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Vista da fazenda Rio das Contas com o pé de Eucalipto ao fundo. Municipio de Sdo

Felipe, sul da Bahia, Brasil.

Porque nao devemos esquecer de onde viemos..........
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RESUMO

Com o intuito de obter informagdes relevantes para o melhoramento genético do
eucalipto para a produgcdo de biomassa, o presente trabalho buscou comparar a
expressdo dos genes relacionados com a formacdo e desenvolvimento da madeira em
quatro diferentes espécies de eucalipto, tendo como objetivo identificar os padrdes que
as tornam mais aptas, bem como quais genes relacionados com determinadas
caracteristicas. Essa andlise abre a possibilidade da identificacdo de genes chave que
possam ser manipulados, através do melhoramento cldssico ou da transgénia, para
aumentar o conteido relativo de celulose das plantas, incrementando a sua eficiéncia
para processos econdmicos. 384 ESTs do banco de dados do Consércio Genolyptus
foram selecionadas para serem analisadas através da tecnologia de microarranjos de
cDNA. Foram selecionadas ESTs de genes com fun¢des conhecidas relacionadas com a
formacdo da madeira, bem como de genes relacionados com o desenvolvimento do
vegetal e de genes com fun¢@o ainda desconhecida. Os dados obtidos foram cruzados
com a biblioteca de ESTs do Consorcio Genolyptus (Northern Eletronico), e foram
feitos PCR em tempo real para os principais genes diferenciais nos microarranjos e para
os genes da via de lignina e flavondides. Os resultados mostraram que diferentes genes
estdo expressos nas espécies estudadas sendo um grande nimero deles ainda com
fun¢do desconhecida no metabolismo do eucalipto. A maioria dos genes relacionados
com a formacgdo da parede celular ndo apresentou perfil de expressdo diferencial nos
microarranjos, sugerindo que as diferencas fenotipicas entre as madeiras das espécies
estudadas podem estar sustentadas em vias alternativas, com fatores de elongacdo,
cliclinas e outros genes desempenhando papel importante, bem como genes ainda nio
relacionados com o desenvolvimento da parede celular e ou ao desenvolvimento do
vegetal. Os experimentos com PCR em tempo real mostraram que genes da via de
flavonéides relacionados com a via de lignina e formacdo da madeira podem estar
desempenhando papeis importantes no controle da formacdo da madeira da espécie.
Esses resultados representam avancos significativos no entedimento da formacdo da
madeira em eucalipto e servem como base para orientar futuras investigagdes no intuito

de melhorar geneticamente esta espécie.



ABSTRACT

In this work we intended to assemble relevant information for the genetic engineering of
Eucalyptus for biomass production by comparing gene expression of genes related with
the xylem and wood development of four different Eucalyptus species with distinct
caractheristics, as a form to identify patterns and wich genes are possibly related to their
differences. This analysis opens the possibilities to manipulate the specie and increase
the overall celluloses content and its purpose for industrial production. 384 ESTs were
selected from de Genolyptus database and analysed by microarryay cDNA experiments.
Among the ESTs selected some were related to wood formation, cell wall assembly and
some still had no general function known on the specie. The data from the microarray
experiments were then crossed with the Genolyptus ESTs lybrary (Eletronic Northern)
and Real-Time PCR were performed for the most relevant resultas as well as the genes
from de lignin and flavonoid pathway. Results show that different genes are expressed
among the xylem of the four species studied and most of them still have no related
function to the metabolism of the plant. Most of the genes related to cell wall formation
were not differentially expressed on the microarrays suggesting that the differences on
the quality and structure of the wood among the four species might as well be resulted
from the expression of alternative pathways and genes such as elongation factors,
ciclins and others not yet related to the cell wall formation and wood development.
Real-Time PCR experiments shown that genes from the flavonoid pathway related to
lignin and wood formation might be playing a crucial role determining wicht pathway
must be followed and therefore the type and quality of the wood on Eucalyptus. These
results represent significant advances to our understanding on the formation of wood on
Eucalyptus and will be valuable as a basis for future investigation aiming genetic

engeneering of the specie.



1. INTRODUCAO
1.1. O Eucalipto

O género Eucalyptus € composto por cerca de 500 espécies e 200 hibridos,
sendo endémico da Austrilia e Tasmania, com poucas espécies ocorrendo naturalmente
fora destes locais (Blakely 1965). As diferentes espécies sdo adaptadas a uma ampla
gama de condic¢des ecoldgicas, podendo ocorrer tanto em climas tropicais como em
regides temperadas com invernos mais rigorosos (Hall, Johnston, and Chippendale
1970)

Os eucaliptos crescem rapido, suportam solos pobres em nutrientes € possuem
madeira de boa qualidade, motivos pelos qual o Eucalyptus é o principal género
cultivado nas plantacdes industriais existentes no mundo: cerca de 20 milhdes de
hectares plantados em 90 paises.

A maioria das espécies de Eucalyptus se caracteriza por serem drvores tipicas de
floresta altas, atingindo alturas que variam entre 30 e 50 metros (Hall, Johnston, and
Chippendale 1970). Algumas espécies podem atingir excepcionalmente 100 metros de
altura, sendo consideradas as arvores florestais latifoliadas mais altas do mundo.

Outras espécies comuns de Eucalyptus sdo aquelas tipicas de florestas abertas,
com arvores menores que atingem de 10 a 25 metros (Hall, Johnston, and Chippendale
1970). Cerca de 30 a 40 espécies sdo arbustivas (conhecidas como “Malees”) e se
caracterizam por possuirem diversos troncos oriundo de um tnico nicleo lenhoso
subterrineo. Apesar da grande variedade em relagdo ao habitat e aparéncia, todas as
espécies de eucalipto devem possuir caracteristicas comuns para serem classificadas
dentro do género como, por exemplo, a presenca de glandulas de 6leo nas folhas, tipo de
flores e frutos, entre outros descritores (Hall, Johnston, and Chippendale 1970).
Entretanto, a caracteristica morfol6gica mais importante do eucalipto seja possivelmente
a sua casca, sendo que os diversos tipos distintos de casca sdo capazes de caracterizar
grupos de espécies estreitamente relacionadas (Kelly, 1969).

Devido a grande quantidade de espécies, o género Eucalyptus possui uma alta
gama de adaptacdes edafocliméiticas, podendo ser encontradas espécies que se adaptam
bem tanto em temperaturas negativas (até-18 °C) quanto em climas quentes (+35°C), e
em solos que apresentam uma variacio desde arenosos a encharcados (Silva, 2001).

O eucalipto foi trazido ao Brasil na segunda metade do século XIX para a

producdo de dormentes para as linhas férreas que seinstalavam no pais, passando a ser



amplamente utilizado e distribuido geograficamente a partir do século XX, quando
métodos para a extracdo da celulose utilizando madeira desta espécie foram otimizados.

A principal vantagem competitiva do Brasil para o aumento das exportagdes foi
o desenvolvimento da celulose de fibra curta do eucalipto, introduzida pela primeira vez
no mercado internacional de celulose no final da década de 1960. Essa vantagem
competitiva do Brasil também diz respeito a diferencia¢do de custo e qualidade entre a
celulose de fibra curta e fibra longa. A celulose de fibra longa custa mais caro por causa
da sua principa matéria prima ja que o ciclo de vida de pinus para atingir o ciclo de
corte € de cerca de 25 anos, ao contrario da celulose de fibra curta que tem como
matéria prima o eucalipto, o qual amadurece no maximo em 7 anos. (Andrade e Dias,
2003).

No Brasil, o eucalipto é responsdvel pelo abastecimento da maior parte do setor
industrial de base florestal. O segmento de celulose e papel é composto por 220
empresas distribuidas em 450 municipios, de 17 estados, e utiliza madeira
exclusivamente de florestas plantadas. Segundo a Sociedade Brasileira de Silvicultura,
em 2007 a produgdo de papel alcangou 8,9 milhdes de toneladas e a de celulose 11,9
milhdes de toneladas. Isso tornou o Brasil o maior produtor mundial de celulose de
eucalipto (Bracelpa, 2006; Bracelpa, 2008). No setor de carvdo vegetal, a producio
atinge anualmente a marca de 18,8 milhdes de metros cibicos (70% da produgdo
nacional). Outro setor importante € o de chapa de fibra que tem uma producéo anual de
558 mil m’, dos quais a madeira de eucalipto é responsédvel por 100% da produgdo
nacional (Bracelpa, 2008). No setor de chapas de fibra aglomerada, a producdo perfaz
500 mil m’, representando quase 30% da produgio nacional (Silva, 2005).

As receitas de exportagdo desses produtos florestais atingiram US$ 7,4 bilhdes
em 2007. Estima-se que o setor de base florestal emprega direta e indiretamente 6,5
milhdes de pessoas em todos os segmentos. (Bracelpa 2008).

Em vista de que o eucalipto possui alta capacidade de producdo de biomassa (até
100 m’/ha/ano de madeira rica em fibra de celulose (Bracelpa, 2008) e uma
considerdvel habilidade no seqiiestro de carbono (10-14 ton/ha/ano), sendo que este
saldo se mantém positivo mesmo quando considerada a emissdo de CO, proveniente da
producdo de carvdo e papel (Bracelpa, 2008), considera-se que esta espécie € um
candidato primdrio & produg@o renovdvel de biomassa para a produgdo de etanol

(http://www.jgi.doe.gov/News/news_6_8_07.html).



1.2. A Madeira

De acordo com a Organizagdo Internacional da Madeira Tropical (ITTO), o
Brasil é o maior consumidor de madeiras tropicais do mundo. Seu consumo anual é de
350 milhdes de m® de madeira (Silva, 2001), sendo a demanda por biomassa lenhosa
das industrias de papel e celulose suprida de modo racional e eficiente pelas florestas de
eucalipto, gracas a sua adaptabilidade ao clima do pais, aliada ao rapido crescimento e
boa qualidade da madeira (Kirst, Myburg et al. 2004). Em 2007, a area destinada a
plantagdo de arvores para as industrias de papel e celulose atingia 1,7 milhdes de
hectares, sendo 75% ocupados por arvores de eucalipto, 24% por Pinus sp. e outras
espécies ocupando apenas 1%. Estima-se que as florestas plantadas evitaram a
destruicdo de cerca de 2,8 milhdes de hectares de florestas nativas. O Estado de Sdo
Paulo € atualmente o principal produtor de madeira para papel e celulose, perfazendo

um total de 383 mil hectares de floresta plantada (Bracelpa, 2008).

A madeira possui alta demanda em diversos setores, desde o aquecimento de
interiores até a fabricacdo de papel e vem sendo cada vez mais explorada como fonte de
energia renovdavel com um bom custo x beneficio. Dessa forma hd um interesse
considerdvel em se aumentar a produtividade da madeira nas drvores em que ela hoje é
explorada, assim como sua qualidade, tendo em vista o aumento relativo da quantidade
de celulose (Kirst, 2004; Watai, 1990).

Um dos principais problemas da utiliza¢do dos eucaliptos como madeira sélida
sdo as tensdes do crescimento e de secagem, que causam perdas de até 50% em madeira
serrada (Watai, 1990). A madeira possui propriedades fisicas (densidade bdsica e
retratibilidade) e mecénicas (resisténcia). A densidade basica, que se traduz pela massa
de madeira seca em relagdo ao seu volume saturado, ¢ uma das propriedades fisicas
mais importantes na caracterizacdo tecnoldgica da madeira, visto que sua variag@o afeta
sua resisténcia mecinica e sua estabilidade dimensional (Arganbright, 1971). Em termos
quimicos, a densidade bdsica é reflexo da porcentagem dos diferentes constituintes da
madeira: celulose, hemicelulose, lignina e extrativos. Essa densidade € influenciada
também pela dimensdo dos elementos anatdomicos, tais como comprimento, largura, e
espessura da parede assim como didmetro do limem das fibras e traqueideos (Panshin e

Zeeuw. 1970; Arganbright, 1971).



A aquisicdo do sistema vascular foi de suma importincia para o sucesso
evolutivo das plantas terrestres. O sistema vascular € o responsavel pelo crescimento do
diametro da planta e produz o floema e xilema secundério. O xilema secundario é um
tecido altamente especializado, com fun¢do de transporte e sustentagio, produzido pelo
crescimento lateral e diferenciacdo do cambio meristematico vascular (Fukuda 1996). O
produto derivado da formacao do xilema secunddrio representa um dos recursos naturais
mais importantes do mundo, a madeira, e os genes expressos durante o processo de
formacao do xilema secundario determinam as suas propriedades fisico-quimicas (Kirst,
Myburg et al. 2004).

O estudo da expressdo génica diferencial entre espécies de eucalipto com
diferentes caracteristicas fisicas da madeira permitiria identificar e correlacionar quais
genes estdo envolvidos com as vias de biossintese de celulose, lignina e compostos da
parede celular. Estes conhecimentos abririam o caminho para o melhoramento genético
da espécie através da transgenia, podendo assim melhorar sua producio de celulose por
m’ tanto quanto suas caracteristicas estruturais para utilizacdo da madeira na construg¢do

civil.
1.2.1. A Parede celular

A parede celular do eucalipto é composta aproximadamente por 50% celulose,
25% hemicelulose e 25% lignina. Essa constituicdo quimica varia entre espécies do
mesmo género e, em menor escala, entre os exemplares da mesma espécie (Vital, 1984).
Esses compostos sdo formados a partir da combinacio de alguns elementos quimicos,
considerada como obedecendo a seguinte propor¢do geral: 50% de carbono, 44% de
oxigénio, 6% de hidrogénio, 0,1% de nitrogénio e 0,3% de cinzas (material inorgénico).

A parede celular tem vérias fungdes: regula a expansao celular, contribui para a
adesao entre as células, funciona como barreira para potenciais patégenos e determina
as propriedades fisicas da planta, bem como a resisténcia mecanica que permite que
algumas plantas alcancem grandes alturas (Boudet, 2000). A parede celular também
atua como exoesqueleto, controlando a forma da arvore, e € necessdria para regular as
relacdes hidricas das plantas, pois determina a relacdo entre turgor e volume celular,
sendo o crescimento vegetal expansivo limitado principalmente pela capacidade de

expansdo da parede celular.



A parede celular € classificada em dois tipos principais: Primdria e secundaria.
Ambas s@o compostas por microfibrilas de celulose inseridas em uma matriz de
polissacarideos, principalmente hemicelulose e pectinas, mais uma pequena quantidade
de proteina estrutural variando de acordo com a célula e com a espécie vegetal. A
parede primdria é formada durante a citocinése e depois modificada durante a expansdo
celular. A parede celular secunddria forma-se apds a formacdo da parede priméria,
cessando o crescimento da célula e ¢é altamente especializada em estrutura e
composi¢do. As células do xilema, tais como as encontradas na madeira, sdo notdveis
por possuir parede secunddria altamente espessada e refor¢ada por lignina.

As microfibrilas de celulose sdo estruturas rigidas que contribuem para a
resisténcia a disposicdo estrutural da parede celular. Os glucanos individuais que
constituem as fibrilas estdo firmemente alinhados e ligados entre si, formando uma fita
altamente ordenada, que exclui 4gua e é relativamente inacessivel ao ataque enzimético.
Como resultado a celulose é muito forte, muito estdvel e resistente a degradacao.

As diferentes fungdes da parede celular refletem sobre a grande variedade da sua
composi¢do entre diferentes tipos celulares e durante a diferenciag@o celular. Acredita-
se que até 15% dos genes contidos no genoma possam estar envolvidos com sintese da
parede celular e sua regulacdo (Darley et al 2001). Um grande ndmero de genes também
€ necessdrio para a sintese de polimeros da parede celular, como lignina, celulose,
xilano, xiloglucano, pectinas, proteinas estruturais e outros componentes, bem como o
envolvimento de genes relacionados a hormonios, citoesqueleto e sua regulacdo
(Leroxel, 2006; Somerville, 2006; Joshi, 2007).

Para entender como as plantas constroem seus diferentes tipos de parede celular
€ necessario conhecer os genes que participam de sua via metabdlica de sintese e

aqueles que participam da sua regulagdo

1.2.2. A Celulose

Provavelmente ndo ha processo bioquimico em plantas que seja tdo importante,
e ao mesmo tempo tdo mal compreendido ao nivel molecular, do que a sintese de
celulose. De certa forma isto € surpreendente, pois 0 mecanismo bdsico consiste de uma
simples polimerizagdo de residuos de glucose, como a UDP-glucose, para formar um
polimero 3-1,4-d-glucano. Esta € uma representacio simples de um processo claramente

mais complexo que requer muitos niveis de organizagao.



A celulose é composta por polimeros de cadeias lineares, sua estrutura se forma
pela unido de moléculas de -glucose através de ligagdes do tipo 1-4-glucosidico, com
férmula empirica (CsH0Os5)n com um valor minimo de n=200.

A celulose tem estrutura linear ou fibrosa na qual se estabelecem multiplas
pontes de hidrogénio entre os grupos hidroxila das cadeias justapostas de glicose,
fazendo-as impenetrdveis a 4gua, e originando fibras compactas que constituem a
parede celular do vegetal. Dependendo da fonte de onde € obtida, suas propriedades
fisicas (estado cristalino, grau de cristalizagdo e peso molecular) podem variar
consideravelmente.

A microfibrila de celulose € firmemente empacotada de cadeias lineares de d-
glucose com ligagdes B1-4. Estas microfibrilas sdo de comprimento indeterminado e sua
estrutura molecular exata € desconhecida. A celulose tem alta resisténcia eldstica,
equivalente a do aco, é insolivel, quimicamente estavel e relativamente imune ao ataque
enzimatico. Tais propriedades fazem da celulose um excelente material estrutural para
formar uma parede celular forte. A formagdo de celulose envolve ndo apenas a sintese
de glucano, mas também a cristalizacio de cadeias multiplas de glucano dentro da
microfibrila. Pouco é conhecido sobre o controle desse processo, exceto que a dire¢do
do deposito da microfibrila pode ser orientada por microtubulos adjacentes & membrana.
Quando a microfibrila de celulose € sintetizada, ela fica depositada em um meio (a
parede) que contem uma alta concentragdo de outros polissacarideos, com capacidade
de interacdo e, talvez, de modifica-la. Estudos t€m mostrado que hemicelulose tais
como xiloglucano e xilano, podem ligar-se a superficie da celulose. Algumas
hemiceluloses também podem tornar-se fisicamente aprisionadas dentro da microfibrila
durante sua formagdo; assim hd uma reducdo da cristalinidade e da ordem da
microfibrila. As hemiceluloses constituem um grupo heterogéneo de polissacarideos
que se liga com firmeza a parede. Diversos tipos de hemicelulose sdo encontrados em
paredes celulares; as paredes de espécies e tecidos diferentes, por sua vez, variam
quanto a sua composicdo em hemicelulose. Assim como as hemiceluloses, as pectinas
também constituem um grupo heterogéneo de polissacarideos caracterizados por

conterem acucares acidos.



Cellulose
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Figura 1. Representacio esquematica da parede celular secundaria lignificada.
Extraido de Boudet et al (2003).

Células vivas utilizam um sofisticado complexo de membranas para a sintese de
celulose, com um grau de complexidade semelhante ao da replicagdo de DNA. A sintese
de celulose depende de um nimero de proteinas arranjadas de maneira especifica e as
cadeias de glucano sdo sintetizadas simultaneamente por grandes complexos
enzimdticos transmembrana. Apenas um Unico componente deste complexo foi
identificado, a celulose sintase (CesA). Estes complexos podem ser encontrados
solitarios ou em clusters enfileirados na membrana, e a organizagdo destes complexos
determina a dimensdo da microfibrila de celulose.

Genes codificando celulose sintases em plantas foram identificados por
seqiienciamento e comparados com celulose sintases de bactérias e outras f-
glycosiltransferases. Um grande niimero de genes foi identificado com possivel funcdo
ndo redundante em 170 tipos de plantas vasculares, sendo que em Arabidopsis foram
encontrados pelo menos 10 genes CesA distintos. Segundo Doblin et al (2002), os
produtos de pelo menos trés genes diferentes de CesA sdo necessdrios para a formagdo
de um complexo funcional, e mutacdes em qualquer um destes genes acarretaria na
perda da microfibrila de celulose.

Em bactérias sintetizadoras de celulose, como as espécies do género
Acetobacter, a polimerizagdo dos residuos de glucose em [-1,4-glucano € catalisado
pela celulose sintase utilizando a UDP-a-glucose como substrato. Neste tipo de reacdo
uma Unica CesA € capaz de iniciar, elongar e terminar a cadeia. Existem também
hipéteses que a celulose seria sintetizada por etapas envolvendo intermedidrios lipidicos
em conjunto com a celulose sintase e uma endoglucanase (Delmer, 1995). Genes
codificadores para endoglucanases foram inclusive encontrados em operons de celulose

sintase (Matthysse et al 95 a e b). J4 em plantas, a regulagdo das CesA ¢ incerto, mas
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dado o grande nimero de genes o controle da polimerizagdo das microfibrilas de
celulose pode se dar pela interacdo de diferentes sub-variedades de CesA em uma
orientacdo especifica. Semelhangas na sintese de celulose foram encontradas em
diversos organismos (Nobles and Brown, 2004), e mesmo considerando particularidades
nos diferentes organismos, acredita-se que a regido do sitio catalitico é conservada em
todas as celuloses sintases, sugerindo que os diferentes organismos catalisam a sintese

de cadeia -1,4-glucano de maneira similar.

1.2.3. A Lignina

A lignina é encontrada na parede celular de vaérios tipos de tecidos de
sustentacdo e vascular, especialmente traqueides e elementos de vaso, correspondendo
entre 15 a 35% do peso seco da madeira. Ela é depositada, sobretudo no espessamento
da parede secunddria, mas também pode ocorrer na parede primdria e na lamela média
em intimo contato com a celulose e hemicelulose presentes.

A composi¢do quimica elementar da lignina inclui carbono, hidrogénio e
oxigénio, mas a contribuicdo relativa destes elementos pode variar principalmente se a
lignina for obtida de coniferas ou de folhosas além de depender do método de
isolamento da mesma. A rigidez mecanica da lignina fortalece os caules e o tecido
vascular, permitindo o crescimento ascendente e possibilitando que a dgua e os sais
minerais sejam conduzidos através do xilema sob pressdo negativa, sem haver colapso
do tecido.

Alem de proporcionar suporte mecanico, a lignina desempenha fungdes
protetoras importantes nos vegetais. Por sua capacidade de ligacdo a celulose e a
proteinas, a lignina também reduz a digestibilidade dessas substancias. A lignificagéo
bloqueia o crescimento de patdgenos e é uma resposta freqiiente a infec¢do ou lesao.

A lignina é um polimero de natureza aromatica com alto peso molecular que tem
como base estrutural unidades de fenil-propano e provavelmente esta ligada aos
polissacarideos da madeira, com um padrio de ligagdes complexo e irregular, unindo as
subunidades aromdticas de dlcool. Tais subunidades, sintetizadas a partir da
fenilalanina, sdo secretadas para a parede, onde sdo oxidadas no local apropriado pelas
enzimas peroxidase e lacase. Como a lignina se forma na parede, ela remove dgua da
matriz e constitui uma rede hidrofébica, que se liga firmemente a celulose e impede a

expansdo da parede (Boudet et al 2000 e 2003; Darley et al 2001).
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A estrutura quimica da lignina ndo € totalmente conhecida principalmente pelo
fato das alteracdes que sofre durante as préticas de seu isolamento da madeira, sendo
constituida de trés mondmeros que diferem entre si pelo grau de metilacdo, sdo eles:
élcool trans-coniferilico, dlcool trans-sinapilico e dlcool para-trans-cumarico e levam a
formacdo dos diferentes tipos de lignina, Guaicilica (G), Sinapilica (S) e Cumarilica
(H), respectivamente, sendo a ultima uma lignina considerada aberrante e encontrada
em quantidade muito inferior. (Besseau, 2007). A diferenca na composicao das ligninas
e a quantidade de cada um dos tipos de lignina influi nas caracteristicas da madeira. O
valor da NTLI (Ndmero tedrico de ligacdes Intermonoméricas) que varia segundo a
composi¢do da lignina revela ser maior na lignina G do que na S.

Estes fatos levam a formagdo de ligninas mais ou menos resistentes o que
carateriza a sua estabilidade perante agentes bidticos e abidticos de degradacdo da
madeira (Higushi, 1985). A lignina G que é se mostra mais ramificada e rigida possui
um menor Indice de Flexilibidade Molecular (IFM), sendo assim mais resistente e mais
indicada para a industria de constru¢do, a madeira com maior quantidade deste tipo de
lignina esta menos susceptivel a rachaduras, j4 a lignina S, que possui um IFM maior, €,
portanto mais indicada para a inddstria de celulose sendo sua deslignificacido da celulose
mais fécil, portanto mais barata, menos poluente e trabalhosa (Baucher et al, 2003).

Uma grande quantidade de genes é atribuida como participante da formacdo da
lignina em algum nivel de sua sintese, tais como os genes reguladores da atividade das
enzimas phenylalanine ammonia-lyase (PAL), 4-cumarate-CoA ligase (4CL),
cinnamate 4-hydroxylase (C4H), ferulate 5-hydroxylase (FSH), cinnamoyl-Co-A NADP
reductase (CCR), cinnamyl alcohol dehydrogenase (CAD), que participam das reagdes
da etapa que antecede a polimerizacdo da lignina. (Boudet et al 2000 e 2003; Darley et
al 2001).

Indicios de que outros genes podem contribuir de forma determinante para a
sintese deste polimero foram encontrados quando plantas mutantes ou geneticamente
modificadas apresentaram unidades inusuais de lignina, levando a hipétese que em
condi¢des especificas sua sintese pode ser alcancada por diferentes vias e precursores
envolvendo assim uma grande variedade de genes. Mutantes de Populus tremuloides
sem a expressdo do gene Pt4CL1, cuja proteina codificada catalisa a ligagdo CoA do
acido hidroxicinamico e esté relacionado com a formagdo de precursores da sintese de
lignina, foi encontrada uma reducio de 45% na quantidade de lignina compensada por

um aumento de 15% de celulose (Chiang et al 1999).
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Devido a grande quantidade de genes envolvidos com a sintese do xilema
secundario e da lignificacdo, o estudo da expressdo destes genes em diferentes espécies
pode levar ao melhor entendimento destas vias. A identificacdo da participagdo
diferencial de grupos destes genes e a possibilidade de se aperfeicoar este processo
através de técnicas de transgenia, t€m grande potencial de aumentar a qualidade e o
rendimento da produgdo de celulose. Altos teores de lignina sdo indesejaveis por tornar
os métodos de extracdo e purificagdo mais caros e poluentes, alem de apresentar menor
rendimento e qualidade na extracdo de celulose. No entanto, a lignina exerce importante
fungdo de sustentacdo e protecdo a pragas na planta e uma concentracdo muito baixa ou

alteracdo drastica na sua composi¢do pode inviabilizar o vegetal.
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Figura 2. Vista simplificada da via de formacio de ligninas, genes representados:
1- PAL - phenylalanine ammonia-lyase; 2- C4H- cinnamate 4-hydroxylase; 3- 4Cl -
cinnamate 4-hydroxylase; 4- CCR- cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase; 5- CAD-
cinnamyl alcohol dehydrogenase; 6- C3H - p-coumarate 3-hydroxylase; 7- F5H-
ferulate 5-hydroxylase; 8- COMT- caffeate O-methyltransferase; 9- Peroxidase; 10-
Lacase. Modificado de Boudet et al, 2003.
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1.3. O Consorcio Genolyptus

Com base em sua importancia econdmica e estratégica, entre 2000 e 2001 foi
iniciado um esfor¢o conjunto no sentido de utilizar ferramentas gendmicas visando o
melhoramento genético do eucalipto, o projeto denominado “GENOLYPTUS — Rede
Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus”, concretizado em 20 de fevereiro de
2002 com seu langamento oficial pelo entdo presidente da republica, Fernando H.
Cardoso, com recursos financeiros do Fundo Setorial Verde-Amarelo e de empresas de
celulose e papel. Foram reunidas 14 grandes empresas do setor de papel e celulose
(Aracruz, Celmar, Cenibra, International Paper, Jari Celulose, Klabin, Lwarcel, RAIZ.
Rigesa, Suzano Bahia Sul, Veracel, Votorantin Celulose e Papel, V&M Florestal,
Zanini Florestal) e dez instituicdes de pesquisa lideradas pela Embrapa/Cenargem sobre
a coordenacdo geral do Dr. Dério Grattapaglia. Confirmado o apoio do governo federal,
esse projeto pré-competitivo constituiu-se no exemplo pioneiro de parceria entre o
Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) e as competéncias instaladas no setor
produtivo e nas institui¢des de pesquisa em um empreendimento de desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico na interface entre ciéncias gendmicas, melhoramento genético,
tecnologia da madeira e produgao florestal.

O objetivo central do Projeto GENOLYPTUS foi o descobrimento,
sequenciamento, mapeamento e a determinacdo da funcdo de genes de importincia
econdmica de espécies de Eucalyptus, visando a incorporacdo de tecnologias de
genOmica nos programas de melhoramento e producdo florestal. O projeto foi
organizado em oito sub-projetos, coordenados por diferentes grupos de pesquisa. Estes
sub-projetos intitulam-se (1) Instalacdo e avaliacdo continuada de uma rede
experimental de campo (Empresas privadas); (2) Internalizacio de tecnologias de alto
desempenho para avaliacio da qualidade da madeira (UFV); (3) base genética e
identificcdo de genes que conferem resisténcia a doengas em Eucalyptus (UFV); (4)
Construcdo de mapas genéticos e mapeamento de locos controladores de caracteristicas
quantitativas (QTLs) (Embrapa-Cenargem); (5) Constru¢do de mapas fisicos localizados
no genoma de Eucalyptus (UFV); (6) Sequenciamento do transcriptoma de Eucalyptus
(UFRGS); (7) Andlise da expressdo gé€nica em microarranjos e Bioinformadtica para a
analise integracdo e disponibilizacdo de dados gendmicos (Unicamp); (8) Genética

estatisitca e métodos quantitativos (UFG) . O Laboratério de Gendmica e Expressdo
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(LGE), ficou a cargo do sub-projeto 7, dentro do qual foi desenvolvida esta dissertacio

de mestrado.

1.3.1. Descricdo das espécies estudadas no sub-projeto intitulado “Analise da
expressdo génica em microarranjos e Bioinformdtica para a andlise integra¢do e

disponibiliza¢io de dados gendmicos”

Quatro espécies de FEucalyptus foram estudadas neste projeto: Eucalyptus
grandis; E. urophylla; E. globulus e E. pellita. Estas espécies foram escolhidas por suas
caracteristicas fisicas e importincia econdmica. E. grandis e E. urophylla sao
semelhantes na qualidade e composi¢do quimica de sua madeira e sdo as espécies mais
plantadas hoje no Brasil. Ja E. globulus é a espécie que possui maior qualidade da
madeira e menor quantidade de lignina, e E. pellita possui madeira de baixa qualidade e
alta concentracdo de lignina.

Devido a grande variabilidade fenotipica do eucalipto faz-se necessdria uma
descri¢do mais detalhada das espécies estudadas no trabalho, as descri¢cdes apresentadas

foram baseadas em (Silva, 2001).

. Eucalyptus grandis Hill ex-Maiden - A espécie ocorre naturalmente na
Austrélia, ao norte do estado de New South Wales, entre as latitudes 25 e 33°S, e nas
regides central (latitude de 21°S) e norte (latitude 16 a 19°S) de Queensland, em dreas
com altitude variando desde o nivel do mar até 600 metros, na area de maior ocorréncia,
e de 500 a 1.100 metros de altitude nas dareas mais ao norte (Atherton - QLD). Nestas
latitudes, a precipitacdo pluviométrica varia de 1.000 a 3.500 mm anuais,
predominantemente no verdo, e a estacdo seca raramente ultrapassa trés meses; a
temperatura maxima média varia de 24 a 30° C e a minima média varia entre 3 ¢ 8° C.,
raramente ocorrem geadas nas regides costeiras, embora elas possam ocorrer em locais
de maior altitude. E. grandis é uma das espécies mais plantadas no mundo, considerada
uma das espécies mais versateis e indicadas para uso multiplo. A madeira desta arvore é
considerada medianamente leve e é facil de ser trabalhada em operacdes de usinagem. E
também considerada de baixa estabilidade, mas de elevada permeabilidade. Quando
oriunda de plantacdes de ciclo longo, a madeira € utilizada intensivamente na Austrélia,

Africa do Sul, Brasil e Argentina como madeira de constru¢cdo e matéria-prima na
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fabricacdo de moéveis. Quando oriunda de plantagdes em ciclos curtos € utilizada em
caixotaria, paletes, carvdo e mourdes. A madeira oriunda de drvores com rapido
crescimento apresenta problemas de empenamento, contracdes e rachaduras, em
operacdes de desdobro e secagem. As madeiras convenientemente manejadas podem
produzir madeira excelente para serraria e laminacdo. E a principal matéria-prima para
as inddstrias de celulose, painéis aglomerados e chapas duras. Em vista de estas
caracteriticas, E. grandis ¢ uma espécie presente em muitos paises de clima ameno por
ser considerada sensivel a geadas severas, mas apresenta relativa resisténcia a
deficiéncia hidrica; sua madeira é considerada moderadamente leve, com cerne
diferenciado. Ja sua regeneracdo, através da brotacdo de cepas, é considerada boa; o
ritmo de crescimento e o rendimento volumétrico sdo geralmente superiores, quando

comparados a outras espécies convencionais.

. Eucalyptus pellita F. Muel - Na Australia, a espécie ocorre em duas regides, nas
latitudes de 12 a 18°S e 27 a 36°S, em altitudes que podem variar desde o nivel do mar
até 600m. A precipitacdo pluviométrica média anual varia de 900 a 2.400 mm,
distribuidas uniformemente durante o ano, com maior concentracdo no verdo. A
temperatura maxima média varia de 24 a 33° C e a temperatura minima média varia de
12 a 16°C, com geadas sendo quase inexistem em ambas as regides. A madeira €
considerada levemente pesada, onde as propriedades de resisténcia mecanica sdo
elevadas. E. pellita possui uma madeira da alta estabilidade, mas de baixa
permeabilidade, sendo muito utilizada em componentes estruturais para construcio,
caixotaria, postes, mourdes, dormentes, lenha e carvdo. Esta espécie é considerada apta
para regides onde ndo ocorrem geadas. No Brasil, a espécie ndo tem sido plantada
intensivamente e tem sido pouco estudada. Alguns trabalhos realizados em institui¢des
de pesquisa ndo tem sido animadores sendo considerada a espécie que possui todas as

caracteristicas “ruins” do eucalipto, especialmente pelo alto teor de lignina que possui.

. Eucalyptus urophylla S. T. Blake — Esta é uma das duas espécies de ocorréncia
natural fora do territorio australiano, ocorrendo naturalmente na ilha de Timor e outras
ilhas a leste do arquipélago indonesiano, entre as latitudes de 8 a 10°S, com altitudes
variando de 400 a 3.000 metros. A precipitacdo pluviométrica média anual nestas
regides varia de 1.000 a 1.500 mm, com chuvas concentradas no verdo. O periodo seco

ndo ultrapassa quatro meses. A temperatura média médxima se situa em torno de 32°C e
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a temperatura média minima varia entre 8 a 12° C. Geadas podem ocorrer em alguns
dias do ano, nas zonas de maior altitude. A madeira € considerada medianamente leve,
onde as propriedades de resisténcia mecénica sdo moderadas, tendo relativa estabilidade
e alta permeabilidade. No Brasil, € indicada para usos gerais e muito utilizada em
laminacdo, componentes estruturais para construcdo, caixotaria, mourdes, escoras,
celulose e papel, chapas duras, painéis, lenha e carvdo. Intimeros esfor¢os tém sido
realizados para a introducdo da espécie fora das condi¢des de sua zona natural e os
resultados sdo bastante satisfatérios, com a espécie apresentando alta plasticidade,
adaptando-se a solos hidromoérficos ou francamente arenosos, em diferentes altitudes.
Esta espécies é considerada apta para regides onde ndo ocorrem geadas e situagdes de
déficits hidricos severos. No Brasil, a espécie tem sido plantada intensivamente em
programas de melhoramento genético, principalmente de hibridagdo. E uma espécie que
apresenta boa capacidade de regeneracdo por brotacdo e resisténcia ao fungo causador

do cancro do eucalipto.

° Eucalyptus globulus - O E. globulus € originario da Tasmania, onde é conhecido
por "blue gum". A entrada dos eucaliptos na Europa comegou com expedicdes
cientificas européias a Australia, Tasmania e Nova Zelandia. Os pesquisadores da época
se encantaram com as folhas, as cascas e o odor dos eucaliptos e trouxeram sementes
para plantios desse tipo de arvores em jardins botanicos na Europa e E. globulus foi
sempre muito atrativo por razdes estéticas. Sua casca possui colora¢do e desenhos
atrativos, suas folhas jovens sdo prateadas e o odor de seus 6leos essenciais € inclusive
medicinal. O eucalipto difundiu-se pela zona litoral mediterrdnea para diversos paises
europeus, entre os quais destaca o Portugal, aonde produtividade florestal do E.globulus
em varia de 15 a 25 m3ha.ano, embora existam talhdes florestais comerciais com
valores até mesmo superiores. Apesar dessa produtividade moderada, E. globulus possui
uma densidade bésica mais alta e um menor teor de lignina em sua madeira. Além disso,
a qualidade dessa lignina é de mais fécil dissolucdo pelos processos de cozimento e de
branqueamento para fabrica¢do de celulose. O resultado disso é que sua madeira seja
talvez a mais admirada para a conversdo a celulose, pela facilidade de processamento e

pelos rendimentos alcangados.
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1.3.2. Analise global da expressio génica

O termo gendmica foi primeiramente usado em 1986 para descrever a iniciativa de
mapear e seqiienciar o genoma humano e, em termos formais compreende o estudo do
material genético dos individuos (Gupta & Lee, 2007).

O crescimento de arvores e a produgdo de celulose sdo resultados do metabolismo
celular especifico, definido pela programacao genética de cada célula; i.e. quais genes
expressos em um determinado momento e com uma determinada intensidade. Com a
evolucdo da gendmica, diversas metodologias foram desenvolvidas para a anélise global
da expressdo génica, tais como o differential display PCR (Mullis,1986), serial analysys
of gene expression (SAGE), (Le Dai 2004), as bibliotecas subtrativas (Blumberg and
Belmonte 1999) e os microarranjos de DNA (Venkatasubbarao 2004) (Schena, Shalon
et al. 1995). Nestes métodos, a expressdo de muitos genes € avaliada ao mesmo tempo,
permitindo correlacionar expressdo génica global e respostas a estimulos diversos.

Todas estas metodologias objetivam avaliar a transcri¢do génica diferencial em
tipos diferentes de células ou em células submetidas a diferentes condi¢des, tentando
assim correlacionar processos metabdlicos com o funcionamento de genes especificos.
Em particular, a técnica de microarranjos de DNA tem se mostrado muito poderosa e
robusta, gerando um grande volume de dados, e tem sido utilizada com grande sucesso
em diferentes espécies de microrganismos, animais ou plantas. (Karp, Grupe et al.
2000); (Eaves, Wicker et al. 2002); (Wayne and MclIntyre 2002). Mesmo em eucalipto,
estudos recentes baseados nos microarranjos de DNA foram realizados na tentativa de
elucidar os mecanismos relacionados com a formacdo e desenvolvimento do xilema
secunddrio, tendo sido identificado um conjunto de 125 genes preferencialmente
expressos em xilema em relacdo as folhas, com o aumento de expressdo desses variando
de 1,2 a 43,7 vezes, (Paux, Tamasloukht et al. 2004). Outro estudo usando essa mesma
metodologia buscou identificar genes relacionados com o crescimento secundério em
hibridos de E. grandis x E. globulus, sendo que a primeira espécie é conhecida por
crescimento rdpido e a segunda por madeira de alta qualidade (Kirst, Myburg et al.
2004).

Conforme anteriormente citado, o género Eucalyptus é composto por mais de
500 espécies. Com toda essa variedade, observa-se uma ampla variabilidade fenotipica,

que serve de base para cruzamentos visando o melhoramento genético. Outra vantagem

18



¢ o fato do género possuir um genoma pequeno, variando de 400 a 700 Mpb
dependendo da espécie (Grattapaglia and Sederoff 1994), o que facilita as investigacdes
genOmicas. Todas essas caracteristicas levaram ao sequenciamento do genoma do E.
grandis pelo Joint Genome Institute, por ser aquela mais cultivada e com maior valor
econdmico.

Neste contexto se insere o presente estudo que buscard comparar a expressao
dos genes relacionados com a formagdo e desenvolvimento do xilema nas diferentes
espécies de eucalipto, tendo como objetivo identificar os padrdes que as tornam mais
aptas, bem como quais genes relacionados com determinadas caracteristicas. Essa
analise abre a possibilidade da identificacdo de genes chave que possam ser
manipulados, através do melhoramento cldssico ou da transgé€nia, para aumentar o
conteudo relativo de celulose das plantas, incrementando a sua eficiéncia para processos

econdmicos.
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2. Objetivo

O objetivo principal do presente trabalho é identificar quais os genes
relacionados com caracteristicas especificas de desenvolvimento do eucalipto e da
formacdo de celulose através da comparacdo da expressdao génica diferencial do xilema
de quatro espécies de eucalipto com diferentes capacidades de formacdo de celulose,
com o intuito de obter conhecimentos que possam ser aplicados no melhoramento

genético do eucalipto para a producio de biomassa.

2.1 Objetivos especificos

e Construir microarranjos de cDNA e réplicas para as quatro espécies de

eucalipto a serem estudadas.

e Confirmar através de PCR em tempo real a expressao dos principais

genes tidos como diferenciais nos microarranjos.

e Tracar um perfil de expressao para os genes da via de lignina nas quatro

espécies de eucalipto a serem estudadas.

® Identificar genes chave que possam ser manipulados, através do
melhoramento cldssico ou da transgénia, para aumentar o conteido
relativo de celulose das plantas, incrementando a sua eficiéncia para

processos econdmicos
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3. Material e Métodos

3.1. Delineamento experimental

A partir da biblioteca de ESTs do projeto GENOLYPTUS foram selecionadas
500 seqiiéncias de genes candidatos. Foram selecionados genes com funcdes putativas
conhecidas no metabolismo da espécie, e também genes cujas funcdes ainda nio sdo
definidas, com o intuito de associd-los a vias metabdlicas determinadas por comparacao
com os padrdes de expressao de genes conhecidos.

Apéds selecdo de 500 genes presentes no banco Genolyptus para estudo da
expressdo génica através dos microarranjos, os respectivos clones foram obtidos da
biblioteca de ESTs, cedida pelo professor Giancarlo Pasquali. Destes clones foram
utilizados 384 genes para a confec¢do das laminas por limitacdo técnica do aparelho
Flexys Robot (Perkin Elmer), uma vez que este equipamento utiliza como base para a
impressdo, o material organizado em placas de 384 pocos. Os clones entdo foram
amplificados por PCR, purificados e armazenados em uma placa de 384 pocos para
impressdo das laminas.

Foram produzidas um total de ~50 laminas no trabalho, sendo aproveitadas 3
laminas de marcacdo simples para cada condi¢cdo: xilema de E.grandis; E.urophylla;
E.globulus; E.pellita; folha de E.grandis, ja que a marcacdo dupla apresentou problemas
devido a diferenca de incorporacgao dos flu6foros.

Para a andlise dos resultados, todos os valores de fold-change foram
normalizados em relacdo ao controle positivo (B-actina) e as marcagdes simples de
xilemas das espécies sempre comparadas a marcacdo simples de folha, sendo possivel
assim triangular os resultados e verificar a expressdo de um gene no mesmo tecido de

diferentes espécies de eucalipto em relacdo a outro tecido (folha) de eucalipto.

.3.2. Coleta dos tecidos e extracao de RNA
O RNA foi extraido do xilema secundério, regido responsavel pela formagdo da
madeira, de arvores adultas com trés anos de idade, a uma altura aproximada de 1 m do

chdo. Os tecidos foram coletados na reserva experimental da reserva horto florestal
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Barba Negra da Aracruz, em Guaiba, Rio Grande do Sul, sob supervisio do Prof.
Giancarlo Pasquali. Foram isolados os xilemas provenientes das espécies E. pellita, E.
globulus, E. grandis e E. urophylla. Como controle experimental, foram coletadas
folhas de E. grandis. Este material foi processado para a extracdo de RNA conforme

protocolo apresentado a seguir.

3.3. Extracao do RNA total

O RNA foi extraido de acordo com protocolo fornecido pelo fabricante do kit
“Concert Plant RNA Reagent” (Invitrogen). As amostras de RNA foram armazenadas a
—70°C.

A qualidade e integridade dos RNAs foram verificadas em gel desnaturante de
agarose-formaldeido e quantificadas por espectrofotometria. A razdo A260/A280 foi

verificada para garantir a pureza do material. (Sambrook e Russel, 2001). Figura 3

Figura 3: RNAs totais de: 1. xilema de E.grandis; 2. xilema de E.globulus;
3. xilema de E.urophylla; 4. xilema de E.pellita; 5. folhas de E.grandis
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3.4. Amplificacao do RNA através de transcricio in vitro

Essa amplificacdo foi baseada no protocolo descrito por GOMES et al. (2003).

Para a sintese da primeira fita de cDNA, partiu-se de 2 pg de RNA total de
cada tratamento, 0,5 pg de oligo-dT (24) T7 (5°GGC CAG TGA ATT GTA ATA CGA
CTC ACT ATA GGG AGGCGG VITTTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT T3’) e 4gua
tratada com DEPC para volume final de 7 pL.. A solucdo foi aquecida a 70° C por 5
minutos e resfriada em gelo por 1 minuto. Adicionou-se, entdo, tampao de primeira fita
1X e DTT 10 mM (Invitrogen, EUA), dNTPs ImM (Amersham Biosciences, EUA), 1,5
pg de oligo TS (5> AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG 3°),40 U
RNAseOUT (Invitrogen, EUA) e 200 U de transcritase reversa Superscript II RNase H
(Invitrogen, EUA), e incubou-se por 1 hora a 42°C. Apds esse periodo, adicionou-se

mais 200 U de Superscript II e incubou-se a 42°C por mais 1 hora.

A segunda fita de cDNA foi sintetizada com o Advantage Polymerase cDNA
PCR kit (Clontech, EUA). Adicionou-se ao volume total da reacdo anterior: tampao
PCR 1X, dNTPs 0,2 mM (Amersham Biosciences, EUA), 1,4 U de RNAseH
(Invitrogen, EUA), e 2,5 pL. de Advantage polimerase. Incubou-se a 37° C por 10
minutos para a degradacdo das fitas de RNA dos hibridos cDNA:RNA, formados na
sintese da primeira fita, a 94° C por 3 minutos para a desnaturagdo das fitas, a 65° C por
5 minutos para o pareamento dos oligos e a 75° C por 30 minutos para a extensdo. A
reacdo foi paralisada com a adi¢do de 5 pL. de uma solu¢do NaOH 1 M contendo EDTA
2 mM, e incubacdo a 65° C por 10 minutos. A reacdo foi purificada com a adig¢do de
fenol-cloroférmio-dlcool isoamilico (25:24:1) e precipitada com 3 volumes de etanol
absoluto gelado, na presenca de 0,5 volume de acetato de sédio 3 M e 0,1 pg de
acrilamida linear (Ambion), durante 1 hora a -80° C. O precipitado foi lavado por 5
vezes com 1 mL de etanol 70% gelado, seco a 42° C e ressuspendido em 10 pL, volume
usado para a reacdo de transcricao.
A transcrigdo foi feita com o kit RiboMAXTM Large Scale RNA Production System - T7
(Promega Corporation, USA), usando-se metade dos volumes dos reagentes
recomendados pelo fabricante, sem prejudicar a quantidade e a qualidade do RNA
amplificado obtido. Aos 10 pL. de segunda fita purificada, adicionou-se tampdo de
reacdo 1X, rNTPs 7,5 mM, 2,5 uL. do mix de enzimas, num volume final de 25 pL. A
reacdo foi entdo incubada por 6 horas a 37° C. Esse material foi purificado com o

reagente Trizol (Invitrogen, EUA) e precipitado com 1 volume de isopropanol e adicdo
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de 0,1 volume de acetato de s6dio 3 M e 5 mg de glicogénio. O precipitado foi lavado
por 5 vezes com 1 mL de etanol 70% gelado, seco a 42° C e ressuspendido em 6 pL,
volume usado no segundo round de amplificagdo, o qual foi semelhante ao primeiro
round, com algumas modificacdes. A solugcdo contendo o volume total da reacdo de
transcri¢do purificada do primeiro round (6 pL) e 9 ng de oligo hexdmero randdémico
(PdN®6) foi aquecida a 70° C por 5 minutos e resfriada em temperatura ambiente durante
10 minutos. Adicionou-se entdo 0,5 pg de oligo-dT (24) T7, tampao da primeira fita 1X,
dNTPs 1mM, DTT 10 mM, 40 U RNAseOUT (Invitrogen, EUA) e 200 U de
transcritase reversa Superscript II (Invitrogen, EUA), e procedeu-se como no primeiro
round. A concentracdo e qualidade do RNA amplificado (RNAa) foram verificadas por

eletroforese em gel de agarose 1% - TAE 0,5 X, utilizando-se tampado desnaturante da

-1
amostra contendo uréia 7 M, e brometo de etideo (0,5 pg mL ) para visualizacdo. A

aquisi¢do da imagem foi feita conforme descrito acima.

3.5. Producao dos microarranjos de cDNA

3.5.1. Amplificacao dos clones

A amplificacdo dos clones da biblioteca de cDNA foi feita através de PCR em placas de
96 pocos. Em cada reacdo foram utilizados 3ul de MgCI2 50nM, 10ul de tampao para
TAQ polimerase 10X, 1 ul (10pmol) de cada primer MI13F/ PUC23 (5°-
cccagtcacgacgttgtaaaacg-3’) e M13R/PUC23 (5’agcggataacaattcacacagg-3’), 1 ul de
TAQ polimerase 5U, 2ul da solugcdo contendo os plasmideos puros em uma
concentracdo de uso 1/50. Os volumes foram ajustados com H,O deionizada para
completar um volume final de 100ul. O termociclador foi ajustado com o seguinte
programa para amplificacdo: 94°C- 5Smin ; 94°C- 30sec; 58°C- 30sec; 72°C- Imin 30sec
(30 ciclos); 72°C- 10min. Apés o término das reagdes de PCR, os produtos de
amplificacdo foram inspecionados em gel de agarose 1.5% corado por brometo de

etidio.
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Apé6s amplificagdo por PCR, os produtos da amplificacdo foram avaliados
quanto a qualidade e concentracdo através de eletroforese em gel de agarose, conforme

apresentando pela Figura 4.

Figura 4. Produtos da amplificaciao dos
clones por PCR utilizando com os iniciadores universais M13pUC23 F e R. A.
Amplificacao dos clones 1 a 192. B. Amplificaciao dos clones 193 a 384.

3.5.2. Impressao das laminas

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o sistema Millipore, e
concentrados através de evaporacdo a 37°C por aproximadamente 12 horas. O material
seco foi ressuspendido em 10 ul de DMSO a 50%. Previamente a impressdo dos clones,
as placas de 96 pogos contendo os produtos de PCR foram rearranjadas em placas de
384 pocos, disposi¢cdo que atende aos requisitos do equipamento utilizado para a
estampagem das laminas. A transposicdo desse material atendeu a um mapa de
consolidag¢do que permite correlacionar as posi¢cdes de cada clone em ambos os tipos de
placa. A deposicdo dos clones nas laminas seguiu um desenho composto por 32 grades

9 x 9, em que foram dispostos os 384 clones, e os controles positivos (beta-actina) e
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negativos (DMSO) em triplicata A Figura 5 apresenta a impressdo-base utilizada em

cada grade.

Custom Grid Set-Up

Load / Save Patterm

Current Set- Up 2 |
1| 2| 3| 4| s g 7 8. TRIPLE SPOTTING
a| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16[H i) ikt ¢
9x9 [elete One |
17 18] 19 20 21 22| 23] 24|K Erter Pogition Faor 5 ample
A R 8. 1 Delete Al |
g 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16|M Positive Marker puto dssian
Negative Mark |
17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24|m E T Al
Blank.
A R 8. Sl Advanced .. |
g 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16/N
17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24|N

I:I Mot et Selected

e R o

Figura 5. Desenho experimental dos sub-arrays (grade), composto de 9 linhas e 9
colunas com as amostras impressas em triplicata ( 1-24) e a disposicao dos
controles positivo (P) e negativo (N).

O equipamento utilizado para a constru¢do dos microarranjos foi o Flexys Robot
(Perkin Elmer) e, para a digitalizacdo, o scanner GeneTac Microarray Analyzer (Perkin
Elmer). O equipamento realizou a estampagem em laminas de vidro aminosilanizadas
(Corning 40003). Apds a impressdo, as laminas foram colocadas para secar em bloco

invertido a 80°C por duas horas para a fixacdo definitiva do cDNA a superficie da

lamina..

3.5.3. Marcaciao do cRNA

A 1 pg de cRNA foram adicionados 4 pl oligo dT 100 mM (400 pmol) e
aquecido a 70°C por 10 minutos. Depois foram adicionados 6ul de tampao 5X, 3ul de
DTT 0,1M, 0,6ul de dNTPs 25mM, 1,5ul de RnaseOUT 40U/ul e 2ul de Superscript
200U/ul, totalizando um volume final de 20ul e aquecido a 42°C por 2 horas. Foram
adicionados entdo 15 pl de NaOH 0,1N, aquecido a 70°C por 10 minutos e adicionados

15ul HCI 0,IN. O material é entdao passado 1X em coluna Microcon 30 (adicionando
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400 pl de H,O) e concentrado em 22 pl. Em seguida, este material foi aquecido a 95°C
por 5 minutos e adicionado de 20 ul de Random Primer Solution* 2,5X, Sul de dNTP
Mix para Klenow 0,6mM dCTP, 1,2mM das demais bases, 1ul de Klenow* 40U/ul e
2ul de Cy3 ou Cy5-dCTP Inmol/ul, totalizando um volume final de 50ul (*Kit
BioPrime® DNA Labeling System - Invitrogen). A partir do momento da adi¢do dos
fluoréforos Cy3 ou CyS5 (Alexa Fluor 555), os tubos foram protegidos da luz, colocados
a 37°C por 2 horas, e passados 4X em coluna Microcon 30 (adicionando 400 pl de
H,0). Deixando o volume final em 10 pl. Apds diferencas na incorporagdo dos
fluéforos, optou-se por fazer apenas laminas com marcagdo simples com o flu6foro Cy3

€ comparar a expressao posteriormente por ferramentas computacionais.

3.5.4. Hibridizacao das laminas

A amostra obtida foi adicionado 100ul da solucio de hibridagio composta de 5X
SSC; Denhardt’s 4,2X; ssDNA 0,21 mg/ml; SDS 0,42%; Formamida 42% , e colocada a
94°C por 5 minutos, finalmente o material foi colocado sobre as ldminas previamente
tratadas e coberta por uma laminula para garantir o contato completo entre as sondas e o
material depositado. O forno de hibridag¢do foi entdo colocado a 42°C e a hibridacdo
prosseguiu durante 16 horas. Previamente ao processamento digital dos microarranjos,
as laminas foram lavadas em trés solugdes, respectivamente: 0,1%SDS + 1xSSC
(solugdo 1), 0,2xSSC (solucdo 2), e 0,05xSSC (solucdo 3). Os banhos foram realizados
imergindo-se a lamina em cada uma das solugdes a temperatura ambiente e agitando-se
levemente por cerca de 3 minutos. Ap6s os banhos, as ldminas foram centrifugadas a

1000 rpm por 1 minuto para garantir a secagem completa da sua superficie.

27



3.6. Geracao de imagens

As laminas foram digitalizadas pelo scanner GeneTAC™ (Genomic Solutions) e
analisadas pelo programa GeneTAC™ Biochip Analyzer (Genomic Solutions). O
sistema de excitagdo por fonte de luz potente permite estimular separadamente cada
sonda fluorescente (580nm para Cy3 e 675nm para Cy5), gerando um canal de imagem
para cada uma delas. Assim, foi possivel aplicar ferramentas computacionais para
extrair informagdes sobre o padrio de expressdo de cada gene sob as condicdes
experimentais amostradas, a partir da razdo entre a emissdo de fluorescéncia verde
(maior expressdao na condi¢cdo marcada por Cy3) ou vermelha (maior expressdao na
condicdo marcada por Cy5) observada em cada posi¢do na lamina. Os dados gerados
foram disponibilizados no formato de tabelas de valores trabalhdveis em qualquer editor

de planilhas (p.ex., Excel).

3.7. Analise dos dados

Ap6s excitagdo do fluoréforo em comprimento de onda especifico (555nm) pelo
equipamento GeneTAC Biochip Analyzer (Perkin Elmer), as imagens foram analisadas
em fun¢do dos sinais fluorescentes emitidos por cada gene nas laminas. Desta forma,
foram coletados os valores de expressdo de cada um dos 384 genes estudados nos
xilemas das 4 espécies de Eucalyptus, bem como em folha de E. grandis (referéncia).

Todos os valores foram normalizados entre as ldminas a serem comparadas, de
forma a minimizar variagdes expureas (median-normalization). Em seguida, aplicou-se
um teste estatistico (adjusted t-test for microarrays) para avaliar a significincia
estatistica da variacdo de expressdo de cada gene nos microarranjos. Estas andlises
foram realizadas pela bioinformética do LGE, no programa D-maps (D-MaPs — DNA-
Microarray Projects; artigo ndo publicado).

Foram considerados diferencialmente expressos os genes que apresentaram uma
variabilidade menor que 5% entre as réplicas (p<0,05) e uma variacdo da expressdo

entre as amostras de, no minimo, 2 vezes (fold change > 2.0).
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3.8. Northern eletronico

Os genes identificados como mais expressos nos experimentos, foram
selecionados para a andlise por Northern eletronico, que é uma andlise computacional
que permite inferir a expressdo dos genes representados pelos contigs. Cada contig é
composto por seqii€ncias vindas exclusivamente de uma Unica ou varias bibliotecas.
Supondo que o ContigX seja composto por 20 seqiiéncias da biblioteca A e 10 da
biblioteca B, poderia se dizer que o gene representado teria seu nivel de expressdo
duplicado na biblioteca A em relacdo a B. Porém, o nimero total de seqiiéncias que
compde cada biblioteca deve ser considerado, de forma que haja uma normalizag¢do do
nimero de seqiiéncias presentes em cada contig em relagdo ao ndmero total de
seqliéncias de sua biblioteca de origem. Voltando ao exemplo, considerando que, no
total, a biblioteca A tem 1000 seqiiéncias e a B apresenta 500, entdo, o ContigX seria
composto por 50% (20/1000 = 0.02) de seqiiéncias vindas de A e 50% (10/500 = 0.02)
de B. portanto, o nivel de expressdo deste gene seria igual nas duas condicdes testadas
(A e B). A normalizacdo e comparagdo entre as condicdes sdo feitas pelo “Northern
eletronico”. (Audic e Claverie, 1997).

Dentro do projeto genolyptus foi submetido um total de 168105 reads e destes,
125034, apresentaram 250 pb phred > 20 (74.4% de reads validos), sendo distribuidos
nas bibliotecas de acordo com a tabela 1. De acordo com a figura 6; 58% do reads
apresentaram hits no blastnr e 42% no hits (e-value de corte 1e-5). Foram descartados
na clusterizacdo 37819 reads (tabela 2), totalizando 40899 clusteres sendo 17005
Contigs e 23894 Singlets. A figura 7 mostram as coberturas dos contigs e dos clusteres

no blastnr respectivamentes.
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Tabela 1: Distribuiciao dos reads gerados pelo projeto genolyptus nas
diferentes bibliotecas.

Cédigo | Descricdo Total 250 pb com
submetido | phred > 20

BC Bacterial Artificial 24278 18064 (74.4%)
Chromosome

FL Flower 782 660 (84.4%)

FX Floema - mistura 15634 12883 (82.4%)

GE Gendmico 10289 6421 (62.4%)

ML Folha totalmente expandida ( | 8292 6221 (75%)
Mature Leaf )

PU Folha jovem naturalmente 9865 8207 (83.2%)
infectada por Puccinia psidii

RX Raiz — mistura 3264 1181 (36.2%)

SE Plantula ( Seedling ) 15814 11322 (71.6%)

TS Plantula tratada (Treated 18250 14016 (76.8%)
Seedling)

XX Xilema — mistura 288 229 (79.5%)

XY Xilema ( Xylem ) 60364 45030 (74.6%)

YL Folha jovem ( Young Leaf ) 985 800 (81.2%)

Tabela 2: Reads descartados na clusterizacio

Ribossomais 862
Too short 16265
Poly-A 15947
Quality 4745

Cobertura dos reads (blastx NR)

No hits
42%

Hits
58%

Figura 6: Cobertura dos reads com NR(e-value de corte 1e-5)



Cobertura dos contigs (blastx NR)

No hits
27%

73%

Cobertura dos clusteres (blastx GO)

No hits
44%

Hits
56%

Figura 7: Cobertura dos contigs com blastx NR e clusteres com blastx GO.

3.9. Real Time-PCR

Para validar os experimentos de microarranjo optou-se pelo PCR em tempo real,
para isso foram desenhados primers para genes que se mostraram diferencialmente
expressos no experimento. Como o PCR em tempo real é uma metodologia muito mais
sensivel que o microarranjo, sendo capaz de detectar alteracdes muito mais sutis na
expressao de um gene, também foram desenhados primers para todos os genes da via de
lignina presentes no microarranjo, mesmo aqueles que ndo apresentaram expressiao
génica diferencial.

Desta forma, alem de validar os microarranjos, espera-se apresentar um melhor

quadro de expressdo para a via de lignina, uma vez que poucas cOpias a mais de um
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determinado gene podem representar uma mudancga considerdvel na formacdo da parede
celular e xilema secundério dos eucaliptos.

Foram selecionados para o experimento de real-time os seguintes 23 genes: 4-
coumarate:CoA ligase (4-coumaric acid:CoA ligase), caffeate O-methyltransferase,
caffeoyl-CoA O-methyltransferase , chalcone isomerase (chi), chalcone synthase (chs),
cinnamate 4-hydroxylase, cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase (ccr), cinnamyl
alcohol dehydrogenase (cad), ferulate 5-hydroxylase (ferulic acid 5-hydroxylase) (fSh),
Laccase, p-coumarate 3-hydroxylase, Peroxidase, phenylalanine ammonia-lyase (pal),
phenylpyruvate aminotransferase, prephenate dehydratase, relacionados com a sintese
de lignina, os genes; Heat_Shock_protein (hsp), Chaperonin, CyclinA, Elongation
factor 3 (ELF3), QM-like protein (PL3d10), EUGR-ML-000-026-C11-BA.R (PL4F2),
de acordo com os resultados dos microarranjos, € os genes Ribonucleoproteina L23A(
contig 10114) e da Histona H2B (contig 7684) para serem utilizados como
housekeeping do experimento. Os primers utilizados podem ser visualizados no
apéndice 1.

Os experimentos foram conduzidos de acordo com o protocolo User Bulletin #2
ABI PRISM 7700 Sequence Detection System, com concentracdes finais de 2,5ng/ul de
cDNA; 0,2uM de cada primer F e R; 0,1mM dNTPs; 1x Tampao PCR 10x; 1,5mM
MgCL2; 8x SYBR green; 0,25U platinum Taq DNA polimerase para um volume final
de 15ul. As amostras foram colocadas sempre em duplicatas para cada condi¢do (xilema
de E.grandis; E.urophylla; E.globulus; E.pellita e folha de E.grandis) e feitas réplicas
do experimento.

Os resultados foram analisados com o programa Applied Biosytems 7500

Sequence Detection Software Core Application. Sendo verificada a curva de melting
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para cada reacdo no intuito de excluir amplificacdes inespecificas e sendo normalizada

utilizando o célculo de delta C(T) como descrito no protocolo citado.

4. RESULTADOS

No presente trabalho, foram produzidas ~50 ldminas de microarranjos. Estas
laminas foram utilizadas para a hibridizacdo com as sondas produzidas a partir do RNA
proveniente das seguintes amostras: xilema de E. grandis, xilema de E. globulus, xilema
de E. urophylla, xilema de E. pelitta. Como controle experimental, foi utilizada a sonda
proveniente de folha de E. grandis.

Com esta estratégia, foi realizado o experimento xilema de E. grandis (Cy3) vs
folha de E. grandis (Cy5) e sua inversao, i.e. folha de E. grandis (Cy3) vs xilema de E.
grandis (Cy5). Cada lamina foi replicada uma vez, totalizando 4 experimentos.
Entretanto, a estratégia de marcacdo dupla foi posteriormente abandonada por
apresentar problemas na execugdo e reprodutibilidade como, por exemplo, diferencas na
incorporagdo e efici€ncia de excitacio dos fluoféros Cy3 e CyS5.

Dessa forma estes resultados foram complementados com ldminas produzidas a
partir da estratégia de marcagdo simples (sondas sintetizadas somente com Cy3)

Todos os experimentos baseados nos microarranjos foram realizados em
triplicata, sendo utilizadas para andlise, portanto 15 laminas.

A Figura 8 apresenta a imagem de um dos microarranjos produzido e o detalhe

do grid e das triplicatas.
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Figura 8. Imagem digitalizada de um dos microarranjos produzido, no detalhe o
desenho de um grid 9x9 com as setas mostrando as triplicatas internas de cada
gene.

4.3. Analise dos dados dos microarranjos

No total, 131 transcritos (34%) foram considerados diferencialmente expressos
na avaliacdo dos microarranjos (23 em E. urophylla; 52 em E. globulus, 46 em E.
grandis e 47 em E. pellita, respectivamente em relacao a folha de E. grandis). Dentro de
cada um destes 4 grupos, a proporcdo entre inducio e repressao génica estd apresentada

na Figura 9.
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M induzidos

40 36 (69%) O reprimidos
29 (63%)
30 27 (57%)
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E. urophylla E. globulus E. grandis E. pellita

Figura 9. Proporcao entre inducio e repressio génica no xilema das 4 espécies de
eucalipto estudas. Sao considerados com expressio diferencial os genes que
apresentaram fold change > 2; p-value < 0,05

Conforme a figura 9, quando analisada a expressdo génica em xilema em relagéo
a folha, observa-se que E. urophylla apresentou menor modificacdo da expressdo génica
em relacdo as outras espécies (23 genes diferenciais, contra 52, 46 e 47 para E.
globulus, E. grandis e E. pellita, respectivamente). Em relacdo ao tipo de regulacio,
enquanto em E. urophylla, E. globulus e E. grandis foram observados mais genes
induzidos (83%, 69% e 63%, respectivamente) do que reprimidos, em E. pellita esta

relacdo foi inversa, i.e., mais genes reprimidos (57%) que induzidos (43%).

4.4. Analise funcional dos genes diferencialmente expressos em xilema
Em seguida, foi realizada a anotacdo funcional dos genes diferencialmente
expressos feita manualmente através do Gene Onthology (G.O) nas 4 espécies. A Figura

10 apresenta estes resultados.
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Figura 10: Agrupamento dos genes diferencialmente expressos em grupos de
funcoes através de anotacdo manual no Gene Onthology.

De acordo com a Figura 10, observa-se que, agrupando-se 0s genes
diferencialmente expressos por suas funcdes putativas no metabolismo, verifica-se uma
maior representacdo de genes diferencialmente expressos cuja funcdo € desconhecida,
(10F). Neste grupo, E. pellita é a tnica espécie que possui um nimero maior de genes
reprimidos em relacdo a induzidos.

No grupo de genes relacionados com Sintese e processamento de proteinas
(10E), E. globulus e E. pellita apresentam um quadro de expressdo inverso: enquanto
em E. globulus todos os 5 genes estdo induzidos, em E. pellita 5 de 6 genes estdo
reprimidos. Este resultado pode constituir alvo importante para estudos posteriores
buscando compreender as diferencas fenotipicas destas duas espécies.

Os genes associados a Fotossintese e fotorreceptores (10C) aparecem

prioritariamente reprimidos no xilema de E. globulus, E. grandis e E. pellita. Nenhum
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gene diferencial foi observado em E. urophylla. Isto é um resultado esperado uma vez
que este metabolismo € prevalente em folhas, portanto serve para fortalecer os
resultados dos microarranjos.

Ja o grupo de genes envolvidos com a Formacdo da parede celular (10A)
apresentou resultados divergentes quanto ao esperado, ja que se imaginava que estes
genes estariam mais expressos em xilema em relagdo a folha. Entretanto, a maior parte
destes genes estd reprimida em E. globulus, E. grandis e E. pellita. Apenas em E.
urophylla essa situacdo se inverte: 2 de 3 genes estdo induzidos.

Além disso, obtivemos relativamente poucos genes diferencialmente expressos
pertencendo a esta categoria funcional (10A) (3, 7, 6 e 4 genes em E. urophylla, E.
globulus, E. grandis e E. pellita, respectivamente). Uma vez que esta classe de genes
possuia grande representatividade nos microarranjos (48 genes ou 12,5% da lamina),
entdo a expressdo constitutiva da maioria deles foi de certa forma inesperada.

Entre os genes diferenciais com identidade conhecida, poucos foram comuns as
quatro espécies. A figura 11 apresenta o diagrama da sobreposi¢do de genes em E.

grandis, E.globulus, E. urophylla e E. pellita.
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Figura 11. Diagrama Venn dos genes com identidade conhecida que apresentaram
expressao diferencial em mais de umas das 4 espécies estudadas. Genes
representados: ATP synthase (d subunit); branching enzyme (N-
acetylglucosaminyltransferase family); chalcone synthase; cryptochrome 2 ; cyclin
A; cyclin-dependend Kinase; elF3 (eukaryotic initiation factor 3) ; glycine rich
protein; hsp (heat shock protein, generic term); hsp70 (heat shock protein 70) ;
hydroxyproline rich protein; knotted-like; myo-inositol-1-monophosphatase; OEP
(outer envelope protein, generic term); pectin acetylesterase; ribosomal protein
(generic term); water channel protein (putative).

Conforme representado pela figura 11, existem mais genes comuns entre o
xilema das espécies E. grandis, E. globulus e E. pellita, do que entre elas e E. urophylla.

Em relacdio as tendéncias de expressdo (indu¢do ou repressdo), dos 17 genes
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representados, apenas 5 apresentam regulacdo invertida entre as espécies: o gene
cyclinA relacionado com divisdo e expansdo celular (reprimido em E. urophylla, E.
grandis e em E. pellita e induzido em E. globulus), o gene que codifica uma proteina
de transporte de dgua relacionado com a resposta ao frio e a seca (reprimido em E.
grandis e induzido em E. globulus e E. pellita), e trés genes relacionados com sintese e
processamento de proteinas: o gene elf3, que codifica um fator de elonga¢do (induzido
em E.grandis e reprimido em E.pellita), o gene que codifica uma proteina ribossomal
(induzido em E.globulus e reprimido em E.pellita), e o gene que codifica uma proteina
de choque térmico (HSP) (induzido em E.grandis e em E.globulus e reprimido em

E.pellita).
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4.5. Analise das vias metabélicas representadas pelos genes diferencialmente
expressos em xilema

Os genes que se apresentaram como diferencialmente expressos foram
submetidos ao banco de dados de vias metabdlicas e de sinalizacao do KEGG, no intuito
de verificar quais estariam sendo reguladas nos xilemas das espécies. As principais vias

estdo apresentadas na Figura 12 e destacadas nas figuras 12A e 12B

B ==

S — . — T T —— -

Figura 12. Esquema geral das vias metabdlicas de acordo com o Kegg
Pathways database. Em destaque os pricipais agrupamentos de vias com
genes diferencialmente expressos.
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Figura 12A e 12. Nos quadros, 12A e 12B, em destaque de azul, estdo as vias com
os genes diferencialmente expressos nas espécies de eucalipto estudadas.

Dentre as vias que apresentaram genes diferencialmente expressos estio a via de
xenobiose, e a via de biossintese de metabdlicos secunddrios - que envolvem a via de
formagdo dos fenilpropandides e flavondides (Fig 12.A). Estas duas vias estdo
intrinsecamente ligadas e possuem diversas enzimas em comum, e sua regulacdo pode

desviar o metabolismo em direcdo a uma ou outra via. Além destas vias, as via de
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metabolismo de carboidratos, de metabolismo de nucleotideos e metabolismo de energia

também apresentou genes diferencialmente expressos (Fig 12.B).

4.6. Confirmacao da expressio génica

4.6.1. Northern eletronico

De acordo com a Figura 13, os 131 ESTs que apresentaram expressdo diferencial
se agruparam em 82 contigs. Ainda houve 49 ESTs que ndo se agruparam (singlets) e

que por conseqiiéncia ndo puderam ser analisados por Northern Eletronico.

Total ESTs NE

El Contigs
[ Singlets

1004
82 |- - - < - <o
50
29 |-- I, - - - - -
0 -
& Q Q>
3
«gé & boa\
) » 2]
< 00‘° o9
o

Figura 13: Representacio esquematica da expressao dos ESTs diferenciais dos
experimentos de microarranjo no Northern eletronico. Contigs-up, induzidos em
xilema; Contigs down, repimidos em xilema.

Houve uma grande correlacio entre os resultados dos microarranjos a expressao
por NE, principalmente entre aqueles genes cujos contigs sdo formados por um nimero
maior de hits, N > 10 e dentre aqueles que estdo up-regulated, ou induzidos em xilema.

Dentre os contigs com maior expressao por NE estdo alguns de interesse para as
vias de celulose e lignina e formacdo da parede celular. O contigl 1442, com o maior
ndmero de hits (766) no NE representa o gene que codifica a enzima cinnamoyl CoA
reductase, que € um dos precursores da via de lignina. Nos microarranjos, este gene foi

diferencialmente expresso no xilema de E.globulus (fold change + 2,6), e no NE
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apresentou uma expressdao pequena nas bibliotecas de xilema e folha, estando seus hits
concentrados na biblioteca de raiz. Apesar disto, este ¢ um gene candidato a estudos
posteriores, principalmente devido a sua relacdo também com a via de flavonoides, que
serd descrita depois.

O Contigl0319 representa o gene que codifica a endo-1,4-beta-glucanase uma
enzima essencial a sintese de celulose conforme mostrado em mutantes deste gene,
(Molhgj et al., 2002) embora ainda n@o se saiba exatamente sua funcdo na sintese de
celulose.

Quatro reads diferentes dos microarranjos apontaram para o Contig3117 que
representa o gene que codifica o fator de transcricdo LIMI1. Todos esses reads se
mostraram diferencialmente expressos no xilema das espécies estudadas, com excecdo
de E. pellita. No NE este contig apresenta uma expressdo quase 7 vezes maior em
xilema em relacdo a folha. Este gene estd diretamente relacionado com a sintese de
lignina, tendo sido descrito como responsdvel pela regulacdo transcricional de genes que
codificam enzimas pertencentes a esta via (Kawaoka and Ebinuma 2001).

Outro contig importante para a via de lignina é o Contig224, que representa o
gene que codifica o fator de transcricdo MYB, caracterizado como regulador de genes
que codificam enzimas da via de lignina em diferentes espécies vegetais. (Guillaumie S
et al 2007; Bedon F et al 2007).

Dentre os genes que se mostraram diferencialmente expressos, mas que ndo
formaram um contig esta o gene da ciclinaA (EUUR-XY-000-014-E02-BA.R) que
codifica uma proteina envolvida com divisdo e expansao celular. Este gene apresentou-
se induzido especificamente no xilema de E. globulus (fold change + 5,1) e,
curiosamente a0 mesmo tempo estava reprimido nos xilemas das outras 3 espécies,
sendo assim um potencial alvo para mais estudos sobre sua fun¢do e qual o seu papel no
metabolismo de E. globulus e se esté relacionado com caracteristicas comerciais para a
espécie.

Interessante que junto com a expressdo diferencial da ciclinaA nos
microarranjos, também observamos o gene que codifica uma kinase dependente de
cilina (CDK) (EUUR-XY-001-093-F02-BA.R) diferencialmente expresso em xilema de
E. globulus, E. grandis e E. urophylla, (fold change +2,5, 42,2, e +2,3, respectivamente)
e em E. pellita ndo foi dada como diferencial, mas com um fold change +1,9. Estes
resultados podem indicar a importincia da expressdo dessa CDK no xilema de eucalipto

e que poderia estar atuando junto com a ciclinaA no xilema de E. globulus.
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Dessa forma, a andlise dos microarranjos junto com a Northern Eletronico,
permitiu identificar possiveis genes candidatos para clonagem e expressio em
organismos modelo no intuito de verificar seus efeitos principalmente na biossintese de
celulose e lignina. Entretanto, como o NE apenas indica uma tendéncia de expressao, e
muitas vezes o nimero de hits de um determinado contig nas bibliotecas € insuficiente
para determinar com clareza se a expressdo que estd sendo apresentada é correlata,
foram desenhados primers para a confirmagdo da expressdo por Real Time PCR dos
genes que apresentaram os resultados mais interessantes, bem como dos genes presentes
na via de formacdo de lignina. A seqiiéncia dos primers pode ser conferida no Apéndice

L.

4.6.2. Real Time PCR

Para validar os experimentos de microarranjo optou-se pelo PCR em tempo real,
para isso foram desenhados primers para genes que se mostraram diferencialmente
expressos no experimento. Como o PCR em tempo real ¢ uma metodologia muito mais
sensivel que o microarranjo, sendo capaz de detectar alteracdes muito mais sutis na
expressao de um gene, também foram desenhados primers para todos os genes da via de
lignina presentes no microarranjo, mesmo aqueles que ndo apresentaram expressao
génica diferencial.

Desta forma, alem de validar os microarranjos, espera-se apresentar um melhor
quadro de expressdo para a via de lignina, uma vez que poucas cOpias a mais de um
determinado gene podem representar uma mudancga considerdvel na formacdo da parede
celular e xilema secundério dos eucaliptos.

A via de lignina simplificada e os graficos com os resultados dos experimentos

com PCR em tempo real podem ser vistos nas figuras 14, 15, 16 e 17.
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HN o RT-PCR de genes selecionados na via de lignina
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TRENDS In Plant Science

Figura 14. Vista simplificada da via de formacao de ligninas, genes representados:
1- PAL - phenylalanine ammonia-lyase; 2- C4H- cinnamate 4-hydroxylase; 3- 4Cl -
cinnamate 4-hydroxylase; 4- CCR- cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase; 5- CAD-
cinnamyl alcohol dehydrogenase; 6- C3H - p-coumarate 3-hydroxylase; 7- F5H-
ferulate 5-hydroxylase; 8- COMT- caffeate O-methyltransferase; 9- Peroxidase; 10-
Lacase. Modificado de Boudet et al, 2003.
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Figura 15: Resultados de RT-PCR para genes da via de lignina representados na

figura 14.
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Figura 17. Genes utilizados para a validacao dos experimentos de microarranjo:
chalcone synthase; cinnamoyl-CoA reductase; EUGR-ML-000-026-C11-BA.R (no
hit PL4F2); elongation factor 3 (elf3). O grafico de barras mostra a expressao dos
genes no RT-PCR e o grafico de cores a expressao dos mesmos nos experimentos
de microarranjo.
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Os resultados dos experimentos com PCR em tempo real para os genes que
participam da via de sintese de lignina mostraram grande correlacdo quanto ao resultado
esperado em relagdo a sua expressdo em tecido de xilema com folha, segundo sugerido
pelo NE e microarranjos. Os genes phenylalanine ammonia-lyase (pal); phenylpyruvate
aminotransferase; cinnamyl alcohol dehydrogenase (cad); prephenate dehydratase;
ferulate 5-hydroxylase (FSH); caffeate O-methyltransferase; p-coumarate 3-hydroxylase
(p-cou); Laccase; 4-coumarate:CoA ligase; peroxidase e cinnamoyl-CoA reductase,
todos apresentaram expressdo maior em xilema em relagdo a folha, enquanto o gene
C4H se apresentou mais expresso em xilema de E. globulus, mas apresentou um ligeiro
aumento na expressdo de folha em relacdo ao xilema das outras espécies. Da mesma
forma, os genes chalcone sintdse e chalcone isomerase que regulam a sintese de
chalcone e naringenin, flavonoides intermedidrios da sintese de lignina, se apresentaram
mais expressos em folha e reprimidos em xilema.

Da mesma forma, a expressdo foi correlata quando comparados com os
resultados dos genes que se mostraram diferencialmente expressos nos experimentos de
microarranjos, no gene PL4F2 — induzido em E. Urophylla (fold-change 3,4 nos
microarranjos e 7,1 no RT_PCR) - no gene ELF3 - induzido em E. grandis (fold-change
4.9 nos microarranjos e 4,6 no RT-PCR) e reprimido em E.pellita (fold-change -2,6
nosmicroarranjos e -2,2 no RT-PCR) — e nos genes da via de lignina chalcone synthase
reprimido em E.globulus ( fold-change -2,61 nos microarranjos e -2,9 no RT-PCR) e
E.pellita ( fold-change -3,01 nos microarranjos e -2,06 no RT-PCR) e cinnamoyl-CoA
reductase induzido em E.globulus ( fold-change 2,63 nos microarranjos e 2,7 no RT-
PCR).

As vias de flavonoides e fenilpropanoides estdo intimamente relacionadas tendo
enzimas e intermedidrios em comum. (Figura 15) Assim, os resultados dos
experimentos de PCR em tempo real permitiram tracar um perfil de expressdo dos
principais genes relacionados com a sintese de phenhylpropanoides € a0 mesmo tempo
aumentar a robustez dos dados de microarranjos.

Estes resultados mostram indicios de que a via de flavondides pode atuar de
forma decisiva na regulacdo da via de lignina. Tendo estes resultados sidos observado
em E. globulus, que possui caracteristicas favordveis da madeira, como menor
quantidade de lignina e maior relacdo entre lignina S/G, além de uma maior
concentracdo de celulose, pode estar ai a chave para o entendimento da diferenca entre

as madeiras dos diferentes tipos de eucalipto estudados.
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Figura 18: Vista conjunta das vias de flavonoides e lignina. ALDH, aldehyde
dehydrogenase; C3H, p-coumarate 3-hydroxylase; C4H, C4-hydroxylase; F5H,
ferulate 5-hydroxylase; CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase; CCoAOMT,
caffeoyl-CoA O-methyltransferase; CCR, cinnamoyl-CoA reductase; CHI, chalcone
isomerase; 4CL, 4-coumaroyl-CoA ligase; COMT 1, caffeic acid O-
methyltransferase; ¥3H, flavanone 3-hydroxylase; ¥39H, flavonoid 39-hydroxylase;
FLS, flavonol synthase; HCT, hydroxycinnamoyl-CoA shikimate; PAL,
phenylalanine ammonia lyase; SGT, sinapate UDPglucose sinapoyltransferase;
SMT, sinapoylglucose malate sinapoyltransferase; UGTs, UDP sugar
glycosyltransferases. (Retirado de Besseau, 2007)
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5. DISCUSSAO

Diferenca de expressao entre as espécies e o fenétipo:

A diferenca de proporcdo entre os genes induzidos e reprimidos observadas entre as
diferentes espécies pode ser explicada pelas diferengas fenotipicas. Muitos dos genes
selecionados para os microarranjos estdo envolvidos com caracteristicas de interesse
comercial do eucalipto e, dentre as espécies estudadas, E. pellita é aquela que possui
menor valor comercial, j4 que possui alta quantidade de lignina, funcionando dentro do
experimento como uma amostragem do que ndo se deseja para a espécie. E. grandis e E.
urophylla sdo espécies mais parecidas fenotipicamente e também as mais plantadas no
Brasil devido a sua adaptabilidade, e E. globulus € aquela que possui as melhores
caracteristicas para a industria de celulose, como menor quantidade de lignina e relacdo
S/G maior, o que permite uma deslignificagdo mais fécil da celulose e por conseqiiéncia
mais barata. No entanto, E. pellita possui um indice volumétrico muito inferior a E.
grandis e E. urophylla e consequentemente uma menor producdo de celulose por
hectare plantado. Assim, analisando o total dos genes induzidos e reprimidos percebe-se
uma semelhanca entre o perfil de inducdo e repressdo das espécies economicamente
interessantes, E. urophylla, E. globulus e E. grandis, onde mais genes estdo induzidos
do que reprimidos, enquanto que em E. pellita prevalece um maior nimero de genes
reprimidos. Todas as espécies estudadas apresentaram ao menos 20 genes induzidos
enquanto que a variagdo dos genes reprimidos foi muito maior, com E. urophylla
apresentando apenas 4 genes reprimidos. Porém, E. urophylla também apresentou a
menor quantidade de genes diferenciais (n=23). No geral, a expressdo das espécies
E.globulus e E.grandis se mostrou muito semelhante, apresentando sempre uma
quantidade parecida de genes induzidos e reprimidos em cada grupo das fungdes
estudadas, esses dados sugeremmostram que a diferenca entre o indice volumétrico da
madeira, superior em E. grandis, pode estar relacionada com os diferentes genes
regulados em cada grupo estudado.

Dentro dos experimentos de microarranjos poucos genes relacionados
diretamente com a formagao da parede celular se mostraram diferencialmente expressos
(figura 9), sendo este um dos grupos funcionais para qual foi selecionado um maior
nimero de genes dentro do experimento (n=48) esperava-se uma maior quantidade de
genes diferencialmente expressos em xilema. J4 entre os genes de fun¢do desconhecida

observa-se um grande nimero de genes diferencialmente expressos em todas as
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espécies, sendo um resultado esperado ja que estes genes ndo devem pertencer a uma
Unica categoria. O perfil de expressdo em que estes genes se apresentaram mostra uma
diferenga notdvel entre E. urophylla, E. globulus e E. grandis em relacdo a E. pellita.
Enquanto as trés primeiras apresentam mais genes induzidos do que reprimidos, E.
pellita possui mais genes reprimidos que induzidos. Percebe-se em E. grandis, E.
globulus e E.urophylla um grande niimero de genes induzidos cuja funcdo ainda néo é
conhecida, sugerindo que no xilema destas espécies existe a ativagdo de mecanismos
ainda desconhecidos. Teoricamente, estes mecanismos podem estar relacionados com o
desenvolvimento do xilema, seja a processos diretamente envolvidos com a qualidade
da madeira, como o depdsito de polissacarideos e a formacdo da rede intrinseca de
celulose, hemicelulose e lignina, ou ainda a processos indiretos ainda desconhecidos.

Esse dado junto com a pouca quantidade de genes diferencialmente expressos no
grupo de genes relacionados com a formacao da parede celular corroboram com a idéia
de que ¢é possivel que as diferencas fenotipicas na madeira das quatro espécies
analisadas se sustente em vias alternativas do desenvolvimento celular, e ndo tanto na
via do desenvolvimento da parede celular em si, ja que E. pellita é a espécie que possui
maior quantidade de lignina em relacdo a celulose e a unica em que o perfil de
expressao de genes com fungdo desconhecida apresentou mais genes reprimidos do que
induzidos.

E importante ressaltar também que os resultados dos microarranjos precisam
sempre ser comprovados por outra técnica independente como Norhern blot, ou PCR
em tempo real, como foi feito para alguns genes neste trabalho, ja que como toda
técnica experimental os microarranjos de cDNA possuem limitagdes que afetam a sua

confiabilidade como a geragio de artefatos e detecg@o de falso positivos.

As vias de metabolismo de flavonoides e a lignina.

As vias de flavonoides e fenilpropanoides estdo intimamente relacionadas tendo
enzimas e intermedidrios em comum. Os flavondides chalcone e naringenin sio
intermedidrios do metabolismo de fenilpropanoides em plantas sendo estes sintetizados
pelas enzimas chalcone sintdse (CHS) e chalcone isomerase (CHI) respectivamente e
existem estudos mostrando que estes flavonoides impedem o crescimento de diferentes
plantas inibindo a sintese de monolignols, (Chen. W, 2005), estes flavondides atuam

inibindo enzimas da via de ligninas como a 4Cl e a PAL que junto com a C4H,
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participam do inicio da via, antes de ser determinado qual sentido da via serd expresso,
se flavonoéides ou fenilpropanéides, como dentro da via de lignina qual tipo desta sera
formado. A repressdo do gene 4Cl em aspen, promoveu além da repressdo da sintese de
lignina, acumulo de celulose e crescimento, sem alterar a relacdo S:G da lignina mas
levando ao aumento da presenga de esters de dcido hidréxicinamico. Isto acontece pelo
posicinamento do gene 4Cl na via, controlando o influxo de compostos fendlicos para a
formacao de lignina S ou G. (Hu W. J, 1999).

Todas as enzimas citadas foram estudadas nos experimentos de microarranjo e
de PCR em tempo real, estando nos microarranjos os genes codificadores para chalcone
sintdse (CHS) reprimida em E. globulus e em E. pellita e o gene codificante da enzima
cinamoyl-coA-reductase (CCR) diferencialmente expressa e induzida em E. globulus.
Na andlise do northern eletronico, o gene codificador da CCR apresentou o contig com
maior nimero de hits (766), enquanto que os outros trés genes codificadores para
enzimas que participam do inicio da via, 4CL, PAL e C4H, ndo se mostraram
diferencialmente expressas nos microarranjos. Porém, no PCR em tempo real todos se
mostraram induzidos principalmente em E. globulus, (fold-change 54!, 9,71 e 3,01
respectivamente; Figura 15) bem como os genes para chalcone isomerase e a chalcone
sintdse se mostraram reprimidos. Nas outras espécies de eucalipto estudadas houve uma
indu¢do mais moderada dos genes do inicio da via de lignina junto com uma também
repressdo mais moderada dos genes da via de flavondides em relacdo a E.globulus. A
maior expressdo dos genes do inicio da via em E.globulus pode siginicar que para haver
uma maior taxa de lignina S em relagdo a G, seja necessdria a formag@o de um maior
nimero de substrato mais rapidamente, favorecendo assim um desvio da via para a
formagdo de lignina S ji que os genes codificantes das enzimas no fim da via
apresentaram expressdo parecida dentro das espécies. Figura 19.

Dessa forma, os resultados mostram indicio de que a indugdo dos genes do
inicio da via de ligninas juntamente com a repressao dos genes que atuam na sintese de
flavondides possa ser a chave para a constitui¢do da lignina em E. globulus nio tanto
pela sua menor quantidade total relativa, mas por sua constituicdo aonde existe uma
quantidade maior de lignina S em relacdo a lignina G, o que permite uma
deslignificacio mais eficiente da celulose e consequentemente menor custo de
producdo. Assim sendo, uma maior expressdo dos genes que codificam para estas
enzimas pode estar de alguma forma desviando a via de lignina para a formacdo de

lignina S em detrimento da lignina G e constituem um excelente alvo para experimentos
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futuros de clonagem e expressdo, sendo também possivel o estudo da expressdo destes

genes e de possiveis alteragdes morfoldgicas na planta, através da aplicacdo de chalcona

e narigenim como estratégia de manejo para verificar seu efeito sobre a espécie.
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Figura 19: Vista conjunta das vias de flavonéides e lignina, com a representaciao da
expressao dos principais genes da via através de RT-PCR. Genes representados:
PAL - phenylalanine ammonia-lyase; C4H- cinnamate 4-hydroxylase; 4Cl -
cinnamate 4-hydroxylase; CCR- cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase; CAD-
cinnamyl alcohol dehydrogenase; C3H - p-coumarate 3-hydroxylase; ¥5H- ferulate
5-hydroxylase; COMT- caffeate O-methyltransferase; CHS- chalcone sintdse; CHI-

chalcone isomerase.

GR - E.grandis; GL - E.globulus; URO — E.urophylla; PEL - E.pellita
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Genes com expressao invertida nas espécies de eucalipto:

Dentro dos micorarranjos alguns genes exibiram perfis de expressdo que
mereceram uma maior atencdo, principalmente aqueles genes jia com uma funcio
determinada no metabolismo da planta e que mostraram expressdo diferencial ndo
apenas em relacdo ao tecido folha, mas entre uma espécie e outra. Cinco genes com esse
perfil de expressdo foram identificados sendo eles o gene da ciclinaA relacionado com
divisdo e expansdo celular que esta reprimido em E. urophylla em E. grandis e em E.
pellita e estd induzido em E. globulus; o gene codificador para uma proteina de
transporte de dgua relacionado com a resposta ao frio e a seca que esta reprimido em E.
grandis e induzido em E. globulus e E. pellita; e tr€s genes relacionados com sintese e
processamento de proteinas: o gene elf3, um fator de elongacdo que esta induzido em E.
grandis e reprimido em E. pellita; o gene de uma proteina ribossomal que esta induzido
em E. globulus e reprimido em E. pellita; e o gene de uma proteina de choque térmico
(HSP) que esta induzido em E. grandis e em E. globulus e reprimido em E. pellita.

Ciclinas sdo protefnas altamente conservadas que ativam kinases-dependentes
(CDKs) para regular o ciclo celular, transcri¢do e outros processos celulares, mas é
sabido que os complexos ciclina- CDK controlam processos fora do ciclo celular como
o metabolismo de fosfatos e de agucares, estando assim envolvidos com a progressao
celular sem ser essenciais para o ciclo celular (Andrews and Measday, 1998). Também
ndo se sabe ao certo qual ciclina ativa determinada CDK, sendo cada ciclina responsavel

por ativar diferentes CDKs.

Tabela 2: Fold-Change dos genes codificantes para a ciclina A e kinase dependente
de ciclina (CDK) nos microarranjos de eucalipto.

Fold change no Microarranjo Funcéo

Grandis |Globulus |Urophylla |Pellita  |Read ID
ciclinaA 5,1 -42 -3,9 -2,1JEUUR-XY-000-014-E02-BA.R  |Divisao e expansao celular
CDK 2,5 2,2 2,3 1,9|EUUR-XY-001-093-F02-BA.R  [Sinalizacio celular |

Ao fato da ciclinaA estar induzida no xilema de E. globulus e reprimida nos
outros xilemas e em folha, associa-se o gene de uma CDK que assim pode estar agindo
em conjunto com esta ciclinaA no xilema de E. globulus. As proteinas codificadas por
estes genes podem desempenhar funcdes que devem ser especificas para essa espécie
que € a que possui maior quantidade de celulose no xilema dentre as espécies estudadas,
sendo assim um alvo primdrio do estudo de clonagem e expressdo. Infelizmente, os

primers desenhados para este gene para o experimento de Real-time ndo foram capazes
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de amplificar um fragmento especifico, alem de ser um singlet nas andlises de northern
eletrdnico, impossibilitando assim a obtencdo de mais informacdes sobre sua expressio.

O read correspondente ao gene codificador da proteina de transporte de agua
(EUUR-XY-000-010-GO5-BA.R) na anédlise do northern eletrdnico se agrupou ao
contig 221, um dos mais expressos dentre os diferenciais na biblioteca de ESTs com 91
hits e expressao condizente com o resultado do microarranjo, ja que quase 47% dos hits
foram encontrados na biblioteca de xilema e nenhum foi encontrado em folha. Apesar
deste transcrito estar relacionado com a resisténcia ao frio e a seca, como a lignina se
forma na parede, ela remove dgua da matriz e constitui uma rede hidrofébica que se liga
firmemente a celulose e impede a expansdo da parede. Dessa forma, proteinas de
transporte de dgua podem estar envolvidas no processo de lignificagdo e também
constituem um alvo para futuros estudos de expressao.

O grupo que apresentou mais genes com expressao diferencial invertida entre as
espécies estudadas foi o de sintese e processamento de proteinas com trés genes. Mais
interessante, nas andlises dos microarranjos, este grupo também apresentou expressao
diferencial em boa parte dos seus genes, mais notadamente cinco genes induzidos em E.
globulus, trés induzidos e um reprimido em E. grandis e cinco genes reprimidos em E.
pellita, de um total de apenas 17 genes estudados. O gene codificador para o eucaryotic
elongation factor 3 (Elf3e), ainda tem sua funcdo individual exata incerta, embora se
saiba que esta envolvido com a regulacio da traducdo, sendo essencial em arabidopsis.
(Yahalon.A, 2008). Nos experimentos realizados, observamos que estd induzido em E.
grandis e reprimido em E. pellita, e no northern eletronico o contig 3112 associado se
apresentou mais expresso em folha com 32% dos hits contra 14% em xilema, embora a
baixa quantidade de hits (total n=7) ndo seja representativo o suficiente para uma
andlise mais exata de sua expressdo, j4 o experimento de real-time confirmou a
expressdo dos microarranjos, com uma maior expressdo em E. grandis e estando
reprimido em E. pellita além de se mostrar também induzido nos xilemas de E. globulus
e E. urophylla. Genes com esse perfil de expressdo em particular, induzido em E.
globulus; E. grandis; e E. urophylla, e reprimidos em E. pellita, sdo particularmente
interessantes por E. pellita ser a unica das espécies estudadas que nao tem interesse para
a producio de celulose. O gene HSP (heat shock protein) também apresentou esse perfil
de expressdo, estando seu contig 14832 com 43% em folha e 32% em xilema, mas
também com um ndmero pequeno de hits total (n=7) para ser representativo.

Infelizmente o par de primers desenhados para esse gene nao funcionou no experimento
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de real-time e novas tentativas devem ser feitas. J4 o gene de uma proteina estrutural do
ribossomo apresentou expressao diferencial induzida em E. globulus e reprimida em E.
pellita e seu contig correspondente apresentou expressao constitutiva para os dois
tecidos com 13% dos 17 hits em cada.

Estes resultados indicam este grupo de genes como fortes candidatos a terem

participacdo na diferenca fendtipica das espécies estudadas.

Outros Genes northern eletronico:

Houve uma maior correlagio entre a expressao dos microarranjos e do Northern
Eletronico, principalmente com aqueles reads que possuem uma maior quantidade de
hits nos contigs, N > 10, ja que reads com poucos hits dentro das bibliotecas podem nao
significar uma expressao precisa daquele gene, e estes reads com menos hits devem ser
analisados com mais cuidado. Houve também uma maior correlacdo entre os reads que
estavam up-regulated, ou induzidos nos xilema nos microarranjos. Isto provavelmente
por que existe uma maior quantidade de ESTs na biblioteca de xilema (60364), do que
na de folhas (8292); (tabela 1), o que pode estar gerando andlises menos precisas pelo

NE para os genes induzidos em folha. Figura 20.

Correlagao Expressao Array/NE

Figura 20: Correlacao enrte a expressio dos reads nos microarranjos e no
Northern Eletronico.

Quatro reads diferentes dos microarranjos apontaram para o Contig3117 que

codifica o fator de transcri¢do LIM1, todos esses reads se mostraram diferencialmente
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expressos no xilema das espécies estudadas com excecdo de E. pellita. No NE este
contig apresentou uma expressdo quase 7 vezes maior em xilema em relagdo a folha, e
esta diretamente relacionado com a sintese de lignina, tendo sido descrito como
responsavel pelo controle de diferentes genes da via estando plantas trangé€nicas de
tabaco contendo o antinsense Nt lim1 apresentaram expressdes reduzidas das enzimas
PAL; 4Cl e CAD com redugdo de 27% da lignina total , (Kawaoka and Ebinuma 2001).
Estes dados condizem com os resultados dos microarranjos aonde dos quatro reads que
se agruparam no contig LIMI diferencialmente expresso em xilema, trés se
apresentaram em FE. globulus: EUSP-FX-001-011-G09-BA.R; EUUR-XY-000-029-
G05-BA.R; EUUR-XY-000-091-D09-BA.R, com fold change 2, 2 e 29
respectivamente, e as enzimas PAL; 4Cl e CAD também apresentaram expressiao
diferencial no xilema desta espécie de acordo com o RT-PCR. (Figuras 15).

Outros contigs importantes para a via de lignina sdo aqueles codificadores, para
fatores de transcri¢do da familia MYB, amplamente identificado e caracterizado como
regulador da via de lignina em diferentes espécies vegetais. (Guillaumie S et al 2007;
Bedon F et al 2007), atuando como regulador positivo de praticamente todos os genes
especifico da via de monolignols em eucalipto, (Goicoechea, M. et al 2005). Os contigs
224(13 hits), 761(7 hits), 2929(4 hits), 13228(3 hits) e 15473(2 hits) todos foram
identificados como dessa familia e com excecdo do primeiro se apresentaram mais
expressos em xilema pela andlise do northern eletronico, embora todos eles tenham uma
quantidade de hits pequena. Diferentemente do fator de transcri¢ao liml, estes fatores
de transcri¢do se apresentaram diferencialmente expressos nos microarranjos de todos
os xilemas com exce¢do de E. globulus, demonstrando assim uma tendéncia de que o
fator de transcricdo lim1 esteja atuando primariamente nessa espécie enquanto o MYB
seja comum a mais espécies.

O Contigl0319 expressa a endo-1,4-beta-glucanase que é uma enzima essencial
na sintese de celulose, como mostrado em mutantes com auséncia de fung¢do deste gene
(Molhgj et al., 2002), embora ainda ndo se conheca exatamente sua funcdo na sintese de
celulose. No northern eletrdnico esse contig obteve 30 hits sendo 41% deles na
biblioteca de xilema contra nenhuma na biblioteca de folha, ji nos microarranjos
apresentou-se diferencialmente expresso em xilema de E. globulus.

As enzimas da familia GHI (glycosil hydrolase family 1; uma delas
representada pelo contig 1391) ja foram identificadas como precursora de diferentes

processos bioldgicos em plantas acreditando-se inclusive que possa participar na
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lignificacdo e remodelacdo da parede celular ajudando no transporte dos precursores dos
monolignols (Dharmawardhana, 1995). Dos 28 hits do contig no northern eletrénico
31% estao representados em xilema contra nenhum em folha, e nos arrays este gene esta
diferencialmente expresso no xilema de E. globulus, corroborando para uma possivel
atuacdo da enzima codificada com processos moleculares especificos do xilema.

O fator de transcricdo bZIP representado pelo contig 16317 apresentou 20 hits
na bilioteca de ESTs, estando 29% destes em xilema contra nenhum em folha, além de
estar diferencialmente expresso em xilema de E. globulus nos microarranjos. Sabe-se
que este fator de transcricdo tem sua expressdo também induzida por luz, especialmente
um elemento cis chamado de Box II que atua no promotor da enzima chalcone sintase,
envolvida na via de ligninas e flavonoides ja descrita e que também se mostrou induzida
no xilema de E. globulus, vindo este a ser mais um possivel fator de transcricdo

envolvido com fungdes especificas no xilema de E. globulus. (Rook, 1997).

Genes com func¢io nao determinada:

Além dos genes relacionados com as vias de formagdo de celulose, lignina,
flavondides e aqueles que apresentaram expressdo diferencial invertida entre as espécies
de eucalipto estudadas, uma grande quantidade de genes ainda sem fun¢do determinada
com exatiddo no metabolismo da espécie, apresentou expressio diferencial em um dos
tecidos estudados. Todas essas vias, especialmente a sintese de celulose, sdo processos
metabdlicos ainda ndo totalmente elucidados e a participacdo de novos genes em sua
composi¢do ndo seria uma surpresa. Além disso, o melhoramento genético do eucalipto
ndo se restringe apenas a uma maior quantidade de celulose ou menor de lignina, mas ha
também outras caracteristicas importantes que devem ser levadas em consideracio, tais
como réapido crescimento, resisténcia a pragas e a condi¢des desfavordveis. Desta
maneira, a expressio de genes ainda sem funcdo determinada pode levar ao
elucidamento de varias caracteristicas da planta que podem ser aprimoradas por
transgenia.

Genes como o contig 11754, que codifica para uma proteina ribossomal QM-
like, foi um dos que se apresentou com maior nimero de hits na biblioteca de ESTs (68
hits), e ambos os reads designados a ele se mostraram diferencialmente expresso em
xilema de E. grandis. Homoélogos desse gene foram encontrados em diversas espécies

de eucariotos, mas a sua importancia funcional implicada por esta alta conservacio
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ainda ndo foi elucidada em plantas. (Loftus, 1997). Primers para este gene também
foram desenhados para experimento de PCR em tempo real, mas a amplifica¢do ndo foi
obtida e o resultado do experimento foi inconclusivo.

O contig 7356 relacionado com o gene de uma proteina de sinalizacdo de etileno
(EIN3-like protein) apresentou 22 hits na biblioteca de ESTs com maior expressdo em
xilema (20%) contra folha (12%), e nos microarranjos esteve diferencialmente expresso
nos xilemas de E. globulus e E. urophylla. Este gene codifica para um regulador
positivo de etileno, horménio com papel importante em diversos processos de
crescimento e desenvolvimento da planta e deve ser estudado com maior profundidade
(Iordachescu e Verlinden, 2005).

Muitos destas seqiiéncias com fun¢do inderteminada quando do inicio do
trabalho ndo tinham sequer identidade conhecida sendo apenas inseridas no banco de
dados manualmente apds a conclusdo deste. Estas foram entdo identificadas através do

Blastnr, e podem ser conferidas ao fim do apéndice 2.

CONCLUSOES

Os resultados mostraram que diferentes genes estdo diferencialmente expressos
nas espécies estudadas, sendo uma grande propor¢do deles com funcdo ainda
desconhecida no metabolismo. Dentre as espécies estudadas E. grandis e E. globulus
foram as que mais se assemelharam quanto ao perfil dos seus genes expressos; E.
urophylla foi a que apresentou a menor quantidade de genes diferenciais e E. pellita foi
a espécie que apresentou o perfil de expressdo mais distinto, especialmente quanto aos
genes com funcdo desconhecida aonde apresentou muitos mais genes reprimidos do que
induzidos, ao contrdrio do que aconteceu com as outras espécies.

Muitos dos genes investigados neste trabalho foram selecionados por suas
funcdes relacionadas com caracteristicas importantes do ponto de vista comercial para a
planta; assim, a semelhanca entre o perfil de indugdo e repressdao dos genes dentro das
espécies consideradas comerciais (E. grandis, E. globulus e E. urophylla) e a diferenga
destas em relagdo a E. pellita, podia ser esperada, corroborando assim que a andlise
global da expressdo génica diferencial é uma técnica robusta que permite identificar
genes e vias metabdlicas envolvidas com as caracteristicas da parede secundaria do

eucalipto.
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Poucos genes relacionados diretamente com a formacdo da parede celular e
muitos genes de fungdo desconhecida se mostraram diferencialmente expressos. Assim
a diferenca fenotipica das espécies e, principalmente a qualidade e composi¢cdo da sua
madeira, pode estar sustentada ndo necessariamente nos genes de desenvolvimento da
parede celular em si, que apresentam expressdo constitutiva dentre os tecidos estudados,
e sim naqueles genes pertencentes possivelmente a outras vias como a de sintese e
processamento de proteinas, bem como genes ainda ndo relacionados ao
desenvolvimento da parede celular e ou ao crescimento da planta.

A andlise da via de metabolismo de ligninas através do PCR em tempo real,
realizados apds os experimentos de microarranjos, mostrou que em E. globulus existe
uma forte indugdo dos genes do inicio da via, juntamente com a repressao de genes da
via de flavénoides, sendo que estas vias compartilham enzimas e intermedidrios. Estes
resultados podem ser a chave para entender os motivos que levam a formagdo de um
determinado tipo de lignina, aonde a quantidade de substratos, de enzimas e afinidades
destas levaria a formacdo da lignina S ou G de acordo com sua disponibilidade. Assim
sendo, este metabolismo seria chave para sua exploracdo por técnicas de transgenia com
o intuito de melhoramento genético do eucalipto.

Dentre os genes com funcdo ja conhecida, aquele que apresentou o perfil de
expressdo mais interessante foi o gene da ciclinaA (EUUR-XY-000-014-E02-BA.R)
(divisdo e expansdo celular), que esta fortemente induzido em E. globulus e reprimido
nas outras espécies, sendo esta a espécie responsavel pela madeira de melhor qualidade
dentre as estudadas neste trabalho juntamente com o baixo nimero de genes
identificados com este perfil de expressdo, € alta a possibilidade deste gene contribuir
para caracteristicas exclusivas desta espécie. Este resultado faz deste gene o principal
alvo para estudos de clonagem e expressdo no intuito de se entender como este pode
estar sendo responsdvel por diferengas fenotipicas de possivel interesse econdmico na

espécie E. globulus.
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PERSPECTIVAS

Visando a continuagdo do trabalho, os genes considerados candidatos serdo
estudados através de técnicas de clonagem e expressdo em organismos modelos, como
Arabidopsis thaliana, para avaliar assim sua influéncia sobre a geracdo de
caracteristicas de interesse econdmico para o melhoramento do eucalipto e
possivelmente caracterizar a genes com funcio desconhecida com expressdo diferencial
comprovada neste trabalho. Aqueles que apresentarem resultados considerados
positivos terdo seu estudo levado adiante e seu impacto serd avaliado entdo diretamente
em eucalipto.

O efeito dos flavonoides chalcona e narigenin serd avaliado através de
experimentos realizados diretamente com mudas de eucalipto aonde o desenvolvimento
da planta serd observado e este material posteriormente coletado para anélise de sua
influéncia no metabolismo da espécie através da constru¢do de novos chips e de
observagdes histoldgicas.

Dessa forma, espera-se conseguir através da modificacdo genética e de técnicas
de manejo, plantas de eucalipto que possuam maior crescimento, resisténcia e producao

de celulose.
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APENDICE 1

Nome da sequéncia

Sequéncia Foward

Sequéncia Reverse

caffeate O-methyltransferase TCAAGAACTGCTACGATGCG |GGATCACATTCTTGGTCGCT
caffeoyl-CoA O-methyltransferase CTGAGCTCTGGATACCCACATTICCATCTATATTGGCCAACGC
chalcone isomerase AGGCGATATTCGAGTCGATG |CCTTCTTCTCGCAGTCCTTC
chalcone synthase GAGAAGCTGAAGCTCAAGGC [CATCTCGTCCAGGATGAACA
cinnamate 4-hydroxylase GAGCCCGAGCTCTACAAGC [GTCGTGGAGGTTCATGTGG
cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase [ATCCTTGCCAAGTTCTTCCC |TTTCAGCTTCTGGTTGGAGAA
cinnamyl alcohol dehydrogenase TCTGACCGGAAGAGAGAGGA |GTCGAGTGAATCAGCAGCCT
coumarate_CoA ligase AACACGACCTGCTTCGAGAT |TGAGGTTCCAGTGAGGTTC
ferulate 5-hydroxylase CTCGTGGACCGAACCTGA ACCCGAAAGGGATGAACCT
Laccase AACAACGTGTCCTTCGTGCT |GCAAGGGAAATCAGGTGGT
p-coumarate 3-hydroxylase CACCCTCAAGGACAAATACGA [GCCCACTCCACTGAAATAGC
Peroxidase TTTCATGTGCGGACATCTTG |TGTTCTTCCATCCTTCCTTCC
phenylalanine ammonia-lyase TTCGAGGAGGAGCTCAAGG |CATTCCTTGATCTGGTTGGG
phenylpyruvate aminotransferase AGAGATGGAGCACATTTCCG |CAATCTTCCATCCGGTCAAT
prephenate dehydratase CTCAAATAAAGGCAGTGCCAA |CAGATGTCCCAAGGCAAGTT
HistoneH2B GAGCGTGGAGACGTACAAGA |GGCGAGTTTCTCGAAGATGT
RibPtnL23A AAGGACCCTGAAGAAGGACA |CCTCAATCTTCTTCATCGCA
Heat_shock_proteinF TTGTGATTGACGTGATTTCG |ATCGTGGTTCCTAAGATCGC
ChaperoninF CCTACTTGCCCAATTGCAG TGCTGCCTCAAATATCGACT
Cyclin_AF GGTGAAGTCATTCCTGATGC [TAGCAGTGTTGGACCGGATA
EIf3F CGACGAGGAGATCCTCAAGT |ACGTCACTCGGTGTGGTAGA
PI3d10F TCACTTGGTGAGTTGGGAGA |AAGCATCCTTTCCAGCAAAT
Pl4f2F GCCAGCATTGAGGTTAACTG [GAACCAGATGAAAGGCATGA
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APENDICE 2

Cell wall formation: polysaccharide metabolism

PLACA 1

1. B-(1,3)(1,4)-glucosidase PI1/A1 EUGR-ML-000-001-E12-BA.R
2. B-(1,3)-glucanase PI1/A2 EUUR-XY-000-025-A09-BA.R
3. o-amylase (endoamylase, multigene family) PI1/A3 EUGR-ML-000-021-F03-BA.R
4. B-amylase (exoamylase, multigene family) PI1/A4 EUGR-ML-000-075-A12-BA.R
5. a-arabinosidase PI1/A5 EUUR-XY-000-043-H03-BA.R
6. o-fucosidase PI1/A6 EUUR-XY-001-105-A01-BA.T
7. a-galactosidase PI1/A7 EUPE-XY-001-002-F03-BA.R
8. xyloglucan-endo-B-glucanase PI1/A8 _EUUR-XY-000-012-C07-BA.R
9. a-glucuronidase PI1/A9 EUUR-XY-000-037-D02-BA.R
10. | 1,6-a-galactosyltransferase  PI1/A10 EUUR-XY-000-085-G09-BA.R
11. | ADP-glucose pyrophosphorylase  PI1/A11 EUGR-ML-000-006-D07-BA.S
12. | aldolase (latex plastidic aldolase-like protein)PI1/A12 EUGR-ML-000-015-C07-BA.R
13. | aldolase (fructose-bisphosphate aldolase) PI1/B1 EUGR-ML-000-018-E02-BA.R
14. | aldolase (latex plastidic aldolase-like protein) PI1/B2 EUGR-ML-000-012-E09-BA.R
15. | branching enzyme (N-acetylglucosaminyltransferase family) PI1/B3 EUUR-XY-000-013-D12-BA.R
16. | branching enzyme (1,4-a-glucan branching enzyme)PI1/B4 EUGR-ML-000-001-F11-BA.R
17. | Cellbiohydrolase endo-1,4-beta-glucanase PI1/B5 EUUR-XY-000-008-G10-BA.R
18. | Cellulose PI1/B6 EUUR-XY-001-002-B10-BA.R
19. | cellulose synthase-7 PI1/B7 EUUR-XY-000-011-D05-BA.R
20. | endo-B-glucanase PI11/B8 EUUR-XY-000-011-F03-BA.R
21. | endo-B-mannanase  PI1/B9 EUUR-XY-001-096-A06-BA.R
22. | endo-B-xylanase PI1/B10 EUUR-XY-000-039-D11-BA.R
23. | Endo polygalacturonase PI1/B11 EUUR-XY-000-086-A06-BA.R
24. | exo-1-4 galactanase PI1/B12 EUUR-XY-000-085-H03-BA.R
25. | Expansin PI1/CA EUPE-XY-001-002-B06-BA.R
26. | Extensin PI1/C2 EUUR-XY-000-020-C04-BA.R
27. | Fructokinase PI1/C3 EUUR-XY-000-013-B08-BA.R
28. | B-galactanase PI1/C4 EUUR-XY-000-085-H03-BA.R
29. | glycine rich protein PI1/C5 EUGR-XY-001-002-F03-BA.R
30. | glycosyltransferases. arbutin synthase PI1/C6 EUUR-XY-001-002-H05-BA.R
31. | hexose phosphate isomerase (hexose P isomerase) EUUR-XY-000-029-B04-BA.R
Glucose-6-phosphate isomerase, cytosolic 1 PI1/C7
32. | hydroxyproline rich protein PI1/C8 EUUR-XY-000-020-A12-BA.R
33. | Lichenase PI11/C9 EUGR-ML-000-041-E04-BA.R
34. | myo-inositol-1-monophosphatase PI1/C10 EUGR-ML-001-085-E06-BA.R
35. | pectin acetylesterase  PI1/C11 EUUR-XY-001-106-G08-BA.T
36. | pectin methyltransferase PI1/C12 EUUR-XY-000-024-C01-BA.R
pectin-glucuronyltransferase
37. Xyloglucan-endo-B-transglycosilase™.PI1/D1 EUUR-XY-000-009-H10-BA.R
38. | Phosphoglucomutase PI1/D2 EUUR-XY-000-009-FO1-BA.R
39. | phosphohexose isomerase PI1/D3 EUUR-XY-000-029-B04-BA.R
40. Polygalacturonase  Pl1/D4 EUUR-XY-000-011-E06-BA.R
41. | Pyrophosphate-fructose 6-phosphate kinase PI1/D5 EUUR-XY-000-016-E10-BA.R
42. | fructose 1,6-bisphosphatase PI1/D6 EUGR-ML-000-054-G11-BA.R
43. | pyrophosphatase (plastidic) PI1/D7 EUUR-XY-001-096-B07-BA.R
44. | starch synthase  PI1/D8 EUGR-ML-000-013-D10-BA.R
45. | sucrose synthase (UDP-glucose:D-fructose-2-glucosyltransferase; sucrose- | EUUR-XY-000-010-F11-BA.R
UDP glucosyltransferase) PI1/D9
46. | triose phosphate-phosphate translocator PI1/D10 EUGR-ML-000-018-D01-BA.R
47. | UDP-glucose dehydrogenase PI1/D11 EUUR-XY-000-010-F06-BA.R
48. | UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase PI1/D12 EUUR-XY-001-111-B09-BA.R

Phenylpropanoid (including lignin) biosynthesis

49.

4-coumarate:CoA ligase (4-coumaric acid:CoA ligase) PI1/E1

EUUR-XY-000-013-B12-BA.R

50.

caffeate O-methyltransferase (cafeic acid O-methyltransferase; lignin-

EUUR-XY-000-024-C12-BA.R
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bispecific O-methyltransferase) PI1/E2

51. | caffeoyl-CoA O-methyltransferase PI1/E3 EUUR-XY-000-010-A04-BA.R
52. | chalcone isomerase (chi) PI1/E4 EUGR-ML-000-001-E04-BA.R
53. | chalcone synthase (chs) PI/E5 EUPE-XY-001-002-E09-BA.R
54. | cinnamate 4-hydroxylase (cinnamic acid 4-hidroxylase) PI1/E6 EUUR-XY-001-002-A11-BA.R
55. | cinnamoyl-CoA NADP oxidoreductase (ccr) PI1/E7 EUUR-XY-000-011-A12-BA.R
56. | cinnamyl alcohol dehydrogenase (cad) PI1/E8 EUUR-XY-000-024-E05-BA.R
57. ferulate 5-hydroxylase (ferulic acid 5-hydroxylase) (f5h) PI1/E9 EUUR-XY-000-083-H11-BA.R
58. |Laccase PI1/E10 EUUR-XY-000-020-C03-BA.R
59. | p-coumarate 3-hydroxylase (p-coumeric acid 3-hydroxylase) PI1/E11 EUUR-XY-000-088-E09-BA.R
60. | Peroxidase  PI1/E12 EUUR-XY-000-019-D01-BA.R
61. | phenylalanine ammonia-lyase (pal) PI1/F1

EUUR-XY-000-009-E05-BA.R
62. | phenylpyruvate aminotransferase (phenylpyruvic acid aminotransferase) EUUR-XY-000-025-D09-BA.R

PI1/F2

63. | prephenate dehydratase (prephenic acid dehydratase) PI1/F3 EUUR-XY-001-109-A05-BA.R

Cell division and expansion

64. | Actin PI1/F4 EUUR-XY-000-024-H07-BA.R
65. | CKSH PI1/F5 EUUR-XY-000-014-E02-BA.R
66. |[cyclin A PI1/F6 EUUR-XY-000-014-E02-BA.R
67. |cyclinD3 PI1/F7 EUUR-XY-000-017-H12-BA.R
68. | cyclin-dependend kinase (related to multifunctional cyclin-dependent EUGR-ML-000-001-D07-BA.R
kinase) PI1/F8

69. | knotted-like PI1/F9 EUUR-XY-000-018-C11-BA.R
70. | MYB-like (TF) PI{/F10 EUUR-XY-000-011-C04-BA.R
71. | pectate lyase PI1/F11 EUUR-XY-000-019-C12-BA.R
72. | pectin esterase  PI1/F12 EUUR-XY-001-001-F02-BA.F

73. | Tubulin PI1/G1 EUUR-XY-000-019-H09-BA.R

Photosynthesis and photoreceptors (many chloroplast-resident

proteins)
74. | ATP synthase — subunit PI1/G2 EUUR-XY-000-018-F12-BA.R
75. | ATP synthase — subunit PI1/G3 EUUR-XY-000-020-G09-BA.R
76. | ATP synthase — subunit PI1/G4 EUGR-ML-000-015-D10-BA.R
77. | ATP synthase — subunit PI1/G5 EUUR-XY-000-024-A12-BA.R
78. | ATP synthase — subunit Il PI1/G6 EUUR-XY-000-020-H01-BA.R
79. | cryptochrome 1 PI1/G7 EUUR-XY-001-102-G09-BA.R
80. | cryptochrome 2 PI1/G8 EUUR-XY-000-019-G02-BA.R
81. | cytochrome-b/c; complex proteins (b5) PI1/G9 EUUR-XY-000-013-D04-BA.R
82. | ferredoxin-NADP reductase PI1/G10 EUGR-ML-000-010-B10-BA.R
83. | iron-sulfur proteins — superfamily PI1/G11 EUGR-ML-000-025-C03-BA.R
84. | light harvesting complex | protein (LHC) — superfamily (or chlorophyll a/b- EUGR-ML-000-020-C07-BA.R
binding proteins — superfamily)  PI1/G12
85. | light harvesting complex lla protein (LHC-lla) PI1/H1 EUGR-ML-000-016-F02-BA.R
86. | Phototropin PI1/H2 EUGR-ML-000-006-D10-BA.S
87. | PS | —photosystem | proteins — superfamily PI1/H3 EUGR-ML-001-085-E09-BA.R
88. | PS Il — photosystem Il proteins — superfamily PI1/H4 EUGR-ML-000-001-B06-BA.R

CO, assimilation (Calvin Cycle, many chloroplast-resident proteins)

89. | ferredoxin-thioredoxin reductase PI1/H5 EUGR-ML-000-010-D08-BA.R
90. | glucose 6-phosphate dehydrogenase PI1/H6 EUUR-XY-000-089-H02-BA.R
91. | phosphoglycerate kinase PI1/H7 EUUR-XY-000-010-A11-BA.R
92. | ribose phosphate isomerase PI1/H8 EUGR-ML-000-009-A12-BA.R
93. | ribulose 1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase (RubisCO) PI1/H9 EUGR-ML-000-059-C02-BA.R
94. | ribulose phosphate epimerase PI1/H10 EUGR-ML-001-085-G11-BA.R
95. | Transaldolase PI1/H11 EUUR-XY-000-010-E11-BA.R
96. | Transketolase PI1/H12 EUUR-XY-000-020-C10-BA.R
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Cell respiration (biological oxidation, many mitochondrium-resident proteins)

PLACA 2

97. | Aconitase PLACA 2 A1

EUUR-XY-000-054-G11-BA.R

98. Fumarase PI2/A2

EUUR-XY-000-041-F06-BA.R

99. |isocitrate dehydrogenase (isocitric acid dehydrogenase) PI2/A3

EUUR-XY-000-091-D03-BA.R

100. | malate dehydrogenase (malic acid dehydrogenase) PI2/A4

EUUR-XY-000-084-F05-BA.R

101. | NAD-malic enzyme PI2/A5

EUUR-XY-000-009-C08-BA.R

102. | PDC - pyruvate dehydrogenase (pyruvic acid dehydrogenase) PI2/A6

EUGR-ML-000-073-A10-BA.R

103. | phosphate translocator PI2/A7

EUGR-ML-000-018-D01-BA.R

Photorespiration (many chloroplast-resident proteins — amino acid

biosynthesis)

104. | glutamate synthase PI2/A8

EUGR-ML-000-060-G12-BA.R

105. | glutamine synthetase PI2/A9

EUUR-XY-000-081-G09-BA.R

106. | glycolate oxidase PI2/A10

EUGR-ML-000-010-G04-BA.R

107. | phosphoglycolate phosphatase PI2/A11

EUUR-XY-000-001-A03-BA.R

108. | serine hydroxymethyl-transferase PI2/A12

EUGR-ML-000-017-B10-BA.R

Drought and Cold Responsive Genes

109. -tonoplast intrinsic protein (tip) P12/B1

EUUR-XY-000-010-HO01-BA.R

110. | Aquaporin P12/B2

EUUR-XY-000-017-G05-BA.R

111. | ascorbate peroxidase PI2/B3

EUUR-XY-000-089-D09-BA.R

112. | calcium-binding EF hand protein PI2/B4

EUUR-XY-000-091-G11-BA.R

113. | catalase 3  PI2/B5

EUGR-ML-000-065-E10-BA.R

114. | cold acclimation protein PI2/B6

EUGR-ML-001-080-C06-BA.R

115. | cysteine proteinase PI2/B7

EUGR-ML-001-086-D08-BA.R

116. | cysteine proteinase inhibitor PI12/B8

EUGR-ML-000-009-C11-BA.R

117. |[DC 1.2 PI2/B9

EUUR-XY-001-001-F02-BA.F

118. | Enolase PI2/B10

EUUR-XY-000-024-B01-BA.R

119. | Ferritin  PI2/B11

EUGR-ML-000-054-F03-BA.R

120. glyoxylase | (homolog) glyoxylase family protein PI2/B12

EUGR-ML-001-086-A06-BA.T

121. | jasmonate-inducible protein PI2/C1

EUGR-ML-000-064-F11-BA.R

122. | late embryogenesis abundant protein (lea, multigene family) PI2/C2

EUGR-FL-001-001-H12-BA.F

123. | nodulin  PI2/C3

EUPE-XY-001-002-B11-BA.R

124. | peroxiredoxin (thioredoxin peroxidase) P12/C4

EUUR-XY-000-020-D10-BA.R

125. | reversibly-glycosylated polypeptide-3 PI2/C5
reversibly-glycosylated polypeptide

EUUR-XY-000-052-A06-BA.R

126. | thiol protease PI2/C6

EUUR-XY-000-016-C03-BA.R

127. | water channel protein (putative) PI2/C7

EUUR-XY-000-010-G05-BA.R

Nitrate assimilation (many chloroplast-resident proteins — amino acid

biosynthesis)

128. | nitrate reductase PI2/C8

EUUR-XY-000-010-H11-BA.R

129. | aspartate kinase PI12/C9

EUGR-ML-000-055-A07-BA.R

130. | Enolase PI2/C10

EUUR-XY-000-024-B01-BA.R

131. | homoserine dehydrogenase PI2/C11

EUUR-XY-001-108-G06-BA.T

132. | magnesium chelatase (plastidic) PI2/C12

EUGR-ML-000-061-B06-BA.R

133. | phosphoenolpyruvate carboxylase PI2/D1

EUUR-XY-000-062-A06-BA.R

134. | phosphoglycerate mutase  PI2/D2

EUGR-ML-000-062-G11-BA.R
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135.

pyrroline 5-carboxylate reductase PI12/D3

EUSP-FX-001-007-H05-BA.R

136.

pyruvate kinase PI2/D4

EUUR-XY-000-016-D10-BA.R

137.

symport protein  PI2/D5
MFS family, L-arabinose: proton symport protein

EUGR-ML-000-007-D05-BA.R

Nitrogen fixation

138. | Allantoinase PI2/D6

EUGR-ML-000-021-E02-BA.R
139. | lectin (phytohaemaglutinin, generic term)PI2/D7 EUUR-XY-000-015-C02-BA.R
140. | nodulin (generic term) PI2/D8 EUPE-XY-001-002-B11-BA.R

141.

Uricase PI2/D9

EUUR-XY-000-036-G11-BA.R

Sulfate assimilation (amino acid biosynthesis)

142. | acetyl-CoA synthetase PI2/D10 EUUR-XY-000-061-A10-BA.R
143. | APS kinase (adenosine monophosphate sulfate kinase) P12/D11 EUGR-ML-000-007-H10-BA.R
144. | cystathionine -lyase PI2/D12 EUGR-ML-000-063-A11-BA.R
145. | cystathionine -synthase PI2/E1 EUGR-ML-001-078-G01-BA.R
146. | homocysteine methyltransferase  PI2/E2 EUGR-ML-000-072-E09-BA.R
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate--homocysteine
methyltransferase
147. phytochelatin synthase homo-phytochelatin synthase PI2/E3 EULIR-XY-000-066-D02-BA.R
148. EUUR-XY-000-009-C03-BA.R

pyrophosphatase inorganic pyrophosphatase PI2/E4

Storage proteins

149.

Patatin  PI2/E5

EUUR-XY-001-093-A05-BA.R

150.

proteinase inhibitor cysteine proteinase inhibitor PI2/E6

EUGR-ML-000-009-C11-BA.R

Fatty acid biosynthesis (cell membrane and oil body formation)

151.

(fatty acid) alcohol dehydrogenase PI2/E7

EUUR-XY-000-087-F12-BA.R

152. | (fatty acid) catalase PI2/E8 EUUR-XY-000-086-C12-BA.R
153. | (fatty acid) isomerase  PI2/E9 EUUR-XY-000-081-C07-BA.R
154. -hydroxyacyl-ACP dehydratase PI2/E10 EUUR-XY-000-053-E12-BA.R
155. -ketoacyl-ACP synthase Il PI2/E11 EUGR-ML-001-078-F06-BA.R
156. | acethyl CoA synthetase PI2/E12 EUUR-XY-000-061-A10-BA.R
157. | acetyl CoA carboxylase PI2/F1 EUUR-XY-001-099-G05-BA.R
158. | acyl CoA oxidase PI2/F2 EUGR-ML-001-087-E11-BA.R
159. | acyl-ACP-glycerol 3-phosphate acyl transferase PI2/F3 EUGR-ML-000-009-H01-BA.R
160. | acyl-carrier protein (ACP) PI2/F4 EUUR-XY-001-092-C02-BA.R
161. | biotin carboxylase PI2/F5 EUGR-ML-000-001-E11-BA.R
162. | enoyl CoA hydratase PI2/F6 EUUR-XY-000-087-E04-BA.R
163. | hydroperoxide lyase  PI2/F7 EUGR-ML-000-011-C07-BA.R
164. | Lipoxygenase PI2/F8 EUGR-ML-000-014-C12-BA.R
165. | pyruvate dehydrogenase PI2/F9 EUGR-ML-000-073-A10-BA.R

Secondary metabolism (except phenylpropanoids)

166.

farnesyl- pyrophosphate (PP) synthase PI2/F10

EUSP-FX-001-014-D11-BAR

167.

geraniol-10-hydroxylase PI2/F11

EUGR-ML-000-015-D01-BA.R
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168. | HMG-CoA synthase ( -hydroxy- -methylglutaryl-coenzyme A synthase)
PI2/F12

EUGR-ML-000-006-G08-BA.R

169. | hydroxynitrile lyase  PI2/G1

EUGR-ML-000-077-F09-BA.R

170. | isoprene synthase P12/G2

EUGR-ML-000-063-A08-BA.R

171. | limonene synthase  PI2/G3

EUGR-ML-000-063-A08-BA.R

172. | phytoene synthase  PI2/G4

EUGR-ML-000-017-G01-BA.R

173. | prenyl transferase (isoprene or polyisoprene transferase) PI2/G5

EUUR-XY-001-094-F09-BA.R

174. | squalene synthase PI2/G6

EUUR-XY-001-095-G04-BA.R

175. | strictosidine synthase PI2/G7

EUGR-ML-000-019-E03-BA.R

Phytohormone synthesis and response

176. | amine oxidase PI2/G8

EUGR-ML-000-074-D07-BA.R

177. | auxin-binding protein (generic term) PI2/G9

EUGR-FL-001-001-E12-BA.F

178. | cytokinin-binding protein (generic term) PI2/G10

EUUR-XY-000-090-A01-BA.R

179. | abscisic acid-binding protein (generic term) PI2/G11

EUSP-FX-001-018-H09-BA.R

180. | ethylene-binding protein (generic term) PI12/G12

EUUR-XY-000-023-F02-BA.R

181. | ACC oxidase (aminocyclopropane carboxylate oxidase) PI2/H1

EUUR-XY-000-024-H01-BA.R

182. | Ubiquitin PI2/H2

EUUR-XY-000-063-D10-BA.R

Replication

183. | tankyrase (telomere structure) PI2/H3

EUUR-XY-000-057-E10-BA.R

DNA repair

184. | endonuclease (generic term) PI2/H4

EUUR-XY-000-013-G05-BA.R

185. | exonuclease (generic term) PI2/H5

EUUR-XY-000-014-B03-BA.R

Transcription and RNA processing

186. | reverse transcriptase (viral, generic term) PI2/H6

EUUR-XY-000-020-C05-BA.R

187. | RNase, ribonuclease (generic term) PI2/H7

EUUR-XY-001-111-G10-BA.T

188. | snRNP U6  PI2/H8

EUGR-ML-001-085-H10-BA.R

189. | snRNP, small nuclear ribonucleoprotein (spliceosome, generic term)
PI2/H9

EUGR-ML-001-081-C03-BA.R

190. | TBP (TATA-box binding protein) PI2/H10

EUUR-XY-000-017-B01-BA.R

191. | TFIl (RNA polymerase Il transcription factor, generic term) PI2/H11

EUUR-XY-000-073-D10-BA.R

192. | transcriptase (viral, generic term)

193. | transcription factor (general term) PI2/H12

EUGR-ML-000-017-A11-BA.R

PLACA3

194. | transposase (transposon, generic term) PLACA 3 A1

EUGR-ML-000-074-B11-BA.R

195. | U2AF (splicing factor) PI3/A2

EUGR-ML-000-007-F06-BA.R

Signal transduction

196. | protein kinase (generic term) PI3/A3

EUSP-FX-001-007-A08-BA.R

197. | protein kinase C PI3/A4

EUUR-XY-001-102-B04-BA.S

198. | cyclin-dependent kinase (CDK) PI3/A5

EUUR-XY-001-093-F02-BA.R

199. | mitogen-activated protein kinase (MAPK) PI3/A6

EUGR-ML-000-077-A07-BA.R

200. | MAPK-activated protein kinase (MAPK-PK) PI3/A7

EUGR-ML-000-022-A07-BA.R
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201. | Calmoduli PI3/A8 EUUR-XY-000-076-A09-BA.R
202. | phospholipase C PI3/A9 EUUR-XY-000-084-F12-BA.R
203. | receptor (generic term) PI3/A10 EUUR-XY-001-098-E03-BA.R
204. | phosphatidyl inositol kinase P13/A11 EUUR-XY-000-086-D03-BA.R
205. |inositol 1,4,5-triphosphate phosphatase PI3/A12 EUGR-ML-001-078-B06-BA.R

Protein synthesis and processing

206. | 40S ribosomal protein (generic term) PI3/B1 EUUR-XY-000-009-B07-BA.R
207. | 60S ribosomal protein (generic term) PI3/B2 EUUR-XY-001-002-B12-BA.R
208. | aa-tRNAS, asparaginyl-tRNA synthetase PI3/B3 EUGR-ML-000-015-G07-BA.R
209. | aa-tRNAS, phenylalanyl-tRNA synthetase PI3/B4 EUGR-ML-000-019-H10-BA.R
210. | chaperone (generic term) PI3/B5 EUUR-XY-000-016-G09-BA.R
211. | chaperonin (generic term) PI3/B6 EUUR-XY-000-021-F01-BA.R
212. | eEF1 (eukaryotic elongation factor 1 ) PI3/B7 EUUR-XY-001-107-D04-BA.S
213. | elF3 (eukaryotic initiation factor 3) PI3/B8 EUGR-ML-000-020-E07-BA.R
214. | elF4 (eukaryotic initiation factor 4) PI3/B9 EUGR-ML-000-012-E03-BA.R
215. | hsp (heat shock protein, generic term) PI3/B10 EUUR-XY-001-003-H08-BA.R
216. | hsp70 (heat shock protein 70) PI3/B11 EUGR-ML-001-084-G01-BA.R
217. | OEP (outer envelope protein, generic term) PI3/B12 EUGR-ML-001-079-E03-BA.R
218. | OEP86 (outer envelope protein, generic term 86) PI3/C1 EUUR-XY-001-103-F10-BA.R
219. | ribosomal protein (generic term) PI3/C2 EUUR-XY-001-003-A10-BA.R
220. | thylakoid processing peptidase (plastidic) PI3/C3 EUGR-ML-000-015-F06-BA.R
221. | TOM40 (translocase outer mitochondrial membrane 40) PI3/C4 EUGR-ML-000-063-C05-BA.R
222. | TOMY7 (translocase outer mitochondrial membrane 7) PI3/C5 EUGR-ML-000-063-H01-BA.R

Func¢do Nao Determinada

EUGR-ML-000-021-B11-BA.R [Blastx (nr)] PL3/C6

L-ascorbate peroxidase

EUGR-ML-000-010-H12-BA.R [Blastx (nr)] PL3/C7

glutathione S-transferase/peroxidase (glutathione transferase)

EUGR-ML-000-010-FO8-BA.R [Blastx (nr)] PL3/C8

Superoxide dismutase

EUUR-XY-000-016-B01-BA.R [Blastx (nr)] PL3/C9

peptidase (several)

EUSP-FX-001-021-F09-BA.T [Blastx (nr)] PL3/C10

protease (several)

EUUR-XY-000-012-A10-BA.R [Blastx (nr)] PL3/C11

chitinase (several)

EUGR-ML-000-020-H07-BA.R  [Blastx (nr)] PL3/C12

Xyloglucan-endo-B-transglycosilase

EUUR-XY-000-009-H10.BA.R [Blastx (nr)] PL3/D1

Triose phosphate isomerase

Glutamate dehydrogenase

(
EUUR-XY-001-106-D12-BA.F [Blastx (nr)] PL3/D2
EUUR-XY-000-059-C03-BA.R [Blastx (nr)] PL3/D3

S-adenosylmethionine synthetase

)
EUUR-XY-000-012-D02-BA.R [Blastx (nr)] PL3/D4

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-030-D08-BA.R  [Blastx (nr)] PI3/D5

transcription initiation factor IIB (TFIIB)

60S ribosomal protein L10

(
- EUUR-XY-000-073-D10-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/D6
- EUUR-XY-000-025-A04-BA.R _[Blastx (nr)] PI3/D7

leucine zipper-containing protein

- EUGR-ML-000-011-H01-BA.R _[Blastx (nr)] PI3/D8

QM:-like protein

- EUUR-XY-001-108-B01-BA.T _ [Blastx (nr)] PI3/D9

60S ribosomal protein L10

- EUGR-ML-001-086-B02-BA.R _[Blastx (nr)] PI3/D10

homeodomain transcription factor

- EUUR-XY-000-052-B09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/D11

transcription factor LIM

(
- EUUR-XY-000-091-D09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/D12

transcription factor LIM

- EUSP-FX-001-011-G09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/E1

putative transcription factor

(
- EUSP-FX-001-018-E02-BA.R  [Blastx (nr)] PI3/E2

homeodomain-leucine zipper protein

- EUSP-FX-001-007-F09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/E3

NPR1-interactor protein 1

- EUUR-XY-000-069-F08-BA.R  [Blastx (nr)] PI3/E4

homeodomain-leucine zipper protein

- EUGR-ML-000-019-H06-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/E5
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60S ribosomal protein L10

- EUUR-XY-000-036-B11-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/E6

60S ribosomal protein L10

- EUUR-XY-001-111-A02-BA.T

[Blastx (nr)] PI3/E7

homeodomain-leucine zipper protein

- EUSP-FX-001-007-F09-BA.F

[Blastx (nr)

PI3/E8

Putative Transcription initiation factor IIE, beta subunit

- EUUR-XY-000-054-F11-BA.R

]
[Blastx (nr)] PI3/E9

myb-related transcription factor

- EUUR-XY-000-042-G10-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/E10

EIN3-like protein

E

USP-FX-001-009-E07-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/E11

QM:-like protein

E

UGR-ML-000-024-E02-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/E12

E2, ubiquitin-conjugating enzyme 9 (UBC9)

E

UGR-ML-000-001-G04-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F1

60S ribosomal protein L10

EUUR-XY-000-077-G11-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F2

homeodomain-leucine zipper protein

E

UUR-XY-001-096-E01-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F3

myb-like transcription factor 6

EUGR-ML-000-074-H10-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F4

TFI1IB-related protein

E

UGR-ML-000-052-D12-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F5

receptor like protein (fragment)

E

UUR-XY-000-078-E03-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F6

receptor like protein (fragment)

EUUR-XY-001-098-E03-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F7

unknown [Arabidopsis thaliana]

- EUUR-XY-000-049-D07-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F8

transcription factor LIM

- EUUR-XY-001-002-C01-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F9

unnamed protein product

- EUSP-FX-001-015-F08-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F10

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-054-E01-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F11

Oryza sativa (japonica cultivar-group)

- EUUR-XY-000-054-G03-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/F12

Myb15 protein [Oryza sativa]

- EUUR-XY-000-076-B10-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G1

SNF5 homolog BSH

- EUGR-ML-000-074-F04-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G2

putative SCARECROW gene regulator

- EUGR-ML-000-053-G12-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G3

transcription factor LIM

- EUSP-FX-001-020-E05-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G4

putative transcription factor APFI - EUUR-XY-001-110-F05-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/G5
typical P-type R2R3 Myb protein - EUSP-FX-001-015-D08-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/G6
BEL1-related homeotic protein 29 - EUGR-ML-000-023-G06-BA.R _[Blastx (nr)] PI3/G7

26S proteasome non-ATPase regulatory subunit

- EUSP-FX-001-003-FO7-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G8

transcription factor [Cucumis melo]

- EUGR-ML-001-087-H05-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G9

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-058-C03-BA.R

unknown protein

- EUUR-XY-000-020-G07-BA.R

[Blastx (nr)] PL3/G10
]

(
[Blastx (nr)] PI3/G11

nr)

Revoluta [Arabidopsis thaliana]

- EUUR-XY-000-017-D12-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/G12

homeodomain transcription factor

- EUUR-XY-001-100-A11-BA.S

putative transcription factor

- EUUR-XY-000-023-B10-BA.R

(
[Blastx (nr)] PI3/H1
[Blastx (nr)] PI3/H2

transcriptional regulator, putative

- EUGR-ML-000-022-H10-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/H3

sigma-like factor - EUGR-ML-000-055-F03-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/H4
putative bHLH transcription factor - EUUR-XY-000-042-G09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/H5
similar to yeast dcp1 - EUUR-XY-001-102-A02-BA.S _ [Blastx (nr)] PI3/H6
tuber-specific and sucrose-responsive element binding factor - EUUR-XY-000-051-F06-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/H7
homeodomain-leucine zipper protein - EUUR-XY-001-100-A11-BA.R _ [Blastx (nr)] PI3/H8
similar to yeast dcp1 - EUUR-XY-001-102-A02-BA.T _ [Blastx (nr)] PI3/H9

putative transcription factor

- EUGR-ML-000-074-E05-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/H10

putative transcription factor

- EUUR-XY-000-027-C11-BA.R

[Blastx (nr)] PI3/H11

110 kDa protein HMP

- EUSP-FX-001-016-G11-BA.R

orf [Ricinus communis]

A

EUUR-XY-000-025-D11-BA.R
1

(
[Blastx (nr)] PI3/H12
[Blastx (nr)]PLACA 4

putative RNA polymerase B transcription factor 3

- EUUR-XY-000-018-G05-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/A2

LIM domain protein WLIM-1

- EUGR-ML-000-050-G11-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/A3

transcription factor, putative

- EUUR-XY-000-056-C12-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/A4

LIM domain protein WLIM-1

- EUSP-FX-001-001-F04-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/A5

homeobox protein HAT22

- EUUR-XY-000-071-D10-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/A6

HD-zip transcription factor (athb-8)

- EUUR-XY-001-104-A06-BA.R

[Blastx (nr)] Pl14/A7

WRKY DNA-binding protein

- EUUR-XY-000-026-F01-BA.R

auxin-regulated protein

- EUUR-XY-000-084-A05-BA.R

(

(
[Blastx (nr)] PI4/A8
[Blastx (nr)] Pl4/A9
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orf [Ricinus communis]

- EUUR-XY-000-032-D09-BA.R

[Blastx (nr)] P14/A10

aux/IAA protein

- EUUR-XY-001-099-G06-BA.R

(
[Blastx (nr)] Pl4/A11

transcription factor-like protein

- EUUR-XY-001-094-D09-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/A12

myb-like protein

- EUUR-XY-000-082-A08-BA.R

anther ethylene-upregulated protein ER1

- EUUR-XY-000-043-D02-BA.R

(
[Blastx (nr)] Pl4/B1
[Blastx (nr)] Pl4/B2

putative CCR4-associated factor

- EUUR-XY-000-006-E08-BA.F

[Blastx (nr)] Pl4/B3

IbMADSS [Ipomoea batatas]

- EUUR-XY-000-018-D01-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/B4

putative MADS-domain transcription factor MpMADSH1

- EUUR-XY-001-108-F03-BA.T

[Blastx (nr)] PI4/B5

non-phototropic hypocotyl-like protein

- EUUR-XY-000-009-G07-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/B6

transcription factor Hap5a

- EUSP-FX-001-007-G11-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/B7

Unknown protein

- EUGR-ML-000-072-A07-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/B8

unknown protein - EUUR-XY-000-089-E06-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/B9
homeobox-leucine zipper protein - EUUR-XY-000-054-F01-BA.R _ [Blastx (nr)] Pl14/B10
GHMYB9 [Gossypium hirsutum - EUUR-XY-000-089-F01-BA.R _[Blastx (nr)] Pl4/B11

heat shock transcription factor 29

- EUGR-ML-000-007-B01-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/B12

transcription factor IIA small subunit

- EUSP-FX-001-022-B03-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/C1

expressed protein; protein id: At1g08370.1 - EUUR-XY-001-102-A02-BA.R _ [Blastx (nr)] Pl14/C2
similar to VP1/ABI3 family regulatory protein - EUUR-XY-001-103-F03-BA.T _ [Blastx (nr)] PI4/C3
bZIP family transcription factor - EUUR-XY-000-019-F02-BA.R _ [Blastx (nr)] Pl4/C4
CCAAT-binding factor B subunit-like protein - EUUR-XY-000-076-G12-BA.R _ [Blastx (nr)] P14/C5
putative DNA repair and recombination protein - EUUR-XY-000-066-H02-BA.R _ [Blastx (nr)] Pl14/C6
ubiquitin-conjugating enzyme 9 (UBC9) - EUUR-XY-000-068-A06-BA.R _ [Blastx (nr)] PI14/C7
putative MADS-domain transcription factor MpMADSH1 - EUUR-XY-001-108-F03-BA.S [Blastx (nr)] PL4/C8

ubiquitin-conjugating enzyme 10 (UBC10)

- EUUR-ML-000-029-D01-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/C9

LIM domain protein WLIM2

- EUUR-XY-001-093-B09-BA.R

DNA repair/transcription factor protein

- EUUR-XY-000-068-H05-BA.R

(
[Blastx (nr)] PI14/C10
[Blastx (nr)] PL4/C11

F24B9.20 [Arabidopsis thaliana]

- EUUR-XY-001-102-B11-BA.T

[Blastx (nr)] PL4/C12

Putative SCARECROW gene regulator-like

- EUUR-XY-000-056-B03-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/D1

AT4910340/F24G24_140

- EUUR-XY-000-090-G01-BA.R

[Blastx (nr)] Pl14/D2

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-029-G05-BA.R

(nr)
[Blastx (nr)] P14/D3

WRKY2

- EUSP-FX-001-020-F01-BA.R

[Blastx (nr)] PL4/D4

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-024-G02-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/D5

transcription factor LIM

- EUUR-XY-000-006-C04-BA.F

[Blastx (nr)] Pl4/D6

HAHB-1 [Helianthus annuus]

- EUGR-ML-000-009-H08-BA.R

[Blastx (nr)] PL4/D7

LIM domain protein WLIM2

- EUUR-XY-000-021-C08-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/D8

WRKY2

- EUSP-FX-001-002-G09-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/D9

putative RNA polymerase B transcription factor 3

- EUUR-XY-000-020-B05-BA.R

[Blastx (nr)] PL4/D10

PROBABLE TRANSCRIPTION REGULATOR PROTEIN

- EUGR-ML-000-027-B03-BA.R

[Blastx (nr)] PL4/D11

Contains similarity to a hypothetical protein

- EUUR-XY-000-083-B06-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/D12

MADS-box protein AGL16

- EUUR-XY-001-002-G07-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/E1

transcription factor

- EUUR-XY-001-096-D07-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/E2

SET-domain transcriptional regulator family

- EUUR-XY-000-010-E08-BA.R

[Blastx (nr)] PL4/E3

putative photoreceptor-interacting protein-like

- EUUR-XY-001-109-H10-BA.R

orf [Ricinus communis]

- EUUR-XY-000-048-A10-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/E5

unknown [Arabidopsis thaliana]

- EUUR-XY-000-075-G01-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/E6

(
(
(
(
(
(
[Blastx (nr)] PL4/E4
(
(
(
(
(
(

ARF2 [Arabidopsis thaliana - EUUR-XY-000-021-C03-BA.R _ [Blastx (nr)] PL4/E7
putative photoreceptor-interacting protein-like - EUUR-XY-000-035-H03-BA.R  [Blastx (nr)] PI4/E8
pollen specific LIM domain protein 1a - EUUR-XY-000-030-E03-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/E9

Contains similarity to gb|AF136530 transcriptional regulator - EUUR-XY-000-058-E07-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/E10
contains similarity to pherophorin~gene - EUGR-ML-000-020-D09-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/E11
myb-like protein - EUUR-XY-000-040-E01-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/E12
histone acetyltransferase - EUUR-XY-001-109-B03-BA.R _ [Blastx (nr)] PI4/F1
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putative bHLH transcription factor

- EUGR-ML-000-026-C11-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/F2

DNA-binding protein WRKY3

- EUUR-XY-000-045-C04-BA.R

[Blastx (nr)] PI14/F3

unknown protein

- EUUR-XY-001-108-B09-BA.S

[Blastx (nr)] Pl4/F4

WRKY transcription factor 50

- EUGR-ML-000-007-B03-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/F5

transcription activator

- EUGR-ML-000-016-A08-BA.S

[Blastx (nr)] Pl4/F6

T27G7.7 [Arabidopsis thaliana]

- EUGR-ML-000-040-G11-BA.R

[Blastx (nr)] Pl14/F7

auxin response factor 6 (ARF6)

- EUSP-FX-001-008-G11-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/F8

MADS-box transcription factor FBP22

- EUGR-ML-000-061-A08-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/F9

auxin-regulated protein

- EUUR-XY-000-007-D11-BA.F

[Blastx (nr)] PI4/F10

hypothetical protein

- EUUR-XY-000-037-A08-BA.R

[Blastx (nr)] PM4/F11

heat shock transcription factor 34

- EUUR-XY-000-015-G03-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/F12

putative CCR4-associated factor

- EUGR-ML-000-027-H03-BA.R

(
[Blastx (nr)] Pl4/G1

B1088D01.2 Oryza sativa

- EUUR-XY-001-098-F04-BA.R

[Blastx (nr)] Pl14/G2

GHMYB9 [Gossypium hirsutum]

- EUGR-ML-000-008-C04-BA.R

[Blastx (nr)] P14/G3

TATA box binding protein (TBP) associated factor

- EUSP-FX-001-013-G07-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/G4

bZIP transcription factor ATB2

- EUUR-XY-000-056-G03-BA.R

[Blastx (nr)] P14/G5

ethylene responsive element binding protein

- EUGR-ML-000-033-G10-BA.R

[Blastx (nr)] P14/G6

GHMYB9 [Gossypium hirsutum]

- EUUR-XY-000-011-C04-BA.R

[Blastx (nr)] P14/G7

(
bZIP transcription factor - EUUR-XY-000-070-H12-BA.R _ [Blastx (nr)] PIl4/G8
putative bHLH transcription factor bHLH106 - EUUR-XY-000-086-G07-BA.R _ [Blastx (nr)] P14/G9
putative GATA transcription factor 3 - EUUR-XY-000-021-D10-BA.R _ [Blastx (nr)] P14/G10
LIM domain protein WLIM2 - EUUR-XY-000-028-H01-BA.R _[Blastx (nr)] PI14/G11
putative DNA binding protein - EUSP-FX-001-015-C12-BA.R _ [Blastx (nr)] P14/G12
putative bZIP DNA-binding protein - EUUR-XY-000-025-A10-BA.R _[Blastx (nr)] Pl4/H1
putative heat shock transcription factor - EUUR-XY-001-098-D09-BA.R _ [Blastx (nr)] Pl4/H2
LIM domain protein PLIM1 - EUUR-XY-001-100-C12-BA.S _ [Blastx (nr)] Pl4/H3

zinc finger transcription factor-like protein

- EUGR-ML-000-057-A06-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/H4

TATA-binding protein

- EUUR-XY-000-014-C06-BA.R

[Blastx (nr)] PI4/H5

(
[Blastx (nr)] Pl4/H6

unknown - EUUR-XY-000-067-E08-BA.R
DNA-binding protein -related - EUSP-FX-001-022-A01-BA.R _ [Blastx (nr)] PI14/H7
transcription factor Hap5a - EUSP-FX-001-007-G11-BA.F __ [Blastx (nr)] PI4/H8

DNA-binding protein p24

- EUGR-ML-000-073-G10-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/H9

putative bZIP DNA-binding protein

- EUUR-XY-000-045-E04-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/H10

AP2 domain containing protein

- EUUR-XY-000-058-C02-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/H11

putative DNA-binding protein RAV1

- EUGR-ML-000-012-B09-BA.R

[Blastx (nr)] Pl4/H12
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APENDICE 3

E. grandis
read ID gene ID fold change | p.value Funcéo
EUUR-XY-000-043-D02-BA.R unknown 5,47 0
elF3 (eukaryotic initiation factor Protein synthesis
EUGR-ML-000-020-E07-BA.R 3) PI3/B8 4,97 0 and processing
EUUR-XY-001-094-D09-BA.R unknown 4,54 0,005
CO2 assimilation
(Calvin Cycle, many
ribulose phosphate epimerase chloroplast-resident
EUGR-ML-001-085-G11-BA.R PI1/H10 3,97 0,002 | proteins
EUUR-XY-000-090-G01-BA.R unknown 3,96 0,001
EUGR-ML-001-086-B02-BA.R unknown 3,53 0,002
EUUR-XY-000-030-E03-BA.R unknown 3,34 0,006
Drought and Cold
thiol protease PI12/C6 3,18 0,027 | Responsive Genes
EUUR-XY-000-078-E03-BA.R unknown 2,92 0,003
EUUR-XY-000-049-D07-BA.R unknown 2,92 0,011
reverse transcriptase (viral, Transcription and
EUUR-XY-000-020-C05-BA.R generic term) PI2/H6 2,75 0,019 | RNA processing
EUUR-XY-000-077-G11-BA.R unknown 2,65 0,001
EUGR-ML-000-019-H06-BA.R unknown 2,62 0,017
Photosynthesis and
cryptochrome 1 PI1/G7 2,61 0,023 | photoreceptors
EUUR-XY-000-023-B10-BA.R unknown 2,5 0,027
EUUR-XY-000-042-G10-BA.R unknown 2,36 0,004
transposase (transposon, Transcription and
EUGR-ML-000-074-B11-BA.R generic term) 2,35 0,036 | RNA processing
EUGR-ML-000-074-E05-BA.R unknown 2,32 0,019
Cell division and
cyclin-dependend kinase 2,29 0,019 | expansion
hsp (heat shock protein, Protein synthesis
EUUR-XY-001-003-H08-BA.R generic term) PI3/B10 2,28 0,001 | and processing
EUUR-XY-001-002-G07-BA.R unknown 2,22 0,022
EUUR-XY-000-091-D09-BA.R unknown 2,2 0,02
OEP (outer envelope protein, Protein synthesis
EUGR-ML-001-079-E03-BA.R generic term) PI3/B12 2,2 0,01 and processing
EUUR-XY-000-026-F01-BA.R unknown 2,16 0,012
EUGR-ML-000-040-G11-BA.R unknown 2,16 0,006
EUUR-XY-000-032-D09-BA.R unknown 2,13 0,022
EUUR-XY-000-042-G09-BA.R unknown 2,07 0,009
inositol 1,4,5-triphosphate
EUGR-ML-001-078-B06-BA.R phosphatase PI3/A12 2,03 0,035 | Signal transduction
EUUR-XY-000-077-G11-BA.R unknown 2,02 0,041
aa-tRNAS, asparaginyl-tRNA Protein synthesis
EUGR-ML-000-015-G07-BA.R synthetase PI3/B3 -2,02 0,005 | and processing
inorganic pyrophosphatase
EUUR-XY-000-009-C03-BA.R PI2/E4 -2,05 0,049 | Sulfate assimilation
Photosynthesis and
EUUR-XY-000-019-G02-BA.R cryptochrome 2 PI1/G8 -2,07 0,039 | photoreceptors
Secondary
metabolism (except
EUGR-ML-000-063-A08-BA.R isoprene synthase P12/G2 -2,09 0,04 | phenylpropanoids)
water channel protein (putative) Drought and Cold
EUUR-XY-000-010-G05-BA.R PI2/C7 -2,11 0,027 | Responsive Genes
Photosynthesis and
EUUR-XY-001-102-G09-BA.R cryptochrome 1 PI1/G7 -2,11 0,005 | photoreceptors
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ATP synthase — d subunit

Photosynthesis and

EUGR-ML-000-015-D10-BA.R PI1/G4 -2,13 0,037 | photoreceptors
Cell wall formation:
hydroxyproline rich protein polysaccharide
EUUR-XY-000-020-A12-BA.R PI11/C8 -2,32 0,012 | metabolism
Cell wall formation:
Glucose-6-phosphate polysaccharide
EUUR-XY-000-029-B04-BA.R isomerase, cytosolic 1 PI1/C7 -2,51 0,009 | metabolism
Cell wall formation:
myo-inositol-1- polysaccharide
EUGR-ML-001-085-E06-BA.R monophosphatase PI1/C10 -2,56 0,018 | metabolism
Drought and Cold
DC 1.2 PI2/B9 -2,59 0,021 | Responsive Genes
Phytohormone
synthesis and
amine oxidase PI2/G8 -2,65 0,004 | response
Cell wall formation:
polysaccharide
exo-1-4 galactanase PI1/B12 -2,67 0,001 | metabolism
EUUR-XY-000-021-C08-BA.R unknown -3 0,025
Cell division and
cyclin A PI1/F6 -4.24 0,005 | expansion
Cell wall formation:
polysaccharide
glycine rich protein PI1/C5 -4,47 0,001 | metabolism
Cell wall formation:
pyrophosphatase (plastidic) polysaccharide
EUUR-XY-001-096-B07-BA.R PI1/D7 -4,62 0 metabolism
E. globulus
read ID gene ID Fold change | p.value function
Cell division and
EUUR-XY-000-014-E02-BA.R cyclin A PI1/F6 5,2 0,015 | expansion
hsp (heat shock protein, Protein synthesis
EUUR-XY-001-003-H08-BA.R generic term) PI3/B10 5,02 0 and processing
chaperonin (generic term) Protein synthesis
EUUR-XY-000-021-F01-BA.R PI13/B6 4,63 0 and processing
branching enzyme (N- Cell wall formation:
acetylglucosaminyltransferase polysaccharide
EUUR-XY-000-013-D12-BA.R family) PI1/B3 4,06 0,021 | metabolism
EUUR-XY-000-058-E07-BA.R unknown 3,99 0
TOMA40 (translocase outer
mitochondrial membrane 40) Protein synthesis
EUGR-ML-000-063-C05-BA.R PI3/C4 3,75 0,001 | and processing
EUUR-XY-001-100-C12-BA.S unknown 3,47 0
EUUR-XY-000-058-C02-BA.R unknown 3,21 0
EUUR-XY-000-082-A08-BA.R unknown 3,07 0,005
EUUR-XY-000-091-D09-BA.R unknown 2,96 0,002
ATP synthase — subunit Il Photosynthesis and
EUUR-XY-000-020-H01-BA.R PI1/G6 2,91 0,003 | photoreceptors
mitogen-activated protein
EUGR-ML-000-077-A07-BA.R kinase (MAPK) PI3/A6 2,71 0,014 | Signal transduction
EUUR-XY-000-006-C04-BA.F unknown 2,71 0,001
EUUR-XY-000-025-D11-BA.R unknown 2,67 0,001
cinnamoyl-CoA NADP
oxidoreductase (ccr) PI1/E7 2,63 0,013
EUUR-XY-000-068-H05-BA.R unknown 2,53 0,001
Unclassified up to
EUUR-XY-000-012-A10-BA.R protease (several) PI3/C11 2,53 0 now
cyclin-dependent kinase (CDK)
EUUR-XY-001-093-F02-BA.R PI3/A5 2,47 0,004 | Signal transduction
EUUR-XY-000-007-D11-BA.F unknown 2,4 0
EUUR-XY-000-045-E04-BA.R unknown 2,37 0,008
EUUR-XY-000-089-E06-BA.R unknown 2,33 0,003
EUUR-XY-000-071-D10-BA.R unknown 2,3 0,005
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MAPK-activated protein kinase

EUGR-ML-000-022-A07-BA.R (MAPK-PK) PI3/A7 2,29 0,007 | Signal transduction

EUUR-XY-000-073-D10-BA.R unknown 2,28 0,011

EUGR-ML-000-033-G10-BA.R unknown 2,24 0,001

EUUR-XY-000-043-D02-BA.R unknown 2,22 0,007

EUSP-FX-001-009-E07-BA.R unknown 2,17 0,03
Transcription and

EUGR-ML-000-007-F06-BA.R U2AF (splicing factor) PI3/A2 2,17 0,003 | RNA processing
Cell division and

EUUR-XY-000-014-E02-BA.R CKS1 PI1/F5 2,13 0,052 | expansion

EUUR-XY-000-029-G05-BA.R unknown 2,09 0,039

EUUR-XY-001-094-D09-BA.R unknown 2,08 0,059

thylakoid processing peptidase Protein synthesis

EUGR-ML-000-015-F06-BA.R (plastidic) PI3/C3 2,04 0,025 | and processing

Cell wall formation:
Cellbiohydrolase endo-1,4- polysaccharide

EUUR-XY-000-008-G10-BA.R beta-glucanase PI1/B5 2,04 0,007 | metabolism

ribosomal protein (generic Protein synthesis

EUUR-XY-001-003-A10-BA.R term) PI3/C2 2,02 0,007 | and processing

water channel protein (putative) Drought and Cold

EUUR-XY-000-010-G05-BA.R PI2/C7 2,01 0,047 | Responsive Genes

EUSP-FX-001-011-G09-BA.R unknown 2,01 0,037
Sulfate assimilation

acetyl-CoA synthetase (amino acid

EUUR-XY-000-061-A10-BA.R PI2/D10 -2,07 0,017 | biosynthesis)

EUUR-XY-000-070-H12-BA.R unknown -2,13 0,001
Cell wall formation:

b-(1,3)(1,4)-glucosidase polysaccharide

EUGR-ML-000-001-E12-BA.R PI1/A1 -2,15 0,063 | metabolism
Cell wall formation:

b-amylase (exoamylase, polysaccharide

EUGR-ML-000-075-A12-BA.R multigene family) PI1/A4 -2,19 0,005 | metabolism

EUSP-FX-001-007-F09-BA.F unknown -2,22 0,04
Fatty acid
biosynthesis (cell

acyl-carrier protein (ACP) membrane and oil

EUUR-XY-001-092-C02-BA.R PI2/F4 -2,41 0,036 | body formation

EUUR-XY-000-084-A05-BA.R unknown -2,43 0,021
Photosynthesis and

EUUR-XY-000-019-G02-BA.R cryptochrome 2 PI1/G8 -2,5 0,016 | photoreceptors

glyoxylase | (homolog)
glyoxylase family protein Drought and Cold

EUGR-ML-001-086-A06-BA.T PI2/B12 -2,53 0,04 | Responsive Genes
Cell division and

EUUR-XY-000-018-C11-BA.R knotted-like PI1/F9 -2,56 0,007 | expansion

chalcone synthase (chs)

EUPE-XY-001-002-E09-BA.R PI1/E5 -2,61 0,059 | LIGNIN
Photosynthesis and
photoreceptors

cytochrome-b/c1 complex (many chloroplast-

EUUR-XY-000-013-D04-BA.R proteins (b5) PI1/G9 -2,66 0,014 | resident proteins)
Cell wall formation:
polysaccharide

EUUR-XY-001-002-H05-BA.R glycine rich protein PI1/C5 -2,69 0,039 | metabolism

cyclin-dependend kinase
(related to multifunctional
cyclin-dependent kinase) Cell division and

EUGR-ML-000-001-D07-BA.R PI1/F8 -2,96 0,01 | expansion

Cell wall formation:
ADP-glucose polysaccharide

EUGR-ML-000-006-D07-BA.S pyrophosphorylase PI1/A11 -3,16 0,005 | metabolism
Cell wall formation:

myo-inositol-1- polysaccharide

EUGR-ML-001-085-E06-BA.R monophosphatase PI1/C10 -3,63 0,003 | metabolism

E. urophylia
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read ID gene ID Fold change | p.value function
branching enzyme (N- Cell wall formation:
acetylglucosaminyltransferase polysaccharide
EUUR-XY-000-013-D12-BA.R family) PI1/B3 6,49 0,007 | metabolism
EUUR-XY-000-010-E08-BA.R unknown 3,96 0,011
late embryogenesis abundant
protein (lea, multigene family) Drought and Cold
EUGR-FL-001-001-H12-BA.F pl2/c2 3,85 0,062 | Responsive Genes
EUGR-ML-000-026-C11-BA.R unknown 3,48 0
Sulfate assimilation
(amino acid
EUGR-ML-000-063-A11-BA.R cystathionine b-lyase PI2/D12 2,56 0,005 | biosynthesis)
EUUR-XY-000-082-A08-BA.R unknown 2,53 0,022
OEP86 (outer envelope protein, Protein synthesis
EUUR-XY-001-103-F10-BA.R generic term 86) PI3/C1 2,52 0,009 | and processing
EUUR-XY-000-076-G12-BA.R unknown 2,48 0,004
EUUR-XY-001-002-G07-BA.R unknown 2,4 0,016
Cell wall formation:
pectin acetylesterase polysaccharide
EUUR-XY-001-106-G08-BA.T PI1/C11 2,25 0,053 | metabolism
EUSP-FX-001-009-E07-BA.R unknown 2,25 0,031
EUUR-XY-001-096-D07-BA.R unknown 2,21 0,007
EUUR-XY-000-068-H05-BA.R unknown 2,17 0,009
EUUR-XY-000-045-C04-BA.R unknown 2,17 0,005
EUUR-XY-001-108-F03-BA.S unknown 2,16 0,005
jasmonate-inducible protein Drought and Cold
EUGR-ML-000-064-F11-BA.R PI2/C1 2,05 0,02 | Responsive Genes
EUUR-XY-000-027-C11-BA.R unknown 2,04 0,024
EUUR-XY-000-032-D09-BA.R unknown 2,02 0,024
EUUR-XY-001-102-A02-BA.S unknown 2 0,026
Cell division and
EUUR-XY-000-018-C11-BA.R knotted-like PI1/F9 -2,1 0,012 | expansion
Cell wall formation:
hydroxyproline rich protein polysaccharide
EUUR-XY-000-020-A12-BA.R PI1/C8 -2,29 0,018 | metabolism
hsp70 (heat shock protein 70) Protein synthesis
EUGR-ML-001-084-G01-BA.R PI3/B11 -2,38 0,011 | and processing
Cell division and
EUUR-XY-000-014-E02-BA.R cyclin A PI1/F6 -3,92 0,008 | expansion
E. pellita
read ID gene ID Fold change | p.value | function
EUGR-ML-000-061-A08-BA.R unknown 12,3 0,003
EUUR-XY-001-093-A05-BA.R Patatin  PI2/E5 11,23 0,047 | Storage proteins
Fatty acid
biosynthesis (cell
b-ketoacyl-ACP synthase I membrane and oil
EUGR-ML-001-078-F06-BA.R PI2/E11 11,08 0,002 | body formation
Cell wall formation:
pectin acetylesterase polysaccharide
EUUR-XY-001-106-G08-BA.T PI1/C11 7,16 0 | metabolism
EUUR-XY-001-104-A06-BA.R unknown 6,84 0,001
exonuclease (generic term)
EUUR-XY-000-014-B03-BA.R PI2/H5 4,97 0,01 | DNA repair
EUSP-FX-001-007-F09-BA.R unknown 4,4 0
EUUR-XY-000-027-C11-BA.R unknown 2,76 0,002
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EUGR-ML-000-074-H10-BA.R unknown 2,68 0,001
protein kinase (generic term)
PI3/A3 2,59 0,026 | Signal transduction
EUUR-XY-001-102-A02-BA.S unknown 2,52 0,011
Secondary
metabolism (except
EUGR-ML-000-019-E03-BA.R strictosidine synthase PI2/G7 2,49 0 | phenylpropanoids)
EUUR-XY-000-009-G07-BA.R unknown 2,37 | 0,008
TOM?7 (translocase outer
mitochondrial membrane 7) Protein synthesis
PI3/C5 2,32 0,016 | and processing
Fatty acid
biosynthesis (cell
pyruvate dehydrogenase membrane and oil
EUGR-ML-000-073-A10-BA.R PI2/F9 2,31 0,024 | body formation)
CO2 assimilation
(Calvin Cycle, many
ribose phosphate isomerase chloroplast-resident
EUGR-ML-000-009-A12-BA.R PI1/H8 2,3 0,033 | proteins)
water channel protein (putative) Drought and Cold
EUUR-XY-000-010-G05-BA.R PI12/C7 2,28 0,012 | Responsive Genes
EUUR-XY-000-030-D08-BA.R unknown 2,12 0,007
EUGR-ML-000-063-H01-BA.R unknown 2,1 0,22
proteinase inhibitor cysteine
EUGR-ML-000-009-C11-BA.R proteinase inhibitor PI2/E6 2,08 0,049 | Storage proteins
hsp (heat shock protein, Protein synthesis
EUUR-XY-001-003-H08-BA.R generic term) PI3/B10 -2,01 0,004 | and processing
ribosomal protein (generic Protein synthesis
EUUR-XY-001-003-A10-BA.R term) PI3/C2 -2,01 0,013 | and processing
EUUR-XY-000-054-F01-BA.R unknown -2,02 0,038
EUGR-ML-000-040-G11-BA.R unknown -2,02 0,015
eEF1a (eukaryotic elongation Protein synthesis
EUUR-XY-001-107-D04-BA.S factor 1a) PI3/B7 -2,08 0,012 | and processing
EUUR-XY-000-025-A10-BA.R unknown -2,09 0,046
EUUR-XY-000-069-F08-BA.R unknown -2,18 0,008
hsp70 (heat shock protein 70) Protein synthesis
EUGR-ML-001-084-G01-BA.R PI3/B11 -2,21 0,041 | and processing
Fatty acid
biosynthesis (cell
membrane and oil
EUGR-ML-000-011-C07-BA.R hydroperoxide lyase  PI2/F7 -2,24 0,007 | body formation)
Phytohormone
auxin-binding protein (generic synthesis and
EUGR-FL-001-001-E12-BA.F term) PI2/G9 -2,32 0,019 | response
Cell division and
EUUR-XY-001-001-F02-BA.F pectin esterase  PI1/F12 -2,59 0,02 | expansion
EUGR-ML-000-033-G10-BA.R unknown -2,63 0
elF3 (eukaryotic initiation factor Protein synthesis
EUGR-ML-000-020-E07-BA.R 3) PI3/B8 -2,69 0,008 | and processing
EUUR-XY-001-102-A02-BA.T unknown -2,69 0,007
EUSP-FX-001-016-G11-BA.R unknown -2,89 0,002
chalcone synthase (chs)
PI1/E5 -3,01 0,017
Photosynthesis and
photoreceptors
PS Il — photosystem Il proteins (many chloroplast-
EUGR-ML-000-001-B06-BA.R — superfamily PI1/H4 -3,25 0,01 | resident proteins
EUUR-XY-000-070-H12-BA.R unknown -3,28 0
EUGR-ML-000-019-H06-BA.R unknown -3,37 0,002
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unknown -3,55 0
Photosynthesis and
photoreceptors
(many chloroplast-
EUUR-XY-000-019-G02-BA.R cryptochrome 2 PI1/G8 -3,56 0 | resident proteins
Cell wall formation:
polysaccharide
EUUR-XY-000-020-C04-BA.R Extensin PI1/C2 -3,57 0,015 | metabolism
Cell wall formation:
pectin methyltransferase polysaccharide
EUUR-XY-000-024-C01-BA.R PI1/C12 -3,59 0,015 | metabolism
ATP synthase — d subunit Photosynthesis and
EUGR-ML-000-015-D10-BA.R PI1/G4 -4,04 | 0,006 | photoreceptors
EUUR-XY-000-019-F02-BA.R unknown -4,24 0
CO2 assimilation
(Calvin Cycle, many
glucose 6-phosphate chloroplast-resident
EUUR-XY-000-089-H02-BA.R dehydrogenase PI1/H6 -4,58 0,018 | proteins
Cell wall formation:
polysaccharide
EUGR-XY-001-002-F03-BA.R glycine rich protein PI1/C5 -5,97 0,001 | metabolism
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APENDICE 4

Gene Induzidos

Eletronic

Northern %
Read ID Contig Gene ID Folha Xilema | Total
EUUR-XY-000-011-A12- cinnamoyl CoA reductase [Eucalyptus
BA.R Contig11442 globulus] 0.0442087 0.0529234 766
EUUR-XY-000-030-D08- transcription factor lim1 [Eucalyptus
BA.R Contig3117 camaldulensis] 3.37288 47.9484 122
EUSP-FX-001-011-G09- transcription factor lim1 [Eucalyptus
BA.R Contig3117 camaldulensis] 3.37288 47.9484 122
EUUR-XY-000-029-G05- transcription factor lim1 [Eucalyptus
BA.R Contig3117 camaldulensis] 3.37288 47.9484 122
EUUR-XY-000-091-D09- transcription factor lim1 [Eucalyptus
BA.R Contig3117 camaldulensis] 3.37288 47.9484 122
EUUR-XY-000-010-G05- putative plasma membrane intrinsic protein
BA.R Contig221 [Populus tremula x Populus 46.9385 91
EUGR-ML-001-086-B02-
BA.R Contig11754 QM:-like protein [Elaeis guineensis] 8.07979 6.04533 68
EUUR-XY-000-077-G11-
BA.R Contig11754 QM:-like protein [Elaeis guineensis] 8.07979 6.04533 68
EUSP-FX-001-007-A08-
BA.R Contig7255 NtK-1-like [Solanum tuberosum] 5.02075 4.88351 38
EUUR-XY-000-023-B10- BTF3-like transcription factor [Lycopersicon
BA.R Contig3665 esculentum] 7.31804 33
EUUR-XY-001-096-D07- BTF3-like transcription factor [Lycopersicon
BA.R Contig3665 esculentum] 7.31804 33
EUGR-ML-000-033-G10- ethylene response factor [Manihot
BA.R Contig8912 esculenta] 8.85218 19.8697 31
EUUR-XY-000-058-C02- ethylene response factor [Manihot
BA.R Contig8912 esculenta] 8.85218 19.8697 31
EUUR-XY-000-008-G10- endo-1,4-beta-glucanase [Gossypium
BA.R Contig10319 hirsutum] 41.3836 30
EUGR-ML-000-009-C11- cysteine protease inhibitor cystatin [Malus x
BA.R Contig1316 domestica] 14.6192 17.501 28
EUUR-XY-000-007-D11-
BA.F Contig1391 GH1 protein [Glycine max] 31.1363 28
EUGR-ML-000-074-E05- putative transcription factor BTF3-like
BA.R Contig6952 [Solanum tuberosum] 16.6369 14.9374 27
EUUR-XY-000-027-C11- putative transcription factor BTF3-like
BA.R Contig6952 [Solanum tuberosum] 16.6369 14.9374 27
EUUR-XY-000-025-D11-
BA.R Contig8835 orf [Ricinus communis] 1.73417 2.59503 23
EUUR-XY-000-032-D09-
BA.R Contig8835 orf [Ricinus communis] 1.73417 2.59503 23
EUSP-FX-001-009-E07-
BA.R Contig7356 EIN3-like protein [Cucumis melo] 12.4048 20.4189 22
EUUR-XY-000-045-E04- bZIP transcription factor ATB2 [Glycine
BA.R Contig16317 max] 29.8655 20
EUUR-XY-001-003-A10- structural constituent of ribosome
BA.R Contig11226 [Arabidopsis thaliana] 13.3385 13.9718 17
EUUR-XY-000-071-D10-
BA.R Contig14272 HAT22 39.9357 17
EUUR-XY-000-042-G09- DNA binding / transcription factor
BA.R Contig10820 [Arabidopsis thaliana] 29.1736 15.2795 16
EUUR-XY-000-020-H01- Vacuolar ATP synthase subunit B isoform 2
BA.R Contig275 (V-ATPase B subunit 2) 19.2179 25.882 15
EUGR-ML-000-019-H06- class Il HD-Zip protein 6 [Populus
BA.R Contig3893 trichocarpa] 18.1262 21.6993 15
EUGR-ML-000-074-H10- myb-like transcription factor 6 [Gossypium
BA.R Contig224 raimondii] 34.4404 15.4611 13
EUUR-XY-000-021-F01- ATP binding / protein binding [Arabidopsis
BA.R Contig11021 thaliana] 10.3997 9
EUGR-ML-000-020-E07-
BA.R Contig3112 elF3e [Arabidopsis thaliana] 32.0043 14.3674 7
EUUR-XY-001-003-H08- heat shock protein binding / unfolded
BA.R Contig14832 protein binding [Arabidopsis 43.8348 32.7973 7
EUGR-ML-000-040-G11-
BA.R Contig370 unknown [Solanum tuberosum] 63.349 18.9592 7
EUUR-XY-000-042-G10-
BA.R Contig761 MYB85 62.7453 7
EUUR-XY-000-078-E03- DNA binding / protein binding / zinc ion
BA.R Contig10703 binding [Arabidopsis 26.3195 7
EUUR-XY-000-090-G01-
BA.R Contig990 At5958290 [Arabidopsis thaliana] 27.2342 7
EUUR-XY-001-102-A02-
BA.S Contig370 unknown [Solanum tuberosum] 63.349 18.9592 7
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EUUR-XY-001-103-F10-

chloroplast protein import component

BA.R Contig2227 Toc159 [Pisum sativum] 0 | 38.3795 6
EUUR-XY-001-106-G08- carboxylic ester hydrolase [Arabidopsis
BA.T Contig15883 thaliana] 0 | 58.3944 6
EUUR-XY-000-045-C04-
BA.R Contig2693 WRKY82 [Glycine max] 0| 34.888 6
EUUR-XY-001-108-F03- MADS box transcription factor [Populus
BA.S Contig15889 tomentosa] 0]21.9179 6
EUUR-XY-001-102-G09-
BA.R Contig8505 cryptochrome 1 [Nicotiana sylvestris] 0 | 31.8396 5
EUUR-XY-000-056-B03-
BA.R Contig8597 At4917230/d14650c [Arabidopsis thaliana] 0]6.71706 5
EUUR-XY-000-089-E06- unknown protein [Oryza sativa (japonica
BA.R Contig12483 cultivar-group)] 0 | 6.05034 5
EUGR-ML-000-009-A12- putative ribose-5-phosphate isomerase
BA.R Contig9139 [Oryza sativa (japonica 7.85043 0 4
EUUR-XY-001-002-G07- transcription factor MADS27 [Oryza sativa
BA.R Contig14914 (japonica 0| 45.7145 4
EUUR-XY-001-094-D09-
BA.R Contig2929 ATMYB103 0 100 4
EUUR-XY-001-100-C12- putative pollen specific LIM domain protein
BA.S Contig16704 [Lycopersicon 0]21.9179 4
EUGR-ML-000-074-B11-
BA.R Contig7194 No hits found 76.9656 23.0344 3
EUGR-ML-001-079-E03-
BA.R Contig509 TOC75 76.9656 23.0344 3
EUUR-XY-000-040-E01- MYB transcription factor R3 type [Populus
BA.R Contig13228 tremula x Populus 0]9.73148 3
EUGR-ML-000-001-D07- SRG3 (SENESCENCE-RELATED GENE
BA.R Contig6485 3) 100 0 2
EUUR-XY-000-043-D02- anther ethylene-upregulated protein ER1
BA.R Contig2875 [Nicotiana tabacum] 0 100 2
EUUR-XY-000-058-E07-
BA.R Contig15624 unknown protein [Arabidopsis thaliana] 0]21.9179 2
EUUR-XY-000-089-F01-
BA.R Contig15473 GHMYBS [Gossypium hirsutum] 0 100 2

Gene Reprimidos

Eletronic
Northern %

Read ID Contig Gene ID Folha Xilema Total
EUGR-XY-001-002-F03- putative glycine-rich RNA-binding protein
BA.R Contig14085 [Prunus avium] 3.13909 6.67024 226
EUUR-XY-000-012-C07- xyloglucan endotransglycosylase/hydrolase
BA.R Contig3846 16 protein [Lycopersicon 0| 51.6279 126
EUUR-XY-000-058-C03- transcription factor lim1 [Eucalyptus
BA.R Contig3117 camaldulensis] 3.37288 47.9484 122
EUGR-ML-001-084-G01- heat shock protein 70-3 [Nicotiana
BA.R Contig8358 tabacum] 11.2487 25.8102 77
EUGR-ML-000-001-B06- photosystem Il 22 kda polypeptide
BA.R Contig6962 [Spinacia oleracea] 60.5085 0 54
EUGR-ML-000-015-D10-
BA.R Contig6927 14-3-3 family protein [Malus x domestica] 30.7664 6.90587 49
EUUR-XY-001-107-D04-
BA.S Contig13510 EF-1 alpha [Oryza sativa] 14.1857 14.8593 36
EUUR-XY-001-092-C02-
BA.R Contig16828 acyl carrier protein [Casuarina glauca] 0] 13.2641 32
EUGR-FL-001-001-E12- auxin-binding protein ABP19 [Prunus
BA.F Contig3961 persica] 0 0 30
EUGR-ML-000-020-C07- light harvesting chlorophyll a/b-binding
BA.R Contig13193 protein [Nicotiana 72.927 2.04616 28
EUUR-XY-000-024-C01- secondary cell wall-related
BA.R Contig14259 glycosyltransferase family 47 [Populus 0 100 24
EUGR-ML-000-010-D08- lipoic acid synthase-like protein
BA.R Contig3477 [Arabidopsis thaliana] 62.4947 0.850159 23
EUUR-XY-000-025-A10- bZIP transcription factor ATB2 [Glycine
BA.R Contig16317 max] 0 | 29.8655 20
EUUR-XY-000-070-H12- bZIP transcription factor ATB2 [Glycine
BA.R Contig16317 max] 0 | 29.8655 20
EUUR-XY-000-018-C11- knotted-like homeobox protein [Populus
BA.R Contig16693 tomentosa] 0 | 47.7066 17
EUUR-XY-001-003-A10- structural constituent of ribosome
BA.R Contig11226 [Arabidopsis thaliana] 13.3385 13.9718 17
EUGR-ML-001-086-A06- catalytic/ lactoylglutathione lyase
BA.T Contig7216 [Arabidopsis thaliana] 85.6029 1.06747 16
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EUGR-ML-001-085-E06-

L-galactose-1-phosphate phosphatase

BA.R Contig10672 [Actinidia deliciosa] 22.0353 3.29739 15
EUPE-XY-001-002-E09- naringenin-chalcone synthase [Juglans

BA.R Contig15017 nigra x Juglans regia] 0 | 62.7453 14
EUUR-XY-000-013-D04-

BA.R Contig11646 cytochrome b5 [Nicotiana tabacum] 0 | 18.6489 12
EUUR-XY-000-020-A12-

BA.R Contig655 putative protein [Arabidopsis thaliana] 25.1976 26.3941 11
EUUR-XY-000-054-F01- homeobox-leucine zipper protein [Glycine

BA.R Contig6914 max] 69.8403 15.6764 11
EUSP-FX-001-016-G11- RNA binding protein Rp120 [Oryza sativa

BA.R Contig2391 (japonica cultivar-group)] 0 | 52.8928 10
EUGR-ML-000-006-D07- ADP-glucose pyrophosphorylase small

BA.S Contig7695 subunit [Brassica napus] 39.8883 5.96891 9
EUUR-XY-000-089-H02-

BA.R Contig13335 G6PD6 0[4.31237 9
EUGR-ML-000-001-E12-

BA.R Contig6491 beta-1,3-glucanase [Prunus persica] 36.6466 0 7
EUUR-XY-000-018-D01- MADS box transcription factor [Populus

BA.R Contig2613 tomentosa] 0 100 6
EUGR-ML-000-001-D07- SRG3 (SENESCENCE-RELATED GENE

BA.R Contig6485 3) 100 0 2
EUUR-XY-000-019-G02- Cryptochrome 2 [Oryza sativa (indica

BA.R Contig2706 cultivar-group)] 0 100 2
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