotic stresses, it is
possible that their expression is related to the cultivation of these Eucalyptus species in areas
outside of their natural habitat. However, a thorough investigation should be performed
to understand the nature of these differences.

Taken together, the results demonstrating a high number of stress tolerance genes and
the deviation of the phenylpropanoid pathway toward flavonoid formation in E. urophylla suggest
that this species is naturally genetically programmed to tolerate several types of environmental
stresses. In contrast, E. globulus grows poorly in tropical areas despite the expression of a large
number of disease-resistance genes. These findings highlight the importance of stress tolerance

genes in the adaptability of trees from temperate locations to tropical areas.

Conclusion:

The three species studied here are of economic importance in the forest industry mainly
for use as pulp, paper and, more recently, biofuels. These species are common sources of
genes for breeding programs due to their phenotypic and agronomic characteristics. The
RNAseq performed here provides a transcriptional overview of multigene family participation in
Eucalyptus wood formation. Thus, our results may contribute to an understanding of the
mechanisms that determine the quality of premium wood found in E. globulus. The following
results are of particular interest to the pulp and paper industry. The coordinated expression of
genes leads to secondary cell wall formation and the down regulation of lignin genes. The

expression of lignin genes in E. grandis, which was more strongly induced relative to E. globulus
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and E. urophylla, illustrates the complexity of the wood formation process. The production of
flavonoids coupled with the large number of stress response genes indicate that the
genetic programming of E. urophylla allows this species to grow in diverse environmental
conditions. The large number of no hits genesshow that many of the
transcriptional differences among the species are unknown. We believe that an understanding
of xylogenesis may help in the elucidation of the molecular basis of differences in wood quality
and will allow for modifications in breeding programs toward better gene combinations.

Methodology:

Plant materials
Samples of xylem tissues of three species (E. globulus, E. grandis and E. urophylla) were
collected from three-year-old plants from the International Paper fields in Mogi Guacu, SP,
Brazil (latitude (S): 22°21°; longitude (W): 46°58’). The trees were grown in fields having an
experimental area of approximately 100 m2. Xylem tissue samples were harvested, immediately
frozen in liquid nitrogen and stored at -80°C.

RNA extraction
The RNA material was extracted according to the protocol described by Zeng and Yang
[71] with modifications proposed by Provost et al .[72].

mRNA sequencing

The mRNA sequencing was performed at the High Throughput Sequencing Facility at
the Carolina Center for Genome Sciences (University of North Carolina, USA). For each xylem
sample, 10 ug of total RNA were used to prepare the mRNAseq library according to the protocol
provided by lllumina. The gel extraction step was modified by dissolving excised gel slices at
room temperature to avoid the underrepresentation of AT-rich sequences [73]. Library quality
control and quantification were performed using a Bioanalyzer Chip DNA 1000 series Il
(Agilent). For each library, 36 bp single-end sequences were generated in one lane of an

lllumina Genome Analyzer ll,.

Public data sets
A publically available gene catalog of a commercially grown E. grandis X E.
urophyllahybrid (“urograndis”) was downloaded from Eucspresso
(http://eucspresso.bi.up.ac.za). The data set consisted of 18,994 contigs greater than 200 bp,
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and 99.83% of contigs had similarities with the E. grandis genome assembly [25]. The
Eucalyptus  grandis genome  assembly ~was  downloaded from Phytozome
(http://www.phytozome.net/ Eucalyptus).

Read alignment
The lllumina reads were aligned against the Eucspresso contigs using the SOAP2
aligner [74]. To prepare the data for Genebrowser analysis, reads were aligned against the E.
grandis genome using TopHat [75] to allow for spliced alignments. Both programs were
configured to allow up two mismatches (SNPs can generate mismatches in the alignment,
especially in these cases because the sequences are from different species), discard
sequences with ambiguities (Ns) and return all optimal alignments.

De novo assembly

The de novo assembly (without a reference) was performed using reads that did not
map against the public data set (previously described) using the Trinity assembler [76]; contigs
of at least 200 bp were allowed, and the parameter “--run_butterfly” was used.

Contig annotation

The Autofact program [77] was used to perform an automatic annotation of all
EUCANEXT contigs. The main feature of Autofact is its capacity to resume the annotation
based on sequence similarity searches in several databases. BLASTx [78] (e-value cutoff of 1e’
®) was used to align the contigs against the following public databases: the non-redundant (NR)
database of NCBI, the Uniref90 and Uniref100database, which containing clustered sets of
proteins from Uniprot [79]; the Pfam database of proteins families [80]; the KEGG database of
metabolic pathways [81]; and TAIR (version 10), which is a database of Arabidopsis proteins.
Functional annotation (GO) was performed using BLAST2GO [82] with the default parameters.

Determination of gene expression levels
The expression levels for each gene were estimated using the FPKM (fragments per
kilobase of exon per million fragments) mapped value [83]. Three pairwise comparisons (E.
grandis X E. globulus, E. grandis X E. urophylla and E. globulus X E. urophylla) between the
FPKM values of each species were performed. A differentially expressed gene was defined as
having a greater than two-fold difference in FPKM values between species based on a T-test
with a 99% confidence rate (cut-off of 0.01).
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WRKY - WRKY aminoacid domain of transcription factor

XTH - xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase
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CAPITULO 2: Caracterizacao da parede celular
secundaria de trés espécies de Eucalyptus

5. Introducao

Lignina e carboidratos compreendem os principais componentes quimicos da madeira.
Em menor quantidade estdo os extrativos e materiais inorganicos. Em resumo, a madeira tem
uma composi¢cdo de aproximadamente 50% de carbono, 6% hidrogénio, 44% de oxigénio e
pouca quantidade de ions metalicos (Pettersen, 1984). Tal composicao se da principalmtente
pela presenca de parede celular secundaria na maioria das células que formam a madeira
(Salisbury & Ross, 1991).

A composicao quimica da madeira, entretanto, ndo pode ser precisamente definida para
uma determinada espécie ou até mesmo uma arvore. Esta composi¢éo varia de acordo com a
porcdo da arvore analisada (tronco, galho), tipo de madeira (tensdo, reagao), localizagao
geografica, clima e solo (Pettersen, 1984). As diferengas fenotipicas encontradas nas trés
espécies aqui estudadas (E. globulus, E. grandis e E. urophylla), assim como outras
propriedades fisicas da madeira, sao resultado direto da estrutura da parede celular, da
orientacdo celular, do tipo de células presentes, sua distribuicdo, disposicdo e as relativas
proporcoes nas quais estes estdo presentes (Burger & Richter, 1991).

As informacdes dos parametros fisicos, quimicos e anatdmicos da madeira influenciam
diretamente a qualidade da madeira para a producao de papel e celulose (Mimms, 1993). Por
esse motivo é fundamental o conhecimento de tais propriedades para obtencdo de um produto
final de qualidade.

O conteudo de lignina, por exemplo, € sua composicdo em termos de unidades
fenilpropandides sao parametros importantes para a produgcdo da polpa de celulose, pois
durante esse processo, 0 cozimento da madeira é interrompido sem que ocorra a remogao total
da lignina, para evitar a degradagéo da celulose. Assim, essa lignina residual aumentara o uso
de reagentes quimicos usados durante o processo de branqueamento da polpa (Rodrigues et
al., 1999). A lignina € um polimero constituido de diferentes mon6meros, principalmente
aqueles derivados dos alcoois coniferilico (guaiacila — G), alcoois sinapilico (siringila — S) e p-
cumarilico (p-hidroxifenila - H). Em Eucalyptus, a lignina é formada principalmente pelos
mondmeros S e G, contendo pouca quantidade de H. Esses mondmeros diferem entre si, pelo
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seu grau de metilacdo, quanto mais metilado, mais facilmente extraido (Barbosa et al., 2008,
Shi et al., 2010). Assim, S é o mondmero mais metilado e H o menos metilado.

Além da quantidade de cada componente quimico, as propriedades fisicas de cada
parede dependem da combinagao de polimeros nela existentes que sao restritas, considerando
o grande numero de possibilidades (Buckeridge et al., 2008).

Na parede celular, os polimeros estéao ligados entre si por inimeras ligagdes, covalentes
e nao-covalentes (Albersheim et al., 2011). As moléculas de celulose adjacentes estado ligadas
entre si por um grande numero de pontes de hidrogénio (Buckeridge et al., 2008). A lignina
interage com os polissacarideos da parede por varios tipos de ligagdo que sdo chamadas de
“‘complexos lignina-carboidrato” (LCC). Os trés polissacarideos pécticos (homogalacturano,
ramnogalacturano | e IlI) estdo covalentemente ligados entre si por ligacées do tipo alfa-1,4
através dos residuos de acido galacturénico (Albersheim et al., 2011). Pectina e hemicelulose
estdo provavelmente ligadas por ligagcbes com &cido diferulicos e também transesterificacéao,
que provavelmente ocorre entre os residuos metilesterificados dos homogalacturonanos e
outros polissacarideos (Albersheim et al., 2011). Entretanto, um grande namero de interacdes
entre as moléculas da parede ainda estd por ser descoberto, uma vez que associacdes
covalentes sdo encontradas entre varios polimeros extraidos da parede aos quais nao se
atribui nenhuma interagao conhecida (Brett & Waldron, 1996).

Relacionar a expressao génica com analises fenotipicas é de extrema importancia para
entender os mecanismos envolvidos na formagao da parece celular e que sao responsaveis por
gerar as diferengcas observadas entre as espécies. Novas metodologias surgem como
alternativa para caracterizar a estrutura da parede celular. Dentre essas tecnologias podemos
destacar o uso de anticorpos monoclonais que reconhecem diferentes tipos de polimeros da
parede celular (Pattathil et al., 2010).

Essa nova técnica de determinagéo o perfil glicémico de um material utiliza uma grande
colegéo de anticorpos monoclonais que reconhecem uma variedade de polissacarideos da
parede, desse modo, possibilitando o monitoramento da estrutura/estratibilidade de seus
componentes (DeMartini et al, 2011). A técnina aplicada nesse trabalho permitiu observar
mudangas significativas no perfil glicomico do xilema das trés espécies analisadas. Este perfil
esta diretamente relacionado com o quao firmemente os polimeros estdo ligados dentro da
parede.

Assim, o objetivo do presente capitulo foi investigar, por diferentes metodologias, a
composicao, quantificacdo e estruturacdo das moléculas da parede celular do xilema das trés
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espécies estudadas, conforme fluxograma da figura 10. As analises permitiram a criacao de
modelo de estruturagao de parede celular diferencial para as trés espécies.

E. globulus I I E. grandis ] [E. urophylla

I Xilema I I Xilema I

Amostras  feeoceeeceeee... S AR hesesmmmonsannd
i pulverizadas =

Quantificagdo Quantificagao Quantificagao -
Perfil

celulose lignina amido T e
Pirdlise Glicdmico

Figura 10: Fluxograma dos experimentos realizados.

6. Metodologia:

6.1 Material Vegetal

Figura 11: Cultivo de plantulas de eucalipto em casa de vegetagao

Plantas de trés espécies de Eucalyptus (E. globulus, E. grandis e E. urophylla) foram
cultivadas em casa de vegetacao no IB/Unicamp (Figura 11). Utilizou-se no plantio substrato
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PlantMax HA + vermiculita e as plantas foram irrigadas 3 vezes por semana com agua. Trés
plantas de cada uma das espécies, com 1,5 anos, foram utilizadas nas andlises seguintes.
Destas plantas coleteou-se o caule ap6és a retirada da casca. Esse material foi imediatamente
congelado em nitrogrénio liquido e depois liofilizado e pulverizado em mionho de bola (Tecnal).
Amostras de folha de duas plantas de E. grandis também foram coletadas, congeladas,
liofilizadas e pulverizadas. Estas foram utilizadas apenas nas analises do perfil glicémico, como
mostrado adiante.

6.2 Quantificacdo de celulose total:

Para a quantificacdo do conteudo total de celulose nas amostras de xilema, 50 mg do
material pulverizado de cada amostra foi pesada e colocada em tubos cénicos de vidro,
seguindo o protocolo descrito por Brendel et al. (2000), com modificagées. Adicionou-se 2 mL
de acido acético 80% e 200 uL de acido nitrico 69%. O tudo foi fechado e misturado
cuidadosamente (com bolas de gude). As amostras foram autoclavadas por 25 minutos (121°C)
e apoOs esse tempo esperou-se que estas atingissem a temperatura ambiente.

Adicionou-se entdao, 2,5 mL de etanol 99% nas amostras, as quais foram
homogenizadas no vortex, centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos e descartou-se o
sobrenadante. Para a limpeza das amostras, esta sequéncia de passos foi realizada com os
seguintes reagentes: 5 mL de etanol 99% (2,5 mL para misturar e depois mais 2,5 mL); 5 mL
de agua deionizada; 5 mL de NaOH 17% (p/v) (deixadas por 10 minutos na temperatura
ambiente); 5 mL de &gua deionizada; 2,2 mL de 4gua deionizada + 600 uL de &cido acético
(misturadas em vortex) 2,2 mL de agua deionizada; 5 mL de 4gua deionizada.

O precipitado foi liofilizado e pesado para determinagdo da quantidade total de

celulose na amostra.

6.3 Quantificagao de lignina de Klason:

Para a quantificacdo do contetdo de lignina de Klason na amostras de xilema,
10mg de cada amostra pulverizada foi pesada e colocada em tubos conicos de vidro, seguindo
o protocolo descrito por Theander et al. (1986). Adicionou-se 100 uL de &cido sulfurico 72%, as
amostras foram incubadas a 30°C por 45 minutos. O &cido foi entdo diluido para 4% com &gua
destilada (1,7 mL). O tudo foi fechado e misturado cuidadosamente (com bolas de gude). As
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amostras foram autoclavadas por 1 hora (121°C). O sobrenadante foi retirado e o hidrolisado foi

lavado exaustivamente com agua quente para remover o acido.

O precipitado foi liofilizado e pesado para determinagédo do conteudo de lignina

Klason nas amostras de xilema.

6.4 Preparo dos Residuos Insoltveis em Alcool (AIR)

O preparo dos AlRs visa retirar os agucares sollveis presentes nos tecidos. Essa etapa,
bem como a determinagéo do conteudo de amido foram realizadas no Laboratério de Fisiologia
e Bioguimica de Plantas - Lafieco (Departamento de Botanica — IB) USP, coordenado pelo Dr.
Marcos Buckridge. O protocolo descrito a seguir e o descrito no Perfil Glicomico sao baseados
em Gorshokova et al. (1996), Carpita (1983) e Moraes et al. (2001).

Para a preparacao dos residuos insollveis em alcool 1 conjunto de 500 mg de cada
amostra de xilema das trés espécies e folha de E. grandis (conjunto 1) e outro conjunto de 500
mg formado apenas por amostras de xilema (conjunto 2) foram pesadas. Em seguida, cada
amostra foi ressuspendida em 30 mL de etanol 80% e incubadas a 80° C por 20 minutos. As
amostras foram depois centrifugadas a 3000 g por 15 minutos e o sobrenadante descartado.

Esse passo foi repetido mais quatro vezes e a seguir, as amostras foram lavadas duas
vezes com agua destilada para retirar o excesso de etanol.

O conjunto 2 de amostras lavadas foi secado para posterior determinacdo do conteudo
de amido. Com o conjunto 1 seguiu-se os protocolos descritos a seguir:

O precipitado resultante da ultima lavagem foi ressuspendido em 30 mL de DMSO 90%
e incubado a temperatura ambiente por 12 horas com agitacdo constante. Esse passo é
realizado a fim de remover o amido das amostras. Apos 12 horas, as amotras foram
centrifugadas, o sobrenadante descartado e houve nova extragdo com DMSO 90% por mais 2
horas.

As amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante descartado. A lavagem
com agua destilada foi feita 6 vezes para total remogao do DMSO.

Apds todo esse processo, a parede celular resultante das amostras foi liofilizada por 24
horas e pesada com o intuito de mensurar a quantidade de residuos retirados.
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6.5 Determinacao do conteudo de amido

A extracao de amido foi realizada por método enzimatico (Amaral et al., 2007) descrito a
seguir: Ao material moido foram adicionados 0.5 mL (120 U mL™") de a-amilase, diluida em
tampdo MOPS 10 mM pH 6,5. As amostras foram incubadas a 75°C por 30 minutos. Este
procedimento foi repetido, totalizando 120 unidades de enzima. As amostras foram resfriadas
até 50°C, e entdo foi adicionado 0,5 mL de uma solugdo contendo 30 U mL"de
amiloglucosidase em tampao acetato de sédio 100 mM pH 4,5. As amostras foram incubadas a
50°C por 30 minutos. Este procedimento foi repetido. Apds estas incubagdes, foram
acrescentados 100 mL de acido perclérico 0,8 M para parar a reagdo enzimatica e precipitar
proteinas. Ap6s uma rapida centrifugacao (2 minutos a 9.300 g), procedeu-se a dosagem de
amido nos extratos, através de quantificagdo da glicose liberada no processo de hidrélise do
amido. Para tal foram retiradas aliquotas do extrato as quais foram adicionados 300 mL do
reagente Glicose PAP Liquiform (CENTERLAB). Ap6s incubacao por 15 minutos a 37°C, o teor
de glicose foi determinado em espectrofotobmetro acoplado a leitor de ELISA em comprimento
de onda de 490 nm. Para a confeccdao da curva padrao foi utilizada solugdo de glicose
(SIGMA), nas concentragdes de 0; 1; 2,5; 5,0; 7,5; 10 e 12,5 mg/mL.

6.6 Pirdlise

A pir6lise analitica foi realizada em colaboragdo com o Instituto de Investigagao
Cientifica Tropical — IICT- Portugal, sob orientagdo do Dr. José Carlos Rodrigues. Para tal
utilisou-se um Pyroprobe CBS 1000 com uma sonda de filamento ligado a uma bobina de GC
(Agilent 6890), com detector de ionizacdo por de uma interface aquecida (270°C). A pirélise foi
realizada a 600 ¢ C para 5s, usando 75-77 ug das amostras. Coluna capilar: DB1701 (60 mx
0,25 mm, 0,25 mM filme, J & W Scientific). Condigdes GC: injetor 270°C, C detector 270°C,
temperatura, programa de 45°C, 4 minutos isotérmica, em seguida, taxa de aquecimento 4-
250°C minutos, 6-270°C para manter 8 minutos A identificagdo de produtos de pirdlise foi
realizada usando amostras seleccionadas anteriormente por Py-GC/MS (CDS Pyroprobe 1000
ligado a um HP 6890 com um detector de massa HP 5973 selectivos). Os produtos foram
identificados pelo seu espectro de massa e tempo de retencao.

6.7 Perfil Glicobmico da parede celular de eucalipto
O perfil glicomico das amostras de xilema e folha foi realizado no Complex
Carbohydrate Research Center — University of Georgia (Athens — GA - USA), sob a supervisao
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do Dr. Michael G. Hahn. Para obtengdo do perfil glicomico realizou-se o fracionamento de
residuos de parede celular, a estimativa do agucar total e os ensaios de ELISA.

Fracionamento dos Residuos de Parede Celular InsolGveis em Alcool

Este método envolve extracdo sequencial para obter fragées enriquecidas com diversos
polisacarideos da parede, incluindo pectina, arabinogalactanos, xilanos, xiloglicanos. Tais
etapas foram feitas da seguinte maneira:

Os residuos insoluveis em alcool (AIR) tradados com DMSO foram ressuspendidos em
20 mL de oxalato de aménio 50 mM (pH 5.0) e incubados por 24 horas sob agitacdo constante.
As amostras foram depois centrifugadas a 4000 g por 15 minutos e o sobrenadante transferido

para novo tubo marcado como “fracéo oxalato de aménio” e armazenado a 4°C.

O precipitado resultante foi lavado com o mesmo volume de agua destilada e depois
ressuspendido em 20 mL de carbonato de sddio 50 mM, contendo 0,5% de borohidreto de
sodio e incubado por 24 horas sob agitagcao constante. Apos incubagédo, um novo precipitado
foi obtido a partir da centrifugacéo a 4000 g por 15 minutos. O sobrenadante foi armazenado a
4°C em um novo tubo marcado como “fracdo de carbonato”.

O precipitado foi ressuspendido em 20 mL de hidroxido de potéssio a 1M contendo
0,5% de borohidreto de sédio e depois incubado por 24 horas sob agitacdo constante. As
amostras foram novamente centrifugadas (4000 g, 15 minutos) e o sobrenadante armazenado
a 4°C em um novo tubo marcado “fracdo 1 M KOH”. Antes de armazenar, os sobrenadantes

foram neutralizados como descrito no final desta secao.

O precipitado resultante foi diretamente ressuspendido em 20 mL de hidroxido de
potassioa a 4M contendo 0,5% de borohidreto de sédio e depois incubado por 24 horas sob
agitacao constante. Apds esta etapa, o precipitado foi obtido por centrifugacdo (4000 g, 15
minutos). O sobrenadante foi armazenado a 4°C em um novo tubo marcado “fracédo 4 M KOH”.

Antes de armazenar, os sobranadantes também foram neutralizados como descrito no final

desta secao.

O precipitado foi lavado 3 vezes com 4gua destilada a fim de remover todo KOH antes
da préxima extracao e depois ressuspendido em agua deslilada (20 mL).

Com o objetivo de quebrar os polimeros de lignina, as amostras foram tratadas com
clorito de sédio e acido acético glacial da seguinte maneira:
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As amostras ressuspendidas em agua foram colocadas em banho-maria a 70°C sob

agitacdo. A elas foi adicionado 0.125 g de clorito de sédio e 50 pL de acido acético glacial.

Esse passo foi feito 3 vezes, sendo cada um com 1 hora de incubacao a 70°C. O produto final

contém gas clorino, que foi removido por borbulhamento de ar nas amostras até que elas

passassem de uma coloragdo amarela pra branco-translicido (este passo foi feito na capela).
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As amostras foram centrifugadas (4000 g por 15
minutos) e o sobrenadante armazenado a 4°C em um

novo tubo marcado “fracéo clorito”.

Finalmente, o pellet resultante foi lavado com
agua destilada e depois ressuspendido em 20 mL de
KOH 4 M contendo 1% de borohidreto de sodio e
incubado por 24 horas sob agitacao constante. Depois,
as amostras foram centrifugadas (4000 g por 15 minutos)
e 0 sobrenadante transferido para novo tudo marcado
“fracdo KOHPC 4 M”. Antes de armazenar a 4°C, os

sobranadantes também foram neutralizados como

descrito no final desta segéo.

O precipitado residual foi lavado em agua
destilada e armazenado a 4°C.

e Neutralizacdo das fracbes de KOH 1 M,
KOH 4 M e KOHPC 4 M:

Os tubos foram colocados no gelo (verticalmente)
e vedados com “parafim” (com pequenos furos).
Adicionou-se de 3 a 5 gotas de 2-Octanol e depois,
vagarosamente, acido acético glacial até que o pH7 fosse
atingido.

Figura 12: Anticorpos monoclonais e respectivas

epitopes correspondentes a polissacarideos presentes na
parede celular.
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Todas as fracbes de parede celular foram dializadas contra 4 trocas de agua destilada
(amostra:agua ~ 1:60) a temperatura ambiente sob leve agitacao constante por um total de 60
horas. Cada troca de agua destilada obedeceu a um intervalo minimo de 6 horas. As amostras
foram depois transferidas para novos tubos de 50 mL e depois liofilizadas.

Estimativa do acucar total

Todos os extratos foram pesados. De cada extrato, 2 mg foram dissolvidas em 10 mL
de agua destilada (volume final) em um tubo de 15 mL. O calculo do agucar total nas amostras
é feito por ensaio colorimétrico com fenol-acido sulfdrico em microplaca, adaptado de Dubois et
al. (1956) e Masuko et al. (2005).

A estimativa foi realizada em duplicata para cada amostra em tubos de ensaio. 100 uL
da amostra diluida foi adicionado a cada tubo. A eles adicionou-se 100uL de fenol a 5% e 500
uL de acido sulfarico (18 M). As amostras foram levemente homogenizadas em vortex e
incubadas a temperatura ambiente por 20 minutos.

ApGs esse periodo, 250 uL de cada amostra foi transferida para uma placa de ELISA e
as amostras foram lidas (ELISA plate reader) em comprimento de onda 490nm.

ELISA — Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Apds estimativa do teor agucar total, as amostras foram diluidas a uma concentragao de
acucar de 60 ug mL™". Para cada amostra, 50 pL da diluicdo foram distribuidos em placas de
ELISA e estas incubadas overnight a 37°C para secagem. Para controle também aplicou-se
agua deionizada em pogos da placa.

O ensaio foi realizado com 156 diferentes anticorpos monoclonais especificos para a
maioria dos polissacarideos presentes da parede celular (Figura 12), seguindo o protocolo
descrito por Pattathil et al. (2010), como descrito a seguir:

As placas foram bloqueadas com 200 mL de leite em p6 desnatado a 1% (p/v) em TBS
(50 mM, Tris-HCI, p H 7,6, contendo 100 mM de cloreto de sédio) por 1 h. Os passos de
aspiragao e lavagem foram realizados em ELx405 microplate washer (Bio-Tek Instrum ents). O
agente bloqueadosre foi removido por aspiracdo € 50 mL dos 156 anticorpos monoclonais
foram distribidos nas placas e incubados por 1h a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
entdo removiso e os pocos foram lavados 3 vezes com 300 mL de leite em p6 desnatado a 1%
(p/v) em TBS (tampéo de lavagem). Adicionou-se entao 50 mL o anticorpo secundario (anti-rato
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ou anti-camundongo dependendo do anticorpo primario) diluido 1: 5000 em tampéao de lavagem
e incubou-se por 1h. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com 300 mL de tampéao de
lavagem. Uma solucdo de 3,3°, 5,5 -tetramethylbenzidine (Vector Laboratories) foi preparada
de acordo com instru¢cdes do fabricante, e 50 mL foi adicionado em cada pogo. Apds 20
minutos, a reacao foi terminada com a adicdo de 50 mL de 0,5 N de &cido sulfarico. Em
seguida, as cores de cada amostra foram lidas como a diferenca em A450 and A 655 usando
um leitor de microplaca (modelo 680, Bio-Rad). Subtraiu-se da leitura de cada amostra a leitura
realizada para os poc¢os contendo agua.

7. RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1Quantificagédo de celulose total e lignina Klason.

Na parede celular, as moléculas de celulose adjacentes estao ligadas entre si por um
grande numero de pontes de hidrogénio, as quais competem com a agua de hidratacdo das
hidroxilas e, por isto, a microfibrila € uma estrutura cristalina, compacta e desidratada. Esta
desidratacao dificulta o ataque de enzimas, pois para a quebra de uma ligacdo glicosidica
(hidrdlise) é necessario a presenca de agua. As ligacbes B exigem alta energia para quebra.
Por este motivo, hd uma severa limitacdo ao acesso a celulose tanto enzimaticamente como
por hidratacao (Buckeridge et al., 2008).

Diversos métodos sao aplicados para estudo dos componentes da parece celular. A
hidrélise acida é comumente utilizada para separacdo dos polissacarideos da parede. Tais
polissacarideos da parede diferem entre si pela sua suscetibilidade a hidrélise acida. Além
disso, alguns monossacarideos, como a xilose, sdo mais suscetiveis a hidrélise que outros
(Albersheim et al., 2011). O método aqui utilizado para quantificacdo de celulose envolve um
Unico passo de aplicagdo de &cidos para promoverem tanto a deslignificagdo e remogao de
polissacarideos ndo celulésicos, evitando a perda de celulose (Brendel et al, 2000). O
conteudo estimado de celulose é em geral 40 a 50% aproximadamente da massa seca do
caule (Pettersen, 1984). Para E. globulus de 1,5 anos Rencoret e colaboradores (2011)
encontraram aproximadamente 40%. Entretanto os resultados aqui encontrados para arvores
também de 1,5 sdo de em torno de 14% de celulose (Figura 13, A), mostrando que
provavelmente houve perda de celulose durante o processo. Aléem disso, ndo houve diferencas
significativas entre as médias do contetdo de celulose para as trés espécies, porém observou-

se uma variagao intraespecifica consideravel.
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Com base nos resultados encontrados para o conteudo de celulose nas amostras de
xilema das trés espécies, podemos concluir que o método utilizado nao foi preciso para
determinar tais medidas, uma vez que o conteudo observado ndo deve estar representando o
conteudo real.

A lignina total de uma amostra é definida como a soma de lignina solluvel em &cido e a
lignina insoluvel em acido (definina como Lignina Klason) (Raiskila et al,, 2007). Diversos
métodos para isolamento de lignina geralmente refletem um valor superestimado devido a
diversos compostos “contaminantes”, como por exemplo, os carboidratos ligados a lignina
(LCC) (Guerra et al., 2006; Balakshin et al., 2008). Nao foi observada diferenca significativa
para a média do conteudo de lignina Klason extraida para cada espécie (Figura 13, B).
Entretanto, uma variagao interespecifica grande foi observada. Além disso, as quantidades de
lignina extraidas aqui foram bem inferiores aos conteudos total de lignina gerelmente
encontrados em madeiras de Eucalyptus (geralmente de 20 a 30%) (Ferraz et al., 2000;
Fardiml & Duran, 2004; Rencoret et al, 2011). Em Rencoret et al. (2011) arvores de E. globulus
também de 1,5 anos foram avaliadas e observou-se um conteudo total de lignina de
aproximadamente 20% da massa seca do caule, sendo aproximadamente 17% de lignina
Klason. Entretanto os resultados aqui encontrados para arvores também de 1,5 variam de 16%
a 40%, aproximadamente. Essa grande varicdo mostra que o método foi impreciso e que para
algumas amostras provavelmente deve haver uma contaminacao com outros carboidratos.

Desse modo, acredita-se que para a confiabilidade do resultado seja necessaria a

repeticao do experimento com maior nUmero de amostras e repeticées entre as mesmas.
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Figura 13: Grafico “box plot’ das médias das medidas de peso em mg (Y), com desvio padrdao das 3
medidas para cada espécie; A- celulose total; B — lignina Klason.

7.2 Preparo dos Residuos Insoltveis em Alcool (AIR)

Ap6s a retirada dos residuos sollveis em Alcool e amido, as amostras foram liofilizadas
e pesadas novamente (Tabela 2). Esse primeiro passo de preparo das amostras é realizado
com o intuito de isolar os residuos de parede celular, como é possivel observar na tabela 5,
mais de 50% do material de folha era soluvel em alcool, mostrando que, como esperado, a
quantidade de “parede celular” presente nas folhas € bem menor que em xilema. O qual, ao
contrario, possui a maior parte de suas células contendo parede celular secundaria. Também

nao houve diferenga na porcentagem de residuos insoltveis em alcool nas amostras de xilema.

Tabela 2: Porcentagem e desvio padréo dos residuos insolUveis em éalcool tratados com DMSO (Fgr —
amostras de folha de E. grandis; E. gl - amostras de xilema de E. globulus; E. gr - amostras de xilema de
E. grandis; E. ur - amostras de xilema de E. urophylla).

Amostras % Media de AIR Desvio
tratados com DMSO Padrao
Fgr 40.13 0.16
E. gl 86.90 2.84
E. gr 88.27 0.97
E.ur 88.12 1.68
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7.3 Determinacao do conteudo de amido

O conteudo total de amido nas amostras variou significativamente na espécie E.
globulus em comparagdo com as outras espécies (Figura 14).

Pode-se especular aqui que, como E. globulus é a espécie com crescimento mais lento,
a glicose produzida durante a fotossintese seja, principalmente, convertida em celulose e
hemicelulose na parede celular, pois ja observamos no Capitulo 1, genes responsaveis por

essa via estdo mais expressos nessa espécie.
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Figura 14: Grafico “box plot’ das medidas das quantificacbes pg/mg de amostra total para as trés
espécies. Para cada espécie, 3 amostras foram mensuradas (com trés réplicas para cada).

7.4 Pirblise

Os produtos que resultam de pirélise foram identificados por espectrometria de massa e
as razdes aqui obtidas foram com base nas areas dos picos correspondentes aos diferentes
compostos. A lignina € um polimero constituido de diferentes mon6meros, principalmente
aqueles derivados dos alcoois coniferilico (guaiacila — G), alcoois sinapilico (siringila — S) e p-
cumarilico (p-hidroxifenila - H). Em Eucalyptus, a lignina é formada principalmente pelos
monémeros S e G, contendo pouca quantidade de H. Esses mondémeros diferem entre si, pelo
seu grau de metilagdo, quanto mais metilado, mais facilmente extraido (Barbosa et al., 2008,
Shi et al., 2010). Assim, S € o mondmero mais metilado e H o menos metilado. Na figura 15 (A)
podemos observar uma diferenca significativa apenas na razdo S/G de E. globulus em
comparacao com as outras espécies. A maior quantidade de monémeros S indica que a lignina
desse material é mais facilmente extraida em procesos de produgéo de polpa de celulose. Um
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material no qual a lignina € mais facilmente extraida gera vantagens para as industrias tanto

em relacdo a maior produgdo, quanto em relacdo ao custo de produgdo. Também foi

determinada a razao H/G para as amostras (Figura 15 B) e ndo foi observada uma diferenca

significativa.

A relacdo de pentoses e hexoses presentes nas amostras também foi medida (Figura

15 C). Os acucares da parede celular sdo principalemte formados por monossacarideos do tipo

pentoses (ex. xilose) e hexoses (ex. glicose) (Buckeridge et al., 2008). Para as amostras

avaliadas nao foram observadas diferencas significativas desses monossacarideos.
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Figura 15: Grafico “box plot’ das razées observadas para
os diferentes monémeros de lignina (A — S/G, B - H/G) e
pentoses e hexoses (C).

7.5Perfil Glicdbmico da parede celular de eucalipto

Os residuos insoluveis em alcool foram submetidos a uma série sucessiva de extracoes,

que tém como objetivo extrair os polissacarideos presentes na parede celular. Em grande parte
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das plantas ja submetidas a essa série de extragdes, a pectina € o polissacarideo principal
presente na “fracao oxalato de aménio”, uma vez que esse polissacarideo esta frouxamente
associado com a celulose e hemicelulose. Como é possivel observar na figura 16, para esta
fracao obteve-se uma maior quantidade de material em folhas (A) que em xilema (B). Tal fato
condizente com o atual conhecimento da presencga deste polissacarideo nas paredes celulares,
ele é o principal constituinte da parede primaria, além de ser quebrado pela agdo das
poligalacturonases para acomodacao de uma parede celular secundaria. Também pode ser
observado que as fragdes clorito e 4M KOH PC, possuem mais material em xilema. Apés a

quebra da lignina, as hemicelulose e celuloses estao mais facilmente expostas.
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Figura 16: Peso em mg (eixo y) dos extratos obtidos por de Glycome Profiling a partir de AIR de folha de
E. grandis e xilema de E. urophylla. A distribuicdo das fragbes e tecidos seguem a mesma ordem da
figura 33. Colunas pretas: folha, colunas cinza: xilema. As fracées seguem a seguinte ordem: fragao
oxalato de amonio,carbonato, 1M KOH, 4M KOH, Clorito e 4M KOH PC.

ApOs a estimativa do agucar total em cada um dos extratos, as amostras foram
submetidas a ELISA utilizando um conjunto de 156 anticorpos monoclonais que reconhecem
diferentes carboidratos presente na parede celular.

As medidas de absorbancia foram feitas para todas as 66 amostras contra 156
anticorpos, totalizando 10.296 medidas. Entretanto, para a construcao dos heat maps, obteve-
se a média para cada uma das amostras.

Na figura 17 € possivel observar que o padrdo de marcacao dos 156 anticorpos para as
amostras de folha é claramente diferente do padrdo observado em xilema para as primeiras

quatro fracdes. Tal resultado ja era esperado uma vez que a parede celular das plantas possui
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diferente composicdo para cada tecido. Além disso, a presenga de uma parede celular
secundaria em células de xilema contribui fortemente para a diferenga observada. Nas ultimas
2 fragbes, o padrdo de marcacao para xilema E. urophylla se diferencia do padrdo de xilema
para as outras espécies, indicando uma aquitetura celular diferente, detalhada a seguir.

oxalato carbonato
F Gl Gr Ur F Gl Gr Ur

NON-FUC X5

e -

Marcacio franca Marcacio forte

Figura 17: Heat map das fragdes extraidas de xilema de trés espécies de Eucalyptus e folha de E.
grandis. Visualiza¢ao do perfil geral de todos os tratamentos realizados.

Os polimeros da parede estao ligados entre si por inimeras ligagdes, covalentes e nao-
covalentes. Individualmente, a maior parte dessas moléculas individuais é soluvel em solucéao
aquosa, entretanto a parede em si € insollvel, pois as moléculas interagem entre si e essas
ligagbes sao a base da insolubilidade (Albersheim et al., 2011).

Como esperado, o principal polissacarideo extraido na fragao “oxalato de aménio” foi a
pectina (Figura 17 e Figura 18, mais detalhada) sendo a marcagdo mais forte em epitopos de
homogalacturonano. Os homogalacturonanos nao esterificados na presenga de catoins
divalentes (Ca*) podem formam interacdes entre os grupos carboxil adjacentes (Figura 19) e
esse tipo esta principalmente presente na lamela média. Dentro da parede cellular, a maior
parte dos homogalacturonanos é esterificada (Albersheim et al., 2011).
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Figura 18: Heat maps das fragbes extraidas de xilema de trés espécies de Eucalyptus e folha de E.
grandis. Média das amostras para as fragdes “Oxalato de aménio” e “Carbonato”. A coluna colorida da
direira mostra os anticorpos utilizados (de acordo com a figura 12 e os principais carboitratos
reconhecidos identificados por XG-NFuc: xiloglucano nao fucosilado; XG-FUC: xiloglucano fucosilado;
Xilano; Man — manano; Glicoman-glicomanano; HG — cadeia principal de homogalacturano; RG — cadeira
principal de ramnogalacturano |; AG: arabinogalactano) . O gréfico de barras sobre cada heat map
representa a quantidade em mg de cada fragao extraida por g de tecido.

Carbonato de Sodio
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Figura 19: Estrurura dos homogalacturonanos evidenciando interagéo entre as cadeiras através do ion
célcio.

O oxalato de aménio é um sal que pode formar precipitados com os ions dos metais
alcalinos terrosos (ex: Ca+). Assim, quando este sal € adicionado nas amostras, as pontes de
célcio dos homogalacturonanos sdo quebradas, desestalilizando esses polimeros, que ficam
mais soluveis e entao diluidos no sobrenadante que deu origem a essa fragao. Assim, na figura
18, observa-se principalmente a pectina liberada que estava presente na lamela média.

Sugere-se que os trés polissacarideos pécticos estdo covalentemente ligados entre si
por ligagdes do tipo alfa-1,4 através dos residuos de acido galacturonico (Figura 20). Desse
modo, os RG ligados aos HG serdo diluidos na fracdo oxalato de aménio. Por esse motivo, a
marcacao de RGI observada nesse extrato, se deve provavelmente ao RG ligado ao

homogalacturonano que se tornou soltvel apés ruptura das pontes de hidrogénio.

Homogalacturonano nio esterificado

Homogalacturonano (HG) @ GaA ©pha @ KDO
@ Rha OGica OMexyl
M methyl |
A Ace | @Ga Fuc Achce
o Ramnogalacturonano-Il | ® ®Fu ©
| (RG-Il) QAra g AcMeFuc

Ramnogalacturonano-|
(RG-)

Figura 20: Interagdes entre os polissacarideos pécticos.

Também pode-se observar a marcagao, apesar de mais fraca, de epitopos de xilano
nessa fracdo (Figura 17 e Figura 18, mais detalhado). Os xilanos sdo as hemiceluloses

principais na parede celular secundaria enquanto que as pectinas estdo principalmente
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presentes na lamela média e parede primaria. Entretanto, existe pectina presente na parede

secundaria, provavelmete remanescente daquela presenta na parede primaria.
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Figura 21: Heat maps das fracbes extraidas de xilema de trés espécies de Eucalyptus e folha de E.
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grandis. Média das amostras para as fragées “1 M KOH” e “4 M KOH”. A coluna colorida da direira
mostra os anticorpos utilizados (de acordo com a figura 12 e os principais carboitratos reconhecidos
identificados por XG-NFuc: xiloglucano néo fucosilado; XG-FUC: xiloglucano fucosilado; Xilano; Man —
manano; Glicoman-glicomanano; HG — cadeia principal de homogalacturano; RG — cadeira principal de
ramnogalacturano |; AG: arabinogalactano). O gréafico de barras sobre cada heat map representa a

quantidade em mg de cada fragao extraida por g de tecido.
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Um grande numero de interacdes entre as moléculas da parede ainda esta por ser
descoberto, uma vez que associagdes covalentes sdo encontradas entre varios polimeros
extraidos da parede aos quais nao se atribui nenhuma interagdo conhecida. Estes incluem
proteina-pectina, pectina-xilano, xilano, e outras associagbes mais complicadas como xilano-
pectina-proteina e etc. (Brett & Waldron, 1996).
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Figura 22: Heat maps das fracbes extraidas de xilema de trés espécies de Eucalyptus e folha de E.
grandis. Média das amostras para as fragées “Clorito de Sédio” e “4 M KOH PC”. A coluna colorida da
direira mostra os anticorpos utilizados (de acordo com a figura 12 e os principais carboitratos
reconhecidos identificados por XG-NFuc: xiloglucano nao fucosilado; XG-FUC: xiloglucano fucosilado;

Xilano; Man — manano; Glicoman-glicomanano; HG — cadeia principal de homogalacturano; RG — cadeira
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principal de ramnogalacturano |; AG: arabinogalactano) . O grafico de barras sobre cada heat map

representa a quantidade em mg de cada fragao extraida por g de tecido.

De fato, ja foram observados dois tipos de interagées que podem explicar a ligacao
pectina-hemiceluloses. As ligacdes com acido difertlicos (como aqueles encontrados entre
arabinoxilanos — principal hemicelulose de monocotiledéneas) e também a transesterificacao,
gue pode provavelmente ocorrer entre os residuos metilesterificados dos homogalacturonano e
outros polissacarideos (Albersheim et al., 2011).

Assim, acredita-se que o xilano liberado nesse extrato deve provavelmte estar ligado
com a pectina remanescente na parede secundaria. Na fracdo “Carbonato de Sédio” ainda
observa-se marcacdo de epitopos de pectina e marcacdo mais forte dos xilanos e uma
marcacao, ainda que bem fraca, de xiloglicanos. A solucao de carbonato de sédio alcalina tem
a propriedade de extrair pectina e também algumas hemiceluloses em pequenas quantidades
(Carpita, 1984).

Polissacaridos pécticos com alto teor de acido galacturénico (homogalacturonano) sao
geralmente encontrados na primeira fracdo. Enquanto polissacaridos pécticos com elevados
niveis de acglcar neutro sao extraidos pelo carbonato de sédio e solucbes de KOH. As
hemiceluloses sdo encontradas em todos os extractos alcalinos, incluindo o carbonato de
sodio. O borohidreto de sédio (NaBH4) é adicionado as extracgdes alcalinas para previnir a
degradacao dos polissacarideos. Pois, em meio alcalino, o agucar nas extremidades reduzidas
se rearranja até que é clivado, expondo assim outra extremidade reduzida.

Xiloglucanos perfazem 30% da parede primaria de dicotiledoneae, se aderem
fortemente a celulose por pontes de hidrogénio e impedem que as microfibrilas colapsem.
Tratamentos com 1M e 4M KOH, resultam na remocao das interacdes entre hemicelulose e
celulose, colapsando as microfibrilas. Apds tratamento com KOH 4M, uma quantidade
significativa de xiloglicancano é solubilizada (Melton & Smith, 2001). A marcagdo para
xiloglucano torna-se mais forte a partir da extragdo com KOH 1M (Figura 17 e Figura 21, mais
detalhada).

A lignina é depositada principalmente nas paredes celulares secundarias e também
pode ser encontrada na lamela média. Esta ndo pode ser extraida por solventes aquosos, por
isso a aplicacao de clorito de sédio € feita para oxidar o composto e gerar moléculas de baixo
peso molecular e solluveis em agua. O clorito de sddio (NaClO,) é uma solugao alcalina e nédo
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reativa, entretanto quando acidificado (adicao acido acético) forma um gés reativo (Sarkanen,
1962).

A lignina interage com os polissacarideos da parede por varios tipos de ligacdo que séo
chamadas de “complexos lignina-carboidrato” (LCC). Dentre estas estdo as ligagdes benzil-
éster (ligagdes entre acidos urdnicos dos polissacarideos e grupos hidroxila da lignina); e os
diferulicos (ligagdes dos acidos ferulicos esterificados ou ligados através de ligagdes éter aos
polissacarideos) (Albersheim et al., 2011).

Existe uma forte evidéncia que ha uma maior afinidade de formacédo de ligacGes
covalentes da lignina com a hemicelulose, do que com celulose. A lignina se liga aos residuos
galactosil no xiloglucano e arabinosil na xilose. Podendo, desse modo, estarem ligados aos
arabnogalactanos. A ligagdo da lignina com a pectina também pode ocorrer (Prof. Marcos
Buckeridge, comunicacao pessoal).

Algumas dessas ligacdes sao mais estaveis em solugdes alcalinas, o que pode
contribuir para o lento processo de deslignificacdo da madeira em processos alcalinos de
separacgao de polpa de celulose (Albersheim et al., 2011).

A maior diferenga entre os extratos foi para a fragdo “Clorito” (Figura 17 e Figura 23,
mais detalhada). Nesta fragao, existe uma quantidade consideravel de xilano (porg¢éo superior)
e xiloglucanos presente nas amostras de folha e E. urophylla, enquanto ndo ha marcagao para
0S mesmos nas amostras de E. globulus e E. grandis. A adicao de clorito de sédio e &cido
acético glacial as amostras tem o objetivo de quebrar os polimeros de lignina e seus
mondmeros sdo lavados. Assim, com a retirada da lignina, a qual esta fortemente ligada as
hemiceluloses, tais polissacarideos ficam expostos e sdo assim mais facilmente extraidos.
Além disso, existe uma grande diferenga nos xilanos da porgao inferior (Figura 22) para as
diferentes epécies e tecidos observados. Uma grande quantidade de pectinas também foi
marcada nas fracbes seguintes ao tratamento com clorito de sddio. Observa-se que a
marcacao de epitopos de xilano em E. globulus é menor, isso pode indicar que durante os
processos de deslignificacdo a perda de material associado ao processo nessa espécies seja
menor, aumentando, assim, seu rendimento.

Em média, 10% do peso seco da parede celular se deve a proteinas glicoproteinas e
proteoglicanos, que podem ser divididos em 2 grupos principais: 1) as proteinas estruturais
insoluveis (glicoproteinas ricas em hidroxiprolina, proteinas ricas em glicina e prolina) e as
proteinas soluveis (enzimas, proteinas de transporte, proteinas arabinogalactanos e outras).
Arabinogalactanos sao proteoglicanos constituidos 90% de por carboidratos. Muitos sao

sollveis, mas alguns possuem caudas lipidicas que servem para ancoramento na membrana.
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Parecem ter um papel estrutural na interface entre a membrana plasmatica e a parede celular,
mantendo a rede celulose-hemicelulose numa conformagéo aberta e regulando o grau de
hidratagéo e porosidade da parede e da lamela (Albersheim et al., 2011). Acredita-se que o0s
arabinogalactanos sollUveis sdo aqueles liberados nas duas primeiras fragées.

As paredes celulares das trés espécies possuem arquiteturas diferentes, mostrado

pelas diferentes interagbes entre as moléculas assumem nas diferentes espécies.

8. Conclusao

Os polimeros da parede estdo ligados entre si por inumeras ligagdes, covalentes e nao-
covalentes. A quantidade e o tipo de ligacédo influenciam a arquitetura da parede celular, que
por sua vez tém forte influéncia nos processos de extracdo de celulose das madeiras dessas
espécies. Com base nos resultados encontrados nesse capitulo pdde-se propor um
modelo de arquitetura para as paredes secundarias das trés espécies (Figura 23).

E. globulus E. grandis

E. urophylla

0 Microfibrila celulose

Hemicelulose

Homogalacturano ndo metil-esterificado
Homogalacturano metil-esterificado

== r
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Figura 23: Modelo proposto de aquitetura da parede celular secundaria de trés espécies de Eucalyptus,
com base nos resultados obtidos nesse capitulo.

O modelo de arquitetura proposto aqui sugere uma parede celular mais frouxa em E.
globulus e uma parede mais “comprimida” para E. urophylla. A hemicelulose presente em E.
globulus esta principalmente ligada a celulose e pectina, enquanto que em E. urophylla, parece
estar mais ligada a lignina. Este ligagcdo com a lignina parace também ocorrer com outras
moléculas da parade em E. urophylla. Nao s6 o tipo de monémeros de lignina, mas também o
tipo de ligacdo que essas moléculas fazem parecem aumentar a recalcitrancia desta espécies a
tratamentos para obtencdo de polpa de celulose. Assim, podemos observar que nao ha
diferenca entre as razdes de mondémeros do tipo S e G entre E. grandis e E. urophylla, mas a
maior recalcitrancia dessa ultima provavelmente se deve pois a lignina ali presente se liga mais
fortemente as outras moléculas, de forma a “travar” essa parede e impedir o seu
desmembramento. Além disso, parece haver uma maior quantidade de celulose em E. globulus
(Cap. 1).
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CONCLUSAO GERAL:

As trés espécies aqui estudadas sdo importantes por possuirem caracteristicas de
interesse econdmico para a industria de papel e celulose. Entretanto essas caracteristicas sao
constrastantes em alguns aspectos. E. globulus é a espécie conhecida por ter um dos maiores
rendimentos, necessitando de 25% menos madeira para uma tonalada de celulose. Entretanto
essa espécie ndao € adaptada as condigdes climaticas tropicais. Diversos programas de
melhoramento genético convencional com essa espécie ja foram realizados, mas ainda nao
alcancando plantio comercial. J&4 E. grandis é conhecida pelo seu rapido crescimento e por ter
boa adaptabilidade e resisténcia a diversos tipos de stress (bidtico e abibtico). E. urophylla é
uma espécie altamente resistente a diferentes patégenos e com alta plasticidade ambiental. O
hibrido E. grandis X E. urophylla € hoje o mais plantado comercialmente no Brasil. As
plantacées do Brasil ttm hoje um rendimento em média de 44 (m3/ha/ano), mas tem o
potencial de atingirem 70 de rendimento.

Tanto o melhoramento genético convencial como transgenia sao necessarios para
entender as bases moleculares e quimicas que estdo por tras dessas diferengas. A super-
expressao de genes chave que infuenciam na produtividade, quanto modificagbes na
arquitetura da parede celular podem ser alternativas para se alcangar de forma mais rapida o
rendimendo. Entretanto, para modificar é preciso entender.

A figura 24 apresenta uma visdo geral de uma célula vegetal destacano as principais
vias de biossintese de celulose, hemicelulose e lignina. Os genes mais expressos em E.
globulus (circulos rosa) indicam que essa espécie tem o potencial de produzir uma maior
quantidade de celulose, em compara¢do com as outras duas. A diminuigdo na quantidade de
amido observada, também pode ser um indicio de que a glicose produzida pode estar sendo
desviada para a producgao de celulose e hemicelulose. A hemicelulose tem um importante papel
durante o processo industrial, pois diminui o tempo requerido no refino da polpa de celulose.

Além disso, como ja discutido no capitulo 2, essa espécie, possui uma lignina mais
facilmente extraivel (maior quantidade de mondmeros do tipo S), como também uma parede
com arquitetura mais frouxa. Provavelmente pelo fato de a lignina presente ndo interagir tao
forte com as outras moléculas (quantidade e tipos de ligagdes).

A quantidade de lignina na amostra pode contribuir para a recalcitrdncia desass
espécies, mas como visto aqui, este ndo € o principal fator. Em E. grandis, espécie com
recalcitrancia intermediaria, observa-se maior expressao dos genes responsaveis pela sintese

de lignina (Figura 24, seta vermelha). Nao se observou diferenca na razéo entre os monémeros
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S/G. Assim, podemos entender que a presenga da lignina auxilia na estruturagdo da parede

secundaria. Entretanto, as interagdes que essa lignina estabelece com as outras moléculas ao

seu redor é que determinam o poder de recalcitrancia a tratamentos de extragao de celulose

industrial observado em E. urophylla.
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Figura 24: Visdo geral de uma célula vegetal com as principais vias de biossintese de celulose,
hemicelulose e lignina. Os circulos rosa indicam genes mais expressos em E. globulus. A seta

vermelha indica os genes mais expressos em E. grandis.
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ANEXOS

Additional File 1:
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Additional File 2:

Table S1: Cell wall genes: FPKM values, fold-changes and p-values for all genes mentioned in
the text.Only isoforms with the most significant expression in the xylem were considered. The
dark-gray squares indicate the fold-changes of differentially expressed genes with fold
changes>2 and p-values<0.01. The light-gray squares are genes that tended to be differential,
although the fold-change is 2.0>x>1.5 (p-value 0.01)). GL: E. globulus; GR: E. grandis; UR: E.
urophylla.

FPKM Fold-change P_value

Number Contig E.gl Egr | Eur | GR/ | GR/ | GU/ | GR/ f,';’ GL/

GL | UR | UR | GL UR

1 contig 2805 | 577.24 | 610.98 | 507.94 | 1.06 | 1.20 | 1.14 | 0.33 | 0.00 | 0.04

2 contig_268 565.04 | 689.59 | 525.17 | 1.22 | 1.31 | 1.08 | 0.00 | 0.00 | 0.23

3 contig 31 536.16 | 38713 | 40316 | oo | (o, | 133 | 000 | 057 | 0.00

4 Contig102138 | 128.76 | 186.80 | 62.64 | 1.45 0.00 | 0.00 | 0.00

5 Contig103224 | 12676 | 12105 | 4614 | oo 0.72 | 0.00 | 0.00

6 Contig103901 | 118.60 | 26.19 | 66.91 1.77 | 0.00 | 0.00 | 0.00

7 contig 5238 | 11246 | 6543 | 8221 | {75 | 4 e | 137 | 0.00 | 0.17 | 0.08

8 contig 4202 | 11182 | 5750 | 7002 | ygu | {pp | 160 | 0.00 | 0.27 | 0.00

9 contig_18438 |  96.60 6572 | 34.66 |, | 1.90 0.02 | 0.00 | 0.00

10 Contig102040 |  95.48 7512 | 38.91 | L, | 1.93 0.12 | 0.00 | 0.00

11 contig_7101 88.10 4872 | 8852 | 15 | 18 0.00 | 0.00 | 0.97

12 Contig102834 |  78.67 4271 | 3158 | 45 | 1.35 0.00 | 0.20 | 0.00

13 Contig103506 |  76.91 2384 | 24.87 . 0.00 | 0.88 | 0.00
CesA 1.04

super 14 Contig103585 |  60.10 12.07 | 17.68 y 0.00 | 0.31 | 0.00
family 1.47

15 contig 6128 |  59.04 3169 | 3751 | oo | g 0.00 | 0.49 | 0.03

16 Contigi02181 | 53.38 1459 | 16.44 -I i3 0.00 | 0.74 | 0.00

17 contig 19509 | 52.24 4724 | 5376 | 10 | 474 | 10s | 062 | 052 | 088

18 contig 22590 |  37.36 3061 | 5850 | {00 [ 401 | 157 | 042 | 000 | 0.03

19 contig 18095 |  37.07 2209 | 2245 | oo | oo | 1.65 [ 0.05 | 0.96 | 0.06

20 contig 45342 |  35.35 2737 | 3934 | oo | ua |34 [ 082 [ 015 | 0es

21 Contig105625 |  15.53 751 | 205 | o | 367 -I 0.10 | 0.09 | 0.00

22 Contig104749 |  14.58 496 | 647 | .| 30 | 225 | 0.08 | 0.67 | 0.08

23 Contig109040 |  14.09 623 | 167 | ,p | 372 - 0.09 | 0.12 | 0.00

24 contig_48170 8.02 368 | 421 | ,7g| 115|190 | 022 | 0.86 | 0.29

25 contig_45044 1.81 44.40 | 2251 1.97 0.00 | 0.01 | 0.00

26 contig 93894 0.04 1137 | 9.28 1.23 0.00 | 0.65 | 0.00
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27 contig_93894 0.04 11.37 9.28 0.65 | 0.00
1 contig 8830 | 229254 | 239956 | ' %6'9 0.00 | 0.00
2 contig_7488 1401.91 1992.43 | 723.66 0.00 | 0.00
Susy 3 contig_69050 1040.89 657.13 | 461.37 0.00 | 0.00
4 contig_40644 346.64 175.46 | 108.63 0.00 | 0.00
5 contig_19008 148.66 103.45 | 175.63 144 | 170 | 1.18 0.00 | 0.00 | 0.13
1 contig_86402 435.75 488.55 | 365.18 | 1.12 | 1.34 | 1.19 | 008 | 0.00 | 0.01
2 contig_17470 124.52 114.31 85.32 1.09 1.34 | 1.46 051 | 0.04 | 001
3 Contig102340 93.83 104.88 61.16 | 1.12 | 1.71 | 1.58 | 043 | 0.00 | 0.01
4 Contig102226 75.07 90.32 42.94 0.24 | 0.00 | 0.00
Expa 5 Contig102122 73.64 65.80 32.92 051 | 000 | 0.00
nsin 6 Contig103889 62.28 91.14 30.53 002 | 0.00 | 0.00
7 contig_74595 60.46 68.78 48.37 | 114 | 142 | 1.25 | 047 | 0.06 | 0.25
8 Contig103132 58.02 66.37 3556 | 1.14 | 1.87 | 1.63 | 046 | 0.00 | 0.02
9 contig_4175 38.16 34.69 25.49 1.10 1.36 | 1.50 069 | 024 | 011
10 contig_18464 22.16 14.82 13.20 150 112 1168 | (53| 077 | 014
1 contig_8735 1197.75 729.13 | 546.19 1 -64 1.33 -I 0.00 | 0.00 | 0.00
2 contig_11204 342.33 250.13 195.87 1 237 1.28 | 1.75 | 0.00 | 0.01 | 0.00
3 contig_69791 258.61 167.44 | 120.86 1 ;34 1.39 -I 0.00 | 0.01 | 0.00
4 contig_45421 179.83 125.60 | 145.04 1 ;‘3 1 ;5 1.24 | 0.00 | 0.24 | 0.05
5 contig_85003 117.92 70.91 74.66 166 | 1.05 1.58 | 0.00 | 0.76 | 0.00
6 contig_17359 19.53 54.12 22.86 1 -17 0.00 | 0.00 | 0.61
7 contig_41740 56.39 49.73 41.03 P 1.21 | 1.37 | 0.52 | 0.36 | 0.12
XTH 1.13
8 contig_83736 38.98 35.40 5.51 1 -10 0.68 | 0.00 | 0.00
9 contig_33395 46.91 25.94 13.56 1 -81 1.91 0.01 | 0.05 | 0.00
10 contig_45566 12.11 25.42 17.10 | 2.10 | 1.49 1 ;11 0.03 | 0.21 | 0.36
11 contig_58698 3.85 17.66 10.61 - 1.66 > -76 0.00 | 0.19 | 0.08
12 Contig100254 6.48 15.66 6.93 242 | 2.26 1 67 0.05 | 0.07 | 0.91
13 contig_18863 15.98 15.02 9.93 1 E)G 151 | 1.61 | 0.86 | 0.32 | 0.24
14 contig_30193 21.36 9.36 22.22 0.02 | 0.90
1 contig_10482 299.12 699.52 | 502.08 0.00 | 0.00
PAL 2 contig_16352 201.02 322.84 | 154.33 0.00 | 0.01
3 contig_21173 207.05 256.43 | 185.62 0.00 | 0.28
4 contig_31988 2.49 16.93 175.79 0.00 | 0.00
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1 contig 3622 | 703.81 | 1533.83 | 993.15 ‘ 154 0.00 | 0.00 | 0.00

C4H
2 contig 59694 | 24293 | 6868 | 55.29 ‘ 1.24 ‘ 0.00 | 0.23 | 0.00
1 contig_6919 | 40631 | 708.91 | 544.80 | 1.74 | 1.30 0.00 | 0.00 | 0.00
2 contig_90495 6.23 1522 | 71.73 0.06 | 0.00 | 0.00

4cL ,
3 Contig106944 |  19.13 3146 | 12.79 0.09 | 0.00 | 0.27
4 contig_19066 |  38.19 1422 | 31.88 0.00 | 0.01 | 0.45
5 contig 19280 |  33.17 3326 | 4676 | 1.00 | (5. | 45 | 099 | 013 | 013
1 contig 84312 | 44951 | 660.06 | 424.34 | 1.47 | 1.56 | 1.06 | 0.00 | 0.00 | 0.39
2 contig 47433 | 164.89 | 238.74 | 177.38 | 145 | 135 | o | 0.00 | 0.00 | 0.50
3 contig 13477 | 14989 | 11371 | 9142 | o, | 124 | 1.64 | 0.03 | 0.12 | 0.00
4 contig 58358 | 55.26 110 | 1.23 : 0.00 | 0.95 | 0.00
112

C3H
5 contig 58373 |  93.90 268 | 342 128 0.00 | 0.78 | 0.00
6 Contig103324 | 22361 | 29431 | 186.02 1.58 0.00 | 0.00 | 0.06
7 Contig106858 |  65.11 257 | 242 1.06 0.00 | 0.95 | 0.00
1 contig 9631 | 264.46 | 334.26 | 228.62 | 1.26 | 1.46 | 1.16 | 0.00 | 0.00 | 0.11
2 contig 4162 | 454.83 | 688.15 | 393.80 | 1.51 | 1.75 | 1.15 | 0.00 | 0.00 | 0.04
HeT 3 contig 2187 | 78598 | 1188.56 | 603.75 | 1.51 | 1.97 | 1.30 | 0.00 | 0.00 | 0.00
4 contig 10228 | 373.01 | 812.34 | 428.25 0.00 | 0.00 | 0.05
5 Contig102271 | 14274 | 337.09 | 163.49 0.00 | 0.00 | 0.24
1 contig 4162 | 454.83 | 688.15 | 393.80 0.00 | 0.00 | 0.04
2 contig_ 2187 | 78598 | 1188.56 | 603.75 0.00 | 0.00 | 0.00

CCoA
oMT 3 contig 10228 | 373.01 | 812.34 | 428.25 0.00 | 0.00 | 0.05
4 Contigl02271 | 14274 | 337.09 | 163.49 0.00 | 0.00 | 0.24
1 contig 11747 | 259.11 | 515.63 | 371.59 0.00 | 0.00 | 0.00
2 contig 3044 | 45.18 3513 | 68.08 0.26 | 0.00 | 0.03
3 contig 24128 | 31.22 13.01 | 19.37 0.01 | 027 | 0.10

CCR
4 contig 11579 5.11 9.68 | 24.85 0.25 | 0.01 | 0.00
5 contig 11598 | 1359 4160 | 50.59 0.00 | 0.35 | 0.00
6 contig_23371 8.65 1838 | 17.92 | 212 | 1.08 | 57 | 0.06 | 0.94 | 0.08
1 contig 1247 | 661.61 | 69817 | 483.47 | 1.06 | 1.44 | 1.37 | 0.32 | 0.00 | 0.00
CAD 2 contig 4533 | 17373 | 110.01 | 7299 | 4o | 151 0.00 | 0.01 | 0.00
3 contig 8428 | 10257 | 6912 | 5508 | , o | 125 | 1.86 | 0.01 | 0.21 | 0.00
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4 contig 10547 | 3384 | 7293 | 3827 ” 191 | |75 | 0.00 | 000 | 0,60
5 contig 90513 |  56.31 4888 | 4952 | 1 |, o, | 1.14 | 047 | 095 | 051
6 contig_15056 | 6887 | 63.88 | 48.02 | 7o | 1.33 | 1.43 | 0.67 | 0.14 | 0.05
7 contig_76006 |  4.50 1859 | 6.19 300 | {3 | 0.00 | 0.01 | 062
FsH ] contig 390 | 960.17 | 1299.64 | 928.29 | 1.35 | 1.40 | 1.03 | 0.00 | 0.00 | 0.46
1 contig_2396 | 2388.00 | 2970.26 22158'0 124 | 134 | 1.08 | 0.00 | 0.00 | 0.01
2 contig_18001 000 | 266.12 | 5.65 1 0.00 | 0.00 | 0.02
3 contig 2083 | 1628.25 | 2776.69 13%5'5 1.71 1.18 | 0.00 | 0.00 | 0.00
conrr 4 contig_2422 | 3102.48 | 4708.53 28%3'3 152 | 1.64 | 1.08 | 0.00 | 0.00 | 0.00
5 contig 7294 | 290253 | 4478.07 25167'4 154 [ 1.78 | 1.15 | 0.00 | 0.00 | 0.00
6 Contig102789 | 1273.98 | 1391.42 | 926.29 | 1.09 | 1.50 | 1.38 | 0.02 | 0.00 | 0.00
7 contig 94134 |  26.03 1817 | 27.64 0.24 | 017 | 0.83
8 Contig106079 |  41.57 0.00 | 0.26 0.00 | 0.84 | 0.00
1 contig 18717 | 4575 | 5213 | 280.87 0.52 | 0.00 | 0.00
2 contig 34592 | 2917 | 6150 | 21596 0.00 | 0.00 | 0.00
CHS 3 contig 25107 | 1672 | 3524 | 327.71 0.01 | 0.00 | 0.00
4 Contig103947 | 2250 | 43.14 | 334.83 0.01 | 0.00 | 0.00
1 contig 13058 | 5218 | 74.40 | 223.92 0.05 | 0.00 | 0.00
CHI
2 contig 6799 | 1096 | 3159 | 142.18 0.00 | 0.00 | 0.00
F3H 1 contig 65221 | 2252 | 3329 | 105.23 0.15 | 0.00 | 0.00
1 contig_13871 | 5469 | 83.85 | 275.24 0.01 | 0.00 | 0.00
DRF 2 contig 28580 | 4639 | 63.67 | 259.64 0.10 | 0.00 | 0.00
3 Contig103338 | 3156 | 32.80 | 167.92 0.88 | 0.00 | 0.00
ANS 1 contig 10593 |  19.71 4561 | 288.90 0'100 0'80 0'80

Myb

Table S2: Other genes: FPKM values, fold-changes and p-values for all genes mentioned in the
text, however only isoforms with the most significant expression in the xylems are considered.
The dark-gray squares indicate the fold-changes of differentially expressed genes with fold
changes >2 and p-values<0.01. The light-gray squares are genes that tended to be differential,
although the fold-change is 2.0>x>1.5 (p-value 0.01)). GL: E. globulus; GR: E. grandis; UR: E.

urophylla.
FPKM Fold-change P_value
. E.
Contig E. gl ‘ gr E. ur GR/GL | GR/IUR GL/UR GR/GL | GR/UR | GL/UR
contig_541 3 170.79 262.08 208.15 1.53 1.26 -1.22 1E-05 1E-02 B6E-02
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Contig102139 | 131.99 254.29 219.23 1.93 1.16 -1.66 4E-10 1E-01 3E-06
Contig102021 | 137.61 145.54 121.76 1.06 1.20 1.13 6E-01 1E-01 3E-01
contig_9940 40.59 69.30 75.39 1.71 -1.09 -1.86 6E-03 6E-01 1E-03
contig_10425 45.18 67.01 34.16 1.48 1.96 1.32 4E-02 1E-03 2E-01
contig_22918 37.24 66.48 39.05 1.79 1.70 -1.05 4E-03 8SE-03 8E-01
contig_16088 50.42 60.78 87.97 1.21 -1.45 -1.74 3E-01 3E-02 1E-03
contig_11920 43.23 57.74 75.68 1.34 -1.31 -1.75 2E-01 1E-01 3E-03
contig_43728 77.33 56.67 48.56 -1.36 1.17 1.59 7E-02 AE-01 1E-02
contig_16528 38.48 49.29 41.76 1.28 1.18 -1.09 3E-01 4E-01 7E-01
contig_8730 63.15 46.93 33.99 -1.35 1.38 1.86 1E-01 2E-01 3E-03
contig_15480 76.88 44.26 58.30 -1.74 -1.32 1.32 3E-03 2E-01 1E-01
contig_45561 24.98 40.00 34.40 1.60 1.16 -1.38 6E-02 5E-01 2E-01
Contig102288 12.60 38.46 15.56 -1.23 3E-04 2E-03 6E-01
contig_7769 30.99 37.96 34.03 1.23 1.12 -1.10 4E-01 6E-01 7E-01
contig_18879 25.19 34.11 44.46 1.35 -1.30 -1.76 3E-01 2E-01 2E-02
Contig103368 22.39 33.76 45.00 1.51 1E-01 2E-01 6E-03
Contig108162 1.73 5.75 41.08 3.32 2E-01 7E-08 6E-11
Contig108033 2.10 4.82 34.23 2.30 3E-01 1E-06 1E-08
contig_19923 26.19 32.35 22.30 1.23 1.45 1.17 4E-01 2E-01 6E-01
contig_15147 21.18 29.44 30.41 1.39 -1.03 -1.44 2E-01 9E-01 2E-01
contig_50581 16.42 26.04 23.43 1.59 1.11 -1.43 1E-01 7E-01 3E-01
Contig108358 19.04 23.35 16.47 1.23 1.42 1.16 5E-01 3E-01 7E-01
Contig107059 15.68 22.20 13.79 1.42 1.61 1.14 3E-01 2E-01 7E-01
Contig108312 12.57 21.76 16.74 1.73 1.30 -1.33 1E-01 AE-01 4E-01
contig_10798 15.31 21.73 11.90 1.42 1.83 1.29 3E-01 9E-02 5E-01
contig_19952 12.47 18.39 24.45 1.47 -1.33 -1.96 3E-01 4E-01 5E-02
contig_37214 0.19 31.62 0.31 6E-10 8E-10 9E-01
contig_63637 16.57 28.50 33.10 8E-02 6E-01 2E-02
Contig106626 9.95 27.72 30.55 4E-03 7E-01 1E-03
Contig108099 12.21 16.39 19.13 1.34 -1.17 -1.57 4E-01 7E-01 2E-01
contig_52761 23.22 14.66 21.12 -1.58 -1.44 1.10 2E-01 3E-01 8E-01
WRKY Contig109446 7.08 8.26 8.12 1.17 1.02 -1.15 SE-01 1E+00 8E-01
Contig104297 6.89 8.00 13.05 1.16 -1.63 -1.89 8E-01 3E-01 2E-01
contig_71856 3.07 7.74 8.50 2.52 2E-01 9E-01 1E-01
contig_41240 1.61 5.65 3.71 3.50 2E-01 5E-01 4E-01
contig_82298 0.20 2.74 0.73 13.87 2E-01 3E-01 7E-01
contig_92892 0.91 1.65 20.24 1.82 7E-01 3E-05 8E-06
contig_30684 19.20 37.12 31.12 1.93 1.19 -1.62 2E-02 5E-01 9E-02
contig_7595 22.27 32.25 40.64 1.45 -1.26 -1.83 2E-01 3E-01 2E-02
AP2IERE contig_21551 18.08 25.39 28.06 1.40 -1.11 -1.55 3E-01 7E-01 1E-01
contig_57724 14.43 21.85 19.74 1.51 1.1 -1.37 2E-01 7E-01 4E-01
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contig_52085 |  5.01 1679 | 1423 | 335 | 1.18 B I
contig_47385 | 7.76 1257 | 9.91 162 | 127 301 | 601 | 601
contig 19853 | 3.84 | 1042 | 1041 | 272 | 1.00 0E02 | 1E+00 | 9E-02
contig 22710 | 12.38 | 8.69 992 | 142 | 114 | 125 | 401 | sE01 | 6E-01
Contig101903 | 11.14 | 8.28 565 | -1.35 | 1.47 197 | s£01 | sE01 | 2E-01
contig 38719 | 2.13 2.38 217 | 112 | 110 | 102 | 9g01 | 9E01 | 1Es00
contig_21245 | 5.43 157 591 | -3.45 109 | opo1 | 1E01 | 9E-01
contig_50337 | 1.45 1.35 319 | -1.07 1E+00 | 4E-01 | 5E-01
contig_14329 |  0.00 0.00 0.00 - - 1E+00 | 1E+00 | 1E+00
contig_68262 | 0.00 0.00 0.00 - - - 1E+00 | 1E+00 | 1E+00
contig_69519 |  0.00 0.00 0.00 - - - 1E+00 | 1E+00 | 1E+00
contig_75755 | 0.00 0.00 0.00 - - - 1E+00 | 1E+00 | 1E+00
contig_93102 | 0.00 0.00 0.00 - - - 1E200 | 1E+00 | 1E+00
contig_4429 | 3709.59 | 3632.34 | 6056.74 | -1.02 | -1.67 | -1.63 | 4g01 | 2E-135 | 7E-126
Contig102729 | 3595.97 | 2207.14 | 2506.83 | -1.63 | -1.14 | 143 | ce75 | 1E.05 | 2E.44
contig 26643 | 1588.94 | 2109.21 | 2493.01 | 1.33 | -1.18 | 157 | 1g17 | or08 | 8E.s
contig 2028 | 930.02 | 2905.75 | 2635.16 3E-234 | 3E.04 | 9E-187
contig_21904 | 590.31 | 194.02 | 424.46 oEa7 | 7E21 | 2E07
contig 44184 | 535.41 | 1274.27 | 1317.29 oE69 | aE01 | 5E.76
contig_8452 | 279.42 | 332.89 | 235.46 3E.02 | aE05 | 5E.02
contig 2117 | 184.46 | 317.64 | 463.11 oE09 | 2E07 | 1E.28
contig 10068 | 158.68 | 394.17 | 372.63 sE21 | aE01 | 5E-21
contig_6805 158.01 180.26 117.05 2E-01 2E-04 1E-02
contig_18951 | 148.64 | 153.04 | 310.07 8E.01 | 2EA43 | 3EA4
Ubiquitins  contig_25422 | 140.26 | 279.20 | 194.26 8E42 | 9E.05 | 3E.03
Contig102611 | 19.38 | 678.41 | 956.18 oEA73 | 6E-12 | aE-254
contig 28426 | 105.79 | 419.78 | 254.95 oE45 | 2E40 | 2EAS
contig 42814 | 103.66 | 185.71 | 271.43 1£06 | 6E05 | 1E-18
contig_20016 | 82.20 | 159.07 | 294.78 6E.07 | 1E40 | 2E.29
contig 6900 | 54.18 | 223.49 | 192.06 8E26 | 1E01 | 2EA9
Contig103530 | 41.63 | 180.17 | 225.86 6E22 | 2E02 | 5E32
contig 12497 | 41.46 | 232.84 | 275.62 £33 | 602 | sEa4
contig_9381 | 1511 | 20579 | 261.61 sE44 | 1E:02 | 2E-89
contig_47153 | 10.37 | 16153 | 101.56 3E36 | 2E04 | 3E.20
contig 8172 | 5.08 | 204.20 | 268.52 ses4 | 3E03 | 8E73
contig 16984 | 4.70 | 23353 | 150.79 sE63 | oE05 | 4E-39
Contig108116 | 100.62 | 0.37 | 10.34 oea0 | sE03 | 5E20
Resistance  Contig103867 | 78.24 | 2.79 7.76 oE20 | 1E01 | 5E16
Contig103531 | 64.89 | 5.34 2.45 oE14 | 3E01| 5EA7
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Contig107748 55.62 0.86 0.35
contig_82116 50.51 41.26 22.00
Contig101269 38.55 4.56 13.91
Contig107092 38.47 3.38 13.47
Contig107792 34.67 4.56 11.65
contig_13453 34.37 4.97 25.47
Contig107196 32.81 5.01 11.52
Contig108369 31.86 1.38 0.59
Contig104613 30.35 5.00 5.18
contig_40237 30.29 10.31 18.53
Contig106748 28.77 3.41 17.67
Contig100032 26.81 3.18 12.79
Contig104947 25.94 1.94 1.12
Contig105649 24.78 1.01 13.12
Contig105657 24.64 0.12 0.12
Contig104195 | 24.48 8.80 6.94
contig 54735 | 23.75 2.42 3.99
contig_46067 | 23.50 4.60 3.75
contig_85010 23.20 8.35 4.18
Contig104434 22.97 0.00 0.00
Contig108770 22.24 0.00 0.45
Contig104653 21.77 0.08 0.00
contig_26547 | 19.12 4.24 7.66
contig_42861 18.67 2.81 9.19
contig_33919 18.66 3.36 7.47
Contig101071 18.30 4.00 10.23
Contig100754 17.72 1.88 5.28
Contig104595 17.18 2.63 0.74
Contig109432 16.79 1.76 1.56
Contig109148 16.34 0.78 2.43
Contig101059 16.04 3.18 6.40
Contig109620 15.51 1.27 8.83
Contig109256 15.14 0.00 0.00
contig_51588 14.25 2.16 8.58
contig_33686 13.82 0.54 2.81
contig_17551 13.56 2.80 2.36
contig_37889 12.41 2.16 7.64
Contig109775 11.62 1.39 4.86
contig_14675 11.37 1.01 6.96
Contig109244 11.30 0.22 1.81
contig_26515 11.03 1.02 4.41

3E-16 | 7E-01 7E-17
3E-01 2E-02 8E-04
5E-08 | 3E-02 6E-04
8E-09 1E-02 5E-04
5E-07 | 8E-02 6E-04
1E-06 1E-04 3E-01
3E-06 1E-01 1E-03
1E-08 | 7E-01 2E-09
1E-05 | 1E+00 1E-05
2E-03 1E-01 9E-02
3E-06 | 2E-03 1E-01
7E-06 | 2E-02 3E-02
2E-06 | 7E-01 3E-07
5E-07 | 9E-04 6E-02
6E-08 | 1E+00 6E-08
7E-03 | 7E-01 2E-03
1E-05 | 6E-01 1E-04
3E-04 | 8E-01 1E-04
8E-03 | 3E-01 2E-04
1E-07 | 1E+00 1E-07
2E-07 | 7E-01 7E-07
4E-07 | 9E-01 3E-07
2E-03 | 3E-01 3E-02
5E-04 | 7E-02 8E-02
9E-04 | 2E-01 3E-02
2E-03 1E-01 1E-01
2E-04 | 2E-01 1E-02
9E-04 | 4E-01 4E-05
3E-04 | 9E-01 2E-04
8E-05 | 4E-01 1E-03
3E-03 | 3E-01 4E-02
3E-04 | 2E-02 2E-01
3E-05 | 1E+00 3E-05
3E-03 | 6E-02 2E-01
2E-04 | 3E-01 7E-03
8E-03 | 9E-01 5E-03
7E-03 | 9E-02 3E-01
4E-03 | 2E-01 1E-01
3E-03 | 4E-02 3E-01
7E-04 | 4E-01 9E-03
3E-03 | 2E-01 1E-01

101



Contig103237 7.03 85.47 20.57
Contig103016 10.54 60.40 2713
Contig106835 0.00 47.09 0.00
Contig106455 0.24 34.93 0.40
contig_6481 4.43 30.56 2.14
contig_67819 12.48 27.02 6.17
Contig100430 0.64 23.55 3.23
Contig104914 0.00 21.78 3.16
Contig108963 2.90 16.82 11.62
Contig104568 3.31 16.09 11.80
contig_2929 65.42 65.48 141.11
contig_15186 0.79 31.10 84.60
contig_6270 8.18 39.52 81.49
contig_70903 28.51 60.38 68.81
contig_56829 25.67 12.30 62.85
Contig103290 31.01 26.80 58.48
contig_50194 12.63 28.49 56.75
contig_6412 0.28 8.65 53.42
Contig106633 | 0.11 0.14 44.32
Contig103849 12.37 16.59 42.42
contig_16305 35.17 19.55 40.83
Contig106532 0.00 5.76 37.56
Contig101829 4.46 6.02 27.80
contig_18015 4.52 3.71 26.91
contig_3732 1.91 1.97 26.68
Contig106770 11.08 3.46 25.36
Contig101870 7.59 0.17 25.05
contig 21657 | 8.95 10.08 24.68
contig 20672 | 4.95 8.88 23.61
Contig100083 | 11.42 2.84 23.46
Contig100530 6.99 5.97 23.30
Contig101496 9.70 3.78 22.21
Contig104419 2.32 0.87 21.89
contig_6058 11.31 4.56 19.14
Contig109794 0.21 1.78 18.99
contig_87186 4.50 3.14 18.82
Contig107447 14.58 4.29 17.51
contig_54946 6.92 5.71 16.82
Contig110189 0.00 0.00 16.72
Contig105994 0.00 0.00 15.08
contig_53632 9.04 3.68 15.01

2E-18 | 8E-11 1E-02
7E-10 | 3E-04 7E-03
7E-15 | 7E-15 1E+00
7E-11 1E-10 9E-01
5E-06 1E-07 4E-01
2E-02 | 2E-04 2E-01
5E-07 | 5E-05 2E-01
3E-07 1E-04 1E-01
1E-03 | 3E-01 2E-02
3E-03 | 4E-01 3E-02
1E+00 1E-07 1E-07
4E-09 | 5E-07 7E-25
3E-06 1E-04 1E-16
7E-04 | 5E-01 4E-05
3E-02 | 2E-09 7E-05
6E-01 6E-04 4E-03
1E-02 | 2E-03 5E-08
4E-03 | 3E-09 2E-16
1E+00 | 7E-14 7E-14
4E-01 7E-04 4E-05
4E-02 | 6E-03 5E-01
2E-02 | 5E-07 5E-12
6E-01 1E-04 2E-05
8E-01 1E-05 4E-05
1E+00 1E-06 9E-07
5E-02 | 2E-05 2E-02
7E-03 | 5E-08 2E-03
8E-01 1E-02 7E-03
3E-01 1E-02 4E-04
2E-02 | 3E-05 4E-02
8E-01 1E-03 3E-03
1E-01 2E-04 3E-02
5E-01 2E-06 3E-05
1E-01 3E-03 2E-01
4E-01 9E-05 3E-06
6E-01 6E-04 3E-03
2E-02 | 4E-03 6E-01
7E-01 2E-02 4E-02
1E+00 | 9E-06 9E-06
1E+00 | 3E-05 3E-05
1E-01 9E-03 2E-01
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Contigi04379 | 130 | 856 | 1478 oe02 | 2801 | 504
Contig108957 | 3.46 | 100 | 14.23 se01 | sE0a | 1E.02
contig_ 35936 | 1.83 | 0.88 | 11.66 E-01 | 2E.03 | 7E-03
contig 50856 | 514 | 074 | 10.99 oE02 | 2E03 | 2E01
contig_78942 | 148 | 393 | 1053 3E-01 | 9E02 | 9E-03
contig 47126 | 855 | 069 | 10.24 1E02 | 3E03| 7E.01
contig 78643 | 128 | 544 | 1023 i£01 | 2501 | sE03
Nirate  contig 94502 | 20.33 | 085 | 095 6E06 | 1E+00 | 8E-06
reductase  Contig109467 | 16.81 | 0.00 1.28 9E-06 | 4E-01 | 1E-04
Nitrite oo ntig102001 | 17876 | 0.66 116 8E-01 | 2E+02 | 3E-52
reductase
Contig101499 | 29.75 | 000 | 0.00 1609 | 1E+00 | 1E-09
Contigl04147 | 2354 | 000 | o0.21 8E08 | 9E01 | 2E-07
S:;gfs'ge Contig105585 | 22.73 0.00 0.00 1E-07 | 1E+00 | 1E-07
Contig105636 | 583 | 745 | 10.19 7E01 | 5E01 | 3E-01
Contigi10164 | 679 | 580 | 7.21 8E01 | 7E01 | 9E-01
contig 2908 | 790.93 | 1722.98 | 2728.42 6E-79 | 1E51 | 3E-247
Contig103967 | 692.77 | 1545.49 | 2506.46 2E-74 | 6E-52 | 2E-239
contig 128 | 613.93 | 1301.72 | 2077.53 8E57 | 6E-41 | 1E-184
contig 11271 | 337.90 | 741.81 | 1184.31 2E35 | 4E-24 | 2E-110
contig 2772 | 108.34 | 37.24 | 267.46 3E-23 | 5E-18 | 2E-01<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>