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RESUMO

A rota de biossintese de lignina € intensamente estudada. Em grande parte, o interesse
neste polimero € vinculado a manipulacdo do teor de lignina em determinadas espécies de
plantas, tais como nas gramineas utilizadas como forrageiras e em espécies utilizadas para a
producdo de papel e, mais recentemente, em plantas utilizadas na producdo de biocombustiveis.
Muitos avancos foram realizados no sentido de alterar o teor de lignina em uma determinada
espécie a partir da modificacdo da expressdo de determinados genes da rota de biossintese de
lignina. No entanto, estudos mais recentes passaram a levar em consideracdo também os fatores
de transcricdo (FTs) envolvidos no controle da expressdo destes genes e como estes fatores
interagem entre si para modular a expressdo destes genes alvo, de acordo com estimulos
ambientais e/ou relacionados ao estddio de desenvolvimento. Neste estudo foram realizadas
andlises bioquimicas para a dosagem de lignina e de expressdo génica de fatores de transcri¢do
relacionados com a via de biossintese dos monoligndis em uma espécie de eucalipto e dois
hibridos utilizados na produgdo de papel e celulose, e em duas regides distintas do caule, dpice e
base. Para induzir modificacdes no metabolismo e no nivel de expressdo os eucaliptos foram
submetidos a estresses hidrico e por baixa temperatura. Sob baixa temperatura, Eucalyptus
globulus teve aumento do teor de lignina e os FTs envolvidos na regulacdo positiva de genes da
biossintese de lignina, como VND7, MYB52 e LIMI, apresentaram aumento de expressao.
Eucalyptus uroglobulus mostrou pouca variacdo dos teores de lignina quando submetido a
estresse hidrico, assim como E. globulus. A via de regulacdo para a formacdo de parede
secunddria parece ter diferentes respostas nestes dois eucaliptos, visto que, em E. uroglobulus o
aumento da expressdo de VND7 nao foi suficiente para induzir a expressao de seus fatores de
transcri¢do alvo, MYB46 e EgMYB2. Ja em E. urograndis P42, na base do caule de plantas
estressadas por déficit hidrico, os alvos de VND7 tiveram expressao reduzida acompanhando os
valores de lignina também menores. Deste modo, esta pesquisa pode evidenciar as diversas
respostas ao estresse apresentadas em trés gendtipos diferentes de eucaliptos, de forma que foi

possivel encontrar relacdes pontuais coerentes com as andlises bioquimicas e de expressao.
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ABSTRACT

The lignin biosynthesis pathway is intensely studied largely because of the interest in
modifying lignin content in some plant species used for the production of paper and more
recently in plants used in producing biofuels. Many advances have been made to modify the
lignin content in species by modification of the expression lignin biosynthesis pathway genes.
However, recent studies consider transcription factors involved in control of gene expression and
how these factors interact with each other to modulate the expression of target genes in
accordance with developmental or environmental signals. In this study, biochemical analysis of
lignin and transcription factors genes expression was performed in eucalyptus for two distinct
regions of the stem (shoot tips and shoot bases). To induce changes in eucalyptus metabolism
plants were exposed to water stress and low temperature. E. globulus, under low temperature
stress, showed increased lignin content and increased expression to FTs VND7, MYB52 and
LIM 1, which plays a positive adjustment. E. uroglobulus and E. globulus showed no variation in
lignin content when exposed to water stress condition. The hybrid E. uroglobulus showed
increased expression of VND7, but the expression of their target transcription factors, MYB46 and
EgMYB?2 did not change, unlike E. urograndis P42 because at the dry group shoot base FT VND7
displayed reduced expression and lignin content. In summary, we demonstrate genes
differentially expressed during stress in eucalyptus, so that it was possible to find consistent

relations between biochemical analysis and expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Eucalipto

O género Eucalyptus L Hérit € nativo da Austrdlia e outras ilhas da Oceania, com distribui¢dao
ampla, ocorrendo ao nivel do mar até grandes altitudes, desde regides chuvosas a semidridas e
dos trépicos até 43° latitude Sul (Ladiges et al., 2003). As espécies do gé€nero sdo utilizadas
amplamente pela industria florestal de papel e celulose em regides tropicais, subtropicais e em
algumas regides temperadas devido a seu crescimento superior, adaptabilidade e alta qualidade de
biomassa da madeira. Os eucaliptos mais utilizados para a plantacdo florestal sdo Eucalyptus
grandis, Eucalyptus urophylla, Eucalyptus camaldulensis e Eucalyptus globulus (Grattapaglia
and Kirst, 2008).

A espécie E. grandis tem o cultivo localizado em regides tropicais e subtropicais e E.
globulus concentra-se em regides temperadas, sendo que seus hibridos sdo amplamente utilizados
para plantacdes industriais devido a capacidade de adaptacdo e crescimento rapido (Paiva et al.,
2011).

Desta forma, ha grande interesse no aumento da produtividade e da qualidade desta matéria-
prima para a industria florestal e este avango estd sendo alcancado através de investimentos em
biotecnologia. A criacdo de hibridos de eucalipto estd proporcionando muitos ganhos, uma vez
que as espécies apresentam grande variacdo fenotipica, € juntamente com a propagacao clonal
tem se tornado uma ferramenta para a melhoria da qualidade da madeira (Grattapaglia and Kirst,
2008).

Hibridos das espécies E. grandis Hill ex-Maiden e E. urophylla S. T. Blake sdo amplamente
cultivados, pois juntos combinam o rdpido crescimento e propagacdo vegetativa de E. grandis
com maior tolerancia a doengas flingicas, capacidade de adaptacdo, maior densidade e rebrota de
E. urophylla (Kullan et al., 2012).

E. globulus Labill: retém as melhores propriedades para producdo de celulose e de papel
dentre as espécies de eucalipto plantadas comercialmente, pois tem maior comprimento da fibra e
maior teor de holocelulose, sendo necessarios aproximadamente 25% a menos de madeira para
produzir uma tonelada de celulose em relacdao a E. grandis. Deste modo, mesmo com taxas de
crescimento lento sua madeira gera um produto distinto e superior para o mercado (Grattapaglia,

2004).



1.2. Lignina

A parede celular vegetal € uma estrutura dindmica e complexa que € monitorada
continuamente quanto a integridade funcional durante o desenvolvimento e interagdo com o meio
ambiente (Denness et al., 2011). Constituida por celulose, hemicelulose, pectinas, proteinas e
lignina, a parede define o formato da célula, regula o seu crescimento, proporciona suporte
mecanico e estrutural as plantas, atua na defesa da planta contra ataque de patdgenos e estresses
abidticos e representa a maior fonte de biomassa renovdvel utilizada no mundo (Zhong and Ye,
2007).

A deposicdo da lignina na parede celular secunddria, apés a finalizacdo do alongamento
celular, se dd em alguns tipos de células, principalmente no xilema, como também no
esclerénquima, fibras do floema e periderme (Baucher et al., 1998); este processo de deposicao é
regulado por uma cascata de FTs. Recentes estudos com transgenia realizados principalmente em
Arabidopsis sp tem demonstrado a existéncia de vdrios FTs envolvidos na biossintese de parede
celular secundaria (McCarthy et al., 2009).

Lignina € um polimero aromético complexo, que pode ser sintetizado a partir de trés alcoois
hidroxicinamoil (p-cumarilico, coniferilico e sinapilico), que recebem o nome comum de
monoligndis e diferem na metoxilagdo dos Cs e Cs posicionados no anel aromdtico. Quando
incorporados ao polimero, os monoligndis sdo denominados unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil

(G) e siringil (S) (Boerjan et al., 2003).

1.3. Biossintese de lignina

A biossintese de lignina deriva da via dos fenilpropanodides, tendo como substrato inicial a
fenilalanina. Atualmente sdo reconhecidas dez enzimas necessdrias para a biossintese dos
monoligndis (Figura 1): fenilalanina amonialiase (PAL), cinamato-4-hidroxilase (C4H),
hidroxicinamoil-CoA ligase (4CL), hidroxicinamoil-CoA: shiquimato/quinato
hidroxicinamoiltransferase (HCT), p-Cumarato 3-hidroxilase (C3H), cafeoil-CoA O-
metiltransferase (CCoAOMT), hidroxicinamoil-CoA redutase (CCR), ferulato 5-hidroxilase
(F5H), 4cido cafeico O-metiltransferase (COMT), cinamil dlcool desidrogenase (CAD). Os
monoligndis sintetizados sdo transportados até a parede celular onde sdo oxidados por
peroxidases (PER) e lacases (LAC), ocorrendo entdo polimerizagdo espontanea entre os produtos

(Boerjan et al., 2003).



As ligacOes que se formam entre as estruturas Ce-C3 dos monoligndis sdo do tipo covalentes
C-O-C e C-C, que, em teoria, totalizam 16 tipos (Baucher et al., 1998). O tipo de ligacdao mais
frequente ¢ B-O-4, sendo a mais facilmente clivada, enquanto que as outras ligacdes sdo mais
resistentes a degrada¢do quimica. A abundancia relativa de cada tipo de ligagdo ird depender do
tipo de mondmero que € incorporado durante o processo de polimerizagdo. Ligninas compostas
principalmente de unidades G, cont€ém mais ligagcdes resistentes do que ligninas que incorporam
unidades S. Isto ocorre devido a disponibilidade de liga¢do no Cs da unidade G, que € inexistente
na unidade S (Boerjan et al., 2003).

A significancia funcional das ligninas tem sido associada principalmente ao suporte mecanico
dos Orgdos vegetais, a conducdo de seiva mais eficiente através de elementos vasculares
lignificados e a participacdo em mecanismos de defesa (Boudet, 2000). A composi¢do e
quantidade das ligninas variam entre as diferentes espécies vegetais, individuos de uma
populacdo, tipos celulares e entre as camadas individuais das paredes celulares, sendo
influenciadas por fatores ambientais e estddio de desenvolvimento (Campbell and Sederoff,
1996). Tem sido demonstrado que as ligninas estdo entre as inumeras respostas vegetais a
diferentes tipos de estresses abidticos, tais como deficiéncia mineral, déficit hidrico, radiacao
UV-B, vento e baixas temperaturas (Moura et al., 2010).

Reconhece-se que a lignina confere as plantas vantagem adaptativa além de ser um dreno
metabodlico de carbono (Novaes et al., 2010). A lignina, mesmo sendo tdo importante para as
plantas, representa um problema no aproveitamento agroindustrial de inimeras espécies vegetais.
Tém, por exemplo, um impacto negativo na digestibilidade de gramineas e sdo componentes
indesejaveis na manufatura do papel (Hatfield and Fukushima, 2005).

A madeira € a principal matéria-prima para fabricaciao de papel. A producdo de papel de alta
qualidade demanda a remocgdo da lignina, por intermédio de processos de polpacdo quimica e de
branqueamento, resultando no alto consumo de energia e gerando residuos téxicos (Li et al.,
2008). O processo de polpacdo quimica mais utilizado para a producdo de papel € o Kraft. Neste
sistema, os cavacos da madeira sdo tratados a altas temperaturas (150-170°C), com hidréxido de
sddio e sulfeto de sédio, sendo grande parte das ligninas hidrolisadas e solubilizadas (Lisboa et

al., 2005).



Phenylalanine

{ PaL
Cinnamic acid
| caH
4-coumaric acid
4CL .
4-coumaroyl CoA  _J" p_coumaraldehyde C_'%.D p-coumnaryl alcohol PERLAC H monolignol
{ HeT
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5-CH coniferaldehyde 5-0OH coniferyl alcohol

y comT jcomt
CAD PER/LAC
Sinapaldehyde —=  Sinapyl alcohol——s S monolignol

Figura 1: A via dos monolignéis.

As enzimas abreviadas correspondem a: fenilalanina amonialiase (PAL); cinamato-4-hidroxilase
(C4H);  hidroxicinamoil =~ CoA  ligase (4CL); hidroxicinamoil =~ CoA: shiquimato/quinato
hidroxicinamoiltransferase (HCT); p-Cumarato 3- hidroxilase(C3’H); cafeoil-CoA Ometiltransferase
(CCoAOMT); hidroxicinamoil CoA redutase (CCR); cinamil dlcool desidrogenase (CAD);ferulato 5-
hidroxilas (F5H); acido cafeico O-metiltransferase (COMT); peroxidase (PER) e lacase (LAC) (Zhao and
Dixon, 2011).

Ao lado dos estudos puramente quimicos, nos quais se tenta aperfeicoar ou descobrir métodos
mais eficientes de extracdo das ligninas para uma produgdo mais eficiente e ecologicamente
correta do papel, estdo sendo realizados também numerosos programas de biotecnologia que t€ém
como enfoque o processo de formacgdo das ligninas. Deste modo, varios estudos sugerem que
maior porcentagem de unidades S (mais facilmente removidas) facilitaria este processo de
polpagdo, visto que a redug¢do no conteudo de ligninas na parede celular compromete o

crescimento da planta (Novaes et al., 2010).

1.4. Baixa temperatura
O frio é um importante fator abidtico, pois restringe a produtividade e limita areas de cultivo

de plantas. A aclimatacdo ao frio € um processo que induz mudangas na expressdo génica,

resultando em alteragdes fisiolégicas e bioquimicas, podendo inclusive causar alteracdes no teor
4



de lignina das plantas (Moura et al., 2010). Em raizes de soja, foi constatado aumento da
atividade da enzima PAL e dos niveis de dcido ferdlico, siringico e p-hidroxibenzdico durante a
aclimatag@o ao frio (Janas et al., 2000; Janas et al., 2002). Em plantas de Populus submetidas a
temperatura de 10°C durante 14 dias observou-se aumento na deposi¢do de lignina apds o 7° dia
de tratamento (Hausman et al., 2000). A induc¢do da sintese de lignina, segundo os autores, estaria

relacionada ao refor¢o da parede celular contra estresse mecanico ou por desidratagdo.

1.5. Estresse hidrico

Em plantacdes de eucalipto a disponibilidade de 4gua € um fator limitante para o crescimento
e produtividade. No entanto, o conhecimento acerca dos mecanismos moleculares que conferem
adaptacdo do eucalipto a escassez de dgua ainda € pequeno, mas por outro lado, alguns estudos
tém relatado que os gendtipos de eucalipto diferem na modificacdo fenotipica em resposta ao
déficit hidrico (Villar et al., 2011).

O estresse hidrico afeta o metabolismo de lignina em plantas. Anélises anatdmicas de troncos
de Pinus radiata, provenientes de regides de seca periddica e severa, mostraram diminui¢do da
lignificacdo e em alguns casos o estresse foi extremo a ponto de haver células colapsadas
(Donaldson, 2002). Em milho, foi demonstrado que o aumento da expressio dos genes de
cinamoil-CoA redutase 1 e 2, aliado ao aumento na deposi¢do de lignina, levou a reducdo do
crescimento da regido basal das raizes (Fan et al., 2006). Em raizes de arroz, em estagio
intermedidrio e final de estresse hidrico (48-72 h), verificou-se aumento da expressdo génica de
PAL, C3H, 4CL, CCoAOMT, CAD e peroxidases (Yang et al., 2006). Citrullus lanatus sp. sob
estresse hidrico apresentou reducdo do crescimento, assim como se verificou que a biossintese de
lignina foi induzida, a partir do aumento da expressao de CCoAOMT e de grande nimero de
isoenzimas classe III de peroxidases (Yoshimura et al., 2008).

Reducdo do crescimento foliar também foi observada em plantas de Trifolium repens apds 28
dias de tratamento de estresse hidrico, assim como o aumento da biossintese de lignina,
evidenciando que as respostas enzimdticas envolvidas na biossintese desse polimero podem
diferir a curto e longo prazo de exposicdo ao estresse. Nos estdgios iniciais (0-14 dias) houve
aumento da atividade de PAL e ascorbato peroxidase nas folhas, sendo gradativamente reduzidas

conforme prolongou-se o periodo de estresse. Porém, nos estdgios finais de estresse (14-28 dias)



as enzimas que mostraram aumento da atividade foram peroxidases de guaiacol, de &lcool

coniferil e de siringaldazina (Bok-Rye et al., 2007).

1.6. Fatores de transcricao

Muitos avancgos foram realizados no sentido de alterar o teor de lignina em algumas espécies,
principalmente espécies modelo como A. thaliana e Populus trichocarpa, a partir da modificacao
da expressdo de determinados genes da rota de biossintese de monoligndis. No entanto, estudos
mais recentes passaram a levar em consideracdo também os genes envolvidos no controle da
expressdo destes genes e como eles interagem entre si para modular a expressdo através de
estimulos ambientais e/ou do desenvolvimento.

Plantas, assim como outros seres eucaridticos, t€ém a expressdo gé€nica regulada em varios
niveis. Um dos principais meios de controle € através da regulacdo no nivel da transcri¢ao, a qual
€ regulada por proteinas chamadas fatores de transcricao (FTs). FT's sdo responsaveis por induzir
ou reprimir a expressao dos genes, através de ligacoes em sequéncias especificas de DNA que
estdo na regido promotora do gene alvo (Riechmann and Ratcliffe, 2000; Caldana et al., 2007).
FTs representam uma fracdo considerdvel do genoma de organismos eucariotos, podendo ser
agrupados em diferentes familias génicas, de acordo com o tipo de ligacio no DNA e o dominio
que eles codificam (Ratcliffe and Riechmann, 2002). As familias de FTs podem apresentar
funcdes biologicas equivalentes ou similares (Riechmann and Ratcliffe, 2000). A interacdo dos
FTs com a regidao promotora de um gene permite o reconhecimento pela RNA polimerase 11
dando inicio ao processo de transcri¢ao (Grotewold, 2008).

Os FTs se organizam em redes regulatorias (Figura 2), onde representam papéis diferenciados
a medida que muda seu nivel hierarquico. Os reguladores “master switches” estdo no alto nivel
hierarquico de controle da rede e, associados ou ndo a outros FTs, podem afetar negativa ou
positivamente a expressdo de outro fator de transcricdo. Abaixo destes, estio os FTs que
controlam diretamente enzimas cuja funcdo € efetuar processos celulares (Grotewold, 2008).
Baseado na sequencia de aminoécidos e nas estruturas do dominio de ligacdo ao DNA, estes
fatores de transcricdo sdo classificados em familias, segundo a caracterizacdo de seus motivos

conservados.
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Figura 2: Diagrama simplificado da rede de transcricio reguladora para biossintese de parede
secundaria e lignificacio.

Nesta rede de regulagdo NST1/SND1 e VND6/7 (familia NAC) sdo reguladores chave no programa de
biossintese de parede secunddria. MYB46 e seus ortélogos sdo reguladores de segundo nivel, pois sdo
alvos dos reguladores chave NAC. MYBS58, MYB63 e MYBS85 ativam diretamente a expressdo de genes
da via de biossintese de lignina, através de ligacdes nos elementos AC. Outros FTs também ilustrados
interferem na regulacdo dos componentes da parede celular, assim como outros fatores como luz,
sacarose, ferimentos e auxina. As setas indicam a estimulacdo positiva da via e as barras indicam inibigao.
Modificado de (Zhong and Ye, 2009 e Zhao and Dixon, 2011).

Em seguida serdo feitos alguns comentdrios direcionados a certas familias de FT's que foram

estudados nesta dissertagao.
Familia Homeobox

Os genes representantes desta familia foram inicialmente encontrados em Drosophila,
evidenciando controle genético do desenvolvimento e diferenciacdo celular. Em plantas,
membros desta familia tém importantes papéis na divisdo e diferenciacdo celular do meristema.
Em mutantes de Arabidopsis mostrou-se para o FT BREVIPEDICELLUS (BP/KNAT1), um dos
sete genes da familia em Arabidopsis, aumento de deposicdo de lignina nos mutantes (bp) e
reducdo da lignificacdo em plantas superexpressando BP (Mele et al., 2003). Através da técnica
de ensaio de eletromobilidade em gel (EMSA), foram encontrados nos promotores dos genes

CCoAOMT e COMT sitios de ligacdo para BP. Andlises de expressdo demonstraram maior
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expressdo dos genes 4CL, C4H, PALI e uma peroxidase em linhagens bp, sugerindo que a
expressdo de BP poderia afetar a cascata de regulacdo da via de biossintese de lignina, em
enzimas que atuam em nivel intermedidrio para a formacao dos monoligndis.

Familia NAC

A familia génica NAC (Nam Ataf CUC2) tem muitos representantes em Arabidopsis. Estes
FTs tem papel fundamental na formagao da parede celular secundaria, coordenando a sintese de
lignina, celulose e xilano, juntamente com outros FTs da familia MYB. Os FTs da familia NAC
funcionam como reguladores chaves - “master switches”, pois estdo localizados no inicio da
cascata de regulacdo da formacgdo de parede secunddria e apresentam redundancia, ou seja, ha
mais de um gene com a mesma funcdo. Atualmente sdo reconhecidos os seguintes FT's da familia
NAC que atuam nesta coordenacdo: NSTI (NAC SECONDARY WALL THICKENING
PROMOTING FACTOR1), NST2 e NST3/SNDI (SECONDARY WALL-ASSOCIATED NAC
DOMAIN PROTEIN1), VND6 (VASCULAR-RELATED NAC-DOMAING6) e VND7 (Wang et
al., 2011).

NST1 é homologo de SNDI, portanto agem de forma redundante na sintese de parede
secundéria em fibras do xilema de Arabidopsis. Esta informagdo baseia-se nos estudos de duplos
mutantes gerados por iRNA, resultando na md formagdo da parede secunddria nessas células,
consequentemente a sintese de lignina foi reduzida localmente e houve reducdo do nimero de
transcritos dos genes 4CL1 e CCoAOMT (Zhong et al., 2007).

A expressdao de VND6 e VND7 € localizada especificamente nos vasos do xilema (Zhong et
al., 2008). Plantas transgénicas superexpressando estes dois FT's revelaram a expressdao de VND6
nos vasos do metaxilema e VND7 no metaxilema e protoxilema, e em plantas estimuladas para
crescimento secunddrio na raiz foi verificada a expressio de VND7 no xilema em
desenvolvimento. Estas informac¢des sugerem que VND6 ¢ VND7 tem funcao homodloga a NST1 e
SND1, mas com localizacdo diferente no tecido da planta (Zhong et al., 2008). A estes dois genes
¢ também atribuida funcdo de controlar FTs relacionados com o programa de morte celular, visto
que as células dos vasos precisam passar por este processo a fim de lhes conferir caracteristicas
para exercer a funcdo de transporte (Yamaguchi et al., 2011).

Familia LIM
Membros da familia LIM, assim como da familia MYB a ser comentada em seguida,

controlam a biossintese de lignina a partir de interagdo com elementos AC presentes na regiao

8



promotora de genes que codificam enzimas da via de biossintese de lignina. Elementos AC
também sdo chamados de H-boxes ou PAL-boxes e sdo regides ricas em adenosina e citosina e,
ocasionalmente, timina. Os genes com estas marcas sdo: PAL, C4H, COMT, CCoAOMT, 4CL,
CCR e CAD (Patzlaff et al., 2003).

Plantas de tabaco transgénico, antisense para Ntliml, apresentaram reducdo de transcritos de
genes codificando para as enzimas PAL, 4CL e CAD e reducdo do teor de lignina em 27%
(Kawaoka and Ebinuma, 2001). O mesmo grupo de pesquisadores encontrou o ortélogo para
EcLIM]1, isolado de Eucalyptus camaldulensis. Similar ao observado em tabaco, o mutante
Ecliml apresentou reducdo de 29% no teor de lignina em relacdo ao seu controle e a supressao da
expressao do gene reduziu a expressdao de PAL, C4H e 4CL (Kawaoka et al., 2006).

Familia MYB

A familia de proteinas MYB tem ampla diversidade e estd representada na maioria dos
organismos eucariotos. Em plantas se destaca uma classe que hd muitos fatores de transcri¢ao
envolvidos em redes regulatdrias no metabolismo, desenvolvimento e a resposta a estresse bidtico
e abidtico. Os representantes desta familia escolhidos para este estudo estdo todos envolvidos na
regulacdo da via de biossintese de lignina e com a rede regulatéria de formagdo da parede
secundaria. Dentre eles ha os “master switches” como AtMYB46 que regulam outros FTs e os que
atuam diretamente sobre os genes da sintese de lignina como EgMYB].

O EgMYBI reprime a transcricdo de EgCCR e EgCAD2 de E. gunnii ao se ligar aos sitios
MBSIIG localizados nos promotores destes genes. Estd preferencialmente expresso no xilema
secundério de caules e raizes de arvores de Eucalyptus sendo considerado por isso um regulador
negativo da rota de biossintese de lignina (Legay et al., 2007).

O gene AtMYB4 é regulador na expressdo de genes da via dos fenilpropandides e funciona
como um repressor transcricional. Mutantes Atmyb4 acumulam sinapil-malato, um composto
protetor de UV, sendo, portanto, um redutor da transcricao do gene que codifica a enzima C4H
em Arabidopsis (Jin et al., 2000). Em tabaco também reprime a expressdo de 4CL e CAD (Jin et
al., 2000).

O gene AtMYB46, ortdlogo de EgMYB?2 (de E. gunii), é expresso principalmente nas fibras e
elementos de vaso dos caules e sua repressdo causa a diminui¢do do espessamento da parede
secundéria de fibras e vasos (Wang and Dixon, 2012). E considerado um “master switch” de

segundo nivel, pois é controlado por NST1 e NST3 e também regula outros TFs que se
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encontram abaixo na cascata da formacao de parede secunddria — ver figura 2 (Wang and Dixon,
2012). A superexpressdo ativa a rota de celulose e lignina, causando deposi¢cdo ectépica de
parede secunddria e ativacdo de dois fatores de transcricio AtMYB85 e AtKNAT7 (Zhong et al.,
2007).

O FT EgMYB2 se liga em regides de regulacdo cis nos promotores de dois genes da
biossintese de lignina em E. gunnii: EgCCR e EgCAD2. Plantas transgénicas de tabaco com
superexpressdo de EgMYB2 apresentam aumento da espessura das paredes celulares e alteracdo
na composi¢do da lignina, atua no papel de regulador positivo da formacdo de parede celular,
lignina e estd filogeneticamente préximo a AtMYB46 (Goicoechea et al., 2005).

O FT VwMYB5a € conhecido por regular a via de biossintese dos fenilpropandides em Vitis
vinifera. Plantas mutantes de tabaco superexpressando VvMYB5a reprimiram a expressao de
CCoAOMT nas células de anteras, indicando que podem também atuar na via de biossintese de
lignina (Deluc et al., 2006).

O mutante det3 de Arabidopsis apresenta maiores niveis de expressdao de AtMYB61 e sua
localizag@o coincide com a deposicdo ectdpica de lignina (Newman et al., 2004). O ortélogo de
AtMYB61 em Pinus, PtMYBS, quando superexpresso em Arabidopsis leva a lignificacdo ectdpica,
além de estar relacionado com abertura estomdtica e deposicdo de mucilagem nas sementes
(Zhong and Ye, 2009).

Zhong et al., (2008) verificaram em mutantes de Arabidopsis com repressdo dos FTs
AtMYB52 e AtMYBS5, reducdo no espessamento da parede secunddria. Para AtMYB52, esta
redugdo foi verificada nas fibras interfasciculares e do xilema, porém, para AtMYBS8S5, houve
deformacdo dos vasos do xilema, provavelmente devido ao enfraquecimento da parede
secunddria.

E finalmente, verificou-se em dois mutantes de Arabidopsis para o FT AtMYB103 a redugao

de transcritos do gene de F5H e redugdo de subunidades S (Ohman et al., 2012).

2. JUSTIFICATIVA

Diante da grande importancia de eucalipto, principalmente na producdo de papel e celulose, o
estudo dos mecanismos envolvidos na deposicdo de lignina nestas espécies, bem como o
conhecimento acerca das alteragdes provocadas nestes mecanismos a partir da agao de condi¢des

ambientais distintas, sdo cada vez mais importantes. No entanto, apesar da existéncia de trabalhos
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relatando a influéncia de fatores abidticos na biossintese de ligninas em diferentes plantas, ainda
sabe-se pouco a respeito da influéncia destes fatores nos mecanismos de deposicdo de ligninas
em Eucalyptus.

Em adicdo a isto, alguns destes fatores abidticos poderiam ser utilizados como ferramentas na
elucidacdo dos mecanismos envolvidos durante o processo de deposi¢cdo de ligninas em espécies
notoriamente importantes na manufatura de papel, como € o eucalipto. Dentro deste contexto, o
estresse hidrico e por baixa temperatura, que limitam o cultivo de eucalipto em algumas regides
do Brasil, seriam importantes sob este ponto de vista.

Em relacdo aos FTs, ainda que se conhecam alguns em eucalipto, pouco se sabe de fato sobre
o controle que podem ter na biossintese de lignina ndo s6 nesta planta, mas em todas em que este

polimero tem sido estudado.

3. OBJETIVO

Verificar a expressdo de alguns fatores de transcricdo relacionados com o controle de
deposicdo de ligninas em eucaliptos em resposta ao tratamento de frio e estresse hidrico.

A Tabela 1 lista os fatores de transcricdo estudados nesta dissertacdo. Além dos nomes dos
genes também constam as espécies em que foram inicialmente descritos seguidos da sua funcdo
reguladora, se ativam os genes alvo ou se reprimem sua expressdo (Zhao and Dixon, 2011). Por

dltimo, o nimero de acesso do GenBank.
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Tabela 1: Fatores de Transcricao relacionados com a biossintese de lignina.

Gene Espécie Funcao GenBank
AtVND7 A. thaliana Ativador ATI1G71930
AtBP A. thaliana Repressor AT4G08150
EcLIM1 E. camaldulensis Ativador AB208712
EgMYBI E. gunni Repressor AJ576024
EgMYB2 E. gunni Ativador AJ576023
AtMYB4 A. thaliana Repressor AT5G26660
VwMYBS5 V. vinifera Repressor AY555190
AtMYB46 A. thaliana Ativador AT5G12870
AtMYB5?2 A. thaliana Ativador AT1G17950
AtMYB61 A. thaliana Ativador AT1G09540
AtMYBS85 A. thaliana Ativador AT4G22680
AtMYBI103 A. thaliana Ativador AT5G56110

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material vegetal e condicdes de tratamento

4.1.1. Para a realizacdo dos experimentos de baixa temperatura e estresse hidrico foram
utilizadas mudas de trés clones do hibrido Eucalyptus urograndis (Eucalyptus urophylla S. T.
Blake x Eucalyptus grandis Hill ex-Maiden), a saber C19, POO e P42, mudas do hibrido
Eucalyptus uroglobulus RSO1THG (E. urophylla x E. grandis) x (Eucalyptus globulus Labill.) e
mudas da espécie E. globulus, todas fornecidas pela empresa Fibria Celulose S.A. As mudas
foram mantidas na casa de vegetacdo em temperatura ambiente até o momento dos ensaios. Para
os ensaios de baixa temperatura cada muda foi transplantada em vasos de 1 L contendo solo,
enquanto que para as mudas que foram submetidas ao ensaio de estresse hidrico, a mistura
utilizada foi de solo e areia (2:1, v/v) em vasos de 4 L, com quatro mudas por vaso. A idade das
mudas estd informada na tabela 2 para o ensaio de baixa temperatura e na tabela 3 para o ensaio

de estresse hidrico.

4.1.2. Tratamento de baixa temperatura: Os ensaios foram conduzidos durante os meses
de setembro/outubro (clones de E. urograndis), fevereiro/marco (E. globulus) e abril (E.
uroglobulus). As plantas foram mantidas na casa de vegetacdo durante o dia. Na iminéncia do

escurecer, as plantas controle eram transferidas para cimara escura na temperatura ambiente, e as

12



plantas do tratamento eram transportadas até a camara fria e mantidas no escuro. A duragdo dos

ensaios foi de 7-10 dias (Tabela 2). As temperaturas foram aferidas diariamente sendo que, os

valores médios para temperatura minima e méixima na camara fria respectivamente, para as

plantas foram de 3,2 e 5,7°C para E. urograndis, 6,1 e 9,1°C para E. globulus ¢ 5,7 e 8,8°C para

E. uroglobulus (Tabela 4).

Tabela 2: Dados do experimento de baixa temperatura.

Idade das plantas e data de realizac@o do ensaio de baixa temperatura.

Idade (Dias) Inicio Término Dias
E. urograndis C19 99 26/09/2009  02/10/2009 7
E. urograndis P00 99 26/09/2009  02/10/2009 7
E. urograndis P42 99 26/09/2009  02/10/2009 7
E. globulus 90 23/02/2010  02/03/2010 8
E. uroglobulus 90 06/04/2010 15/04/2010 10

4.1.3. Tratamento de estresse hidrico: As plantas foram acondicionadas na estufa em

temperatura ambiente durante toda a duracio do ensaio. Dividiu-se em dois grupos de tratamento

denominados controle (C) e seca (S). O grupo controle era irrigado diariamente e o grupo seca

ndo recebeu irrigacdo e sua coleta era realizada apenas se o sintoma de murcha, verificado ao

meio dia (12:00 h), era persistente até a manha do dia seguinte.

A duracdo do ensaio foi variada para cada grupo devido a espera dos sintomas, esta

variacdo e a idade das plantas estdo na tabela 3.

Tabela 3: Dados do experimento de estresse hidrico.

Idade das plantas, data de realizacdo e duracdo do experimento de seca.

Idade (Dias) Inicio Término Dias
E. urograndis C19 120 24/11/2009  14/12/2009 21
E. urograndis P00 120 24/11/2009 14/12/2009 21
E. urograndis P42 120 24/11/2009 14/12/2009 21
E. globulus 120 08/06/2010  26/06/2010 19
E. uroglobulus 120 26/04/2010  08/05/2010 13
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4.1.4. Procedimentos de coleta
As plantas foram coletadas descartando-se as folhas e separando o caule em duas regides. Os
primeiros 5 cm do caule a partir do dpice foram separados, em seguida os préximos 10 cm foram
descartados e coletou-se os 5 cm seguintes. Estas duas porcdes de 5 cm foram chamadas de dpice
e base, respectivamente, tratando-se de uma regido pouco lignificada e outra com maior
lignificacdo. Os fragmentos dessas duas regides do caule foram colocados em sacos de papel
aluminio perfurados e imediatamente mergulhados em nitrogénio liquido, armazenados em
biofreezer (-80°C), onde permaneceram até o momento das andlises.
4.1.5. Delineamento experimental
Nos experimentos de baixa temperatura e de estresse hidrico foram utilizadas 30 plantas de
cada hibrido por tratamento, sendo 15 destinadas para extracoes de RNA (3 repeticoes,
compostas por 5 plantas cada) e 15 plantas destinadas para andlises Klason, (3 repeti¢Oes,
compostas por 5 plantas cada). As medicdes de trocas gasosas e potencial hidrico foram

realizadas em cinco plantas de cada tratamento.

4.2. Medidas de trocas gasosas e potencial hidrico

No decorrer dos ensaios, mas normalmente nos dias iniciais até a metade dos tratamentos,
alguns exemplares foram escolhidos para avaliacdo de assimilacdo de CO, (A, pmol m? s,
condutancia estomadtica (gs, mol m> s'l) e transpiracdo (E, mmol m> s‘l). Foi usado um
analisador de gases por infravermelho IRGA-LCpro + Photosynthesis System (ADC Bioscientific
Ltd.), acoplado com luz artificial simulando radiagdo de 1050 umol m™s”. O tempo minimo de
estabilizacdo para cada medida foi de 2 min. A concentracdo de CO; e a temperatura das folhas
foram similares a do ambiente. As medidas foram realizadas em folhas no 3° ou 4° par foliar,
preferencialmente na mais desenvolvida. Em ambos os ensaios padronizou-se o horério das 11 as
13 h para as medidas que foram feitas ao longo da aplicacao do estresse.

Para o ensaio de estresse hidrico foram realizadas medidas de potencial hidrico, utilizando-se
a camara de pressdo tipo Scholander (PMS Instrumentos Co.). As medidas de potencial hidrico
foram realizadas com a regido do dpice caulinar, obtido cortando-se o caule logo apds o 4° par

foliar. Adotou-se este procedimento porque as folhas de E. globulus possuem peciolo pequeno.
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Tabela 4: Dados da medicao da temperatura nos experimentos de baixa temperatura.

As temperaturas estdo indicadas por minima e méixima observada (separadas por barras). Temperatura no periodo Diurno (°C)
corresponde a temperatura comum na qual todas as plantas foram mantidas durante o dia. Em Camara Controle Escura (°C) e Camara
Fria Escura (°C) estdo indicadas as temperaturas noturnas nas quais as plantas controle e sob estresse, respectivamente, foram

mantidas. Dias destacados de cinza correspondem as datas de medi¢des de trocas gasosas.

Temperatura (°C) Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

E. urograndis Periodo Diurno 28°/30° 26°/36° 23°/33° 21°/23° 16°/22° 22°/30° coletado

Camara Controle 30536 230040 230240 22°24° 2123° 22°/22°
Escura

Camara Fria Escura  3°/5°  4°/5°  3%6°  3°6°  3%6°  3°/6°
E. globulus Periodo Diurno  27°/33° 26°/36° 21°/25° 22°/30° 23°/31° 19°/31° 23°30° coletado
Camaézci;’;t“’le 25°/26° 25°/27° 25°/26° 24°/25° 24°/25° 23°/25° 22°/24°
Camara Fria Escura ~ 9%/9°  9°/13°  6°/10°  5°/9°  6°8°  4°8°  4°/7°
E. uroglobulus Periodo Diurno  22°/30° 22°/30° 22°/30° 22°/30° 22°/30° 22°/31  24°/30° 25°30° 25°/30° coletado
Camara Controle 500,500 200900 207200 20°/20° 20921° 20°/21° 20°/21°  21°23°  23°/24°

Escura
Camara Fria Escura 5°/7° 5°/7° 5°/7° 5°/7° 5°/7° 5°/15°  13°/15° 4°/7° 4°/7°
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4.3. Preparo do material vegetal para analises
4.3.1. Andlises bioquimicas: os &dpices e as bases caulinares foram macerados em
Nitrogénio liquido e liofilizados. Lavou-se aproximadamente 100 mg das amostras com 1,5 mL
de etanol 80% (trés vezes) e logo apds com dgua deionizada. A mistura foi centrifugada a 12000
rpm durante 15 min e o precipitado foi colocado em estufa “overnight” a 65°C. Adicionalmente,
para a andlise de lignina pelo método Klason, lavou-se o material triturado e liofilizado com
acetona em Soxhlet por 8 h. Apds a extragdo a acetona foi evaporada sob o fluxo de ar em capela.
4.3.2. Andlise molecular: O material colhido foi macerado com Nitrogénio liquido e

mantido em biofreezer. A extracdo de RNA foi de acordo com Chang et al., (1993).

4.4. Dosagens de lignina (Klason)

A dosagem seguiu o protocolo de Rogers et al., (2005). Em tubos de ensaio, a cada 0,2 g de
material seco, preparado conforme citado anteriormente, adicionou-se 3 mL H,;SO4 72%, que
foram homogeneizados em voértex e mantidos em banho-maria frio (20°C) por 2 h, sendo agitados
por 1 min a cada 10 min. Em seguida, o conteudo de cada tubo foi transferido para tubos de 125
mL, utilizando-se 112 mL de dgua MilliQ para lavagem dos residuos dos tubos de reagdo. Os
tubos de 125 mL contendo as amostras foram selados e autoclavados a 121°C por 60 min. As
amostras foram resfriadas no ambiente e os hidrolisados foram filtrados a vdcuo em filtro de
vidro (filtros secos em estufa a 105°C e pré-pesados), lavando-se com 200 mL de dgua MilliQ
pré-aquecida a aproximadamente 50°C, para remover residuos do acido e de acucares. Os filtros
utilizados foram novamente secos em estufa a 105°C e pesados. Lignina Klason (lignina insoldvel
em 4cido) foi determinada gravimetricamente a partir da diferenca do peso final do filtro com seu
peso inicial. O teor de lignina soluvel em acido foi determinado a partir da absorbancia do
filtrado dos filtros de vidro em 205 nm de acordo com TAPPI Useful Method UM250 (TAPPI,
1985).

4.5. Extracoes de RNA total e sintese de cDNA
A extracdo de RNA total foi realizada de acordo com Chang et al. (1993), com
modificagdes. Inicialmente, aqueceu-se a 65°C um volume de 750 pL de tampao de extracdo em
tubos Eppendorf de 2 mL e acrescentou-se 7,5 uL. de mercaptoetanol em cada tubo. Cerca de 100

mg de amostra macerada em Nitrogénio liquido foi colocada no tubo, que foi agitado em vortex,
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resfriado na temperatura ambiente e em seguida extraido uma vez com 750 pL de cloroférmio/
alcool isoamilico (24:1, v/v), sob agitacdo por 2 min. Ap6s centrifuga¢do a 10000 rpm por 10 min
a 4°C, coletou-se o sobrenadante e a ele adicionou-se 188 uL de 10M LiCl, e misturou-se por
inversdo do tubo. As amostras foram mantidas a 4°C, por 12 h para precipitacio do RNA. Em
seguida, centrifugaram-se as amostras a 10000 rpm por 30 min na temperatura ambiente,
descartou-se o sobrenadante e dissolveu-se o “pellet” (RNA) em 200 pL de tampao SSTE
(mantido a 37°C). Adicionaram-se 200 pL de cloroféormio/dlcool isoamilico (24:1, v/v),
misturando-se por inversdao do tubo e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15 min. Ao sobrenadante
recuperado, adicionou-se 1 mL de etanol absoluto e deixou-se a -20°C durante 2 h. As amostras
foram centrifugadas a 14000 rpm por 20 min a 4°C e descartou-se o sobrenadante. O pellet foi
lavado com etanol 75% e fez-se uma nova centrifugacdo a 14000 rpm por 20 min a 4°C,
descartando-se o sobrenadante e deixando-se secar o pellet em temperatura ambiente. O RNA
seco foi solubilizado em 20 pL de agua tratada com dietilpirocarbonato (dgua DEPC). A
quantificacdo da concentracdo de RNA de cada amostra foi realizada utilizando-se aparelho
Qubit fluordmetro (Invitrogen) e reagentes do kit Quant-it (Invitrogen), segundo as instrucdes dos
fabricantes. A qualidade do RNA foi aferida por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v)
contendo brometo de etidio e visualizacdo sob luz UV no fotodocumentador Gel Doc 2000 da
BIO RAD.

Para a degradacdo do DNA residual presente nas amostras de RNA extraidas foi utilizada
DNase turbo DNA-free TM (Ambion). As amostras de RNA tratadas foram utilizadas na sintese
da primeira fita de cDNA, que foi obtida com o uso do kit SuperScriptR VILO™ cDNA
synthesis (Invitrogen). Tais procedimentos foram realizados segundo as instrugdes dos

fabricantes.

4.6. Identificacao de sequencias

A pesquisa de seqiiéncias de ESTs (Expressed Sequence Tags) foi realizada no banco de
dados da empresa Fibria Celulose SA, utilizando como iscas sequéncias de nucleotideos dos
fatores de transcricdo de interesse conhecidos em Arabidopsis thaliana, Pinus taeda, Zea mays,
Nicotiana tabacum, Vitis vinifera e Populus trichocarpa para a busca destas sequencias. Para a
andlise comparativa foi realizado um novo alinhamento BLAST, incluindo também as espécies

representativas do grupo Viridiplantae (A. thaliana, P. trichocarpa, Oryza sativa, Sorghum
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bicolor, Selaginella moellendorffii e Physcomitrella patens). As 40 sequéncias mais similares
foram alinhadas por Neighbor-joining, utilizando o software MAFFT (Katoh et al., 2005). A
relacdo filogenética das sequéncias de proteinas alinhadas foi, entdo, inferida por méaxima
verossimilhanga utilizando PhyML (Guindon et al., 2010), com o modelo de substituicio WAG e
teste alLTR. Visto isso, as provaveis sequencias ortélogas foram agrupadas em “contigs” com o
auxilio do algoritmo CAP3 do programa BioEdit (Hall, 1999). Os contigs formados foram
novamente comparados nas bases de dados (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; PInTFDB,
http://pIntfdb.bio.uni-potsdam.de/v3.0/; e PlantTFDB, http://planttfdb.cbi.edu.cn/) através da
ferramenta BLAST para a confirmacdo da identidade dos fatores de transcri¢ao.

A tabela 5 contém os ESTs utilizados para fazer o contig representativo para os trés
eucaliptos estudados. As sequéncias de ESTs foram escolhidas baseadas nas relagOes
filogenéticas estabelecidas pela anélise, estas sequéncias e suas relagdes com os genes utilizados
como iscas podem ser consultadas no Anexo I, que contém as drvores filogenéticas.

Para os FTs AtBP, AtMYB61 e VvMYB5 foram encontradas 3 ESTs para cada gene, para
AtMYB4, AtMYBS5, AtMYB46 e AtMYB52 foram encontradas 2 ESTs e para AtVND7 e
AtMYB103 apenas 1 EST foi localizada.

Para os FTs EgMYB1, EgMYB2 e EcLIMI ndo foram realizadas anélises filogenéticas porque

para estes genes jd havia sido encontradas ESTs com alta similaridade.

4.7. Construcao de primers

Os pares de “primers” foram obtidos utilizando o programa OligoAnalyser versao 3.1 (IDT),
com parametros padrdoes. As melhores combinagdes, apds a formacgdo das estruturas secunddrias,
foram escolhidas com o programa GeneRunner (Ramakers et al., 2003). Foram desenhados 12
pares de primes (Tabela 5) para os fatores de transcri¢ao e adicionalmente 10 pares de primers de

expressao constitutiva em eucaliptos (Tabela 6).

4.8. Reacoes de RT-PCR em tempo real (qPCR)

As reacdes de qPCR, foram feitas utilizando-se o aparelho 1Cycler i1Q5 (Bio-Rad). As reacoes
foram feitas em volume final de 10 pL, sendo 5 pl de “QuantiFast™ SYBR Green — PCR Mix”
(Qiagen), 0,4 uM (concentracao final) de cada um dos primers, 3 uL. de cDNA e 1,6 uL de 4gua
MilliQ autoclavada. As condi¢des de termociclagem tiveram um passo inicial de 95°C por 3 min,

seguidos por 40 ciclos de 95°C por 10 s, 60°C por 30 s e uma etapa final de 71 ciclos de 60/95°C
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por 30 s (curva de dissociacdo). As reagdes foram feitas em triplicatas biolégicas e, para cada
réplica bioldgica, foram feitas triplicatas técnicas. Foram feitas também triplicatas de reacdes
controle, livres de DNA. Os célculos do nivel de expressio usaram (2 AACt) conforme proposto
por Livak and Schmittgen (2001). Utilizou-se o médulo de expressdo normalizada, no qual os
dados de expressdo do gene alvo sdo normalizados com relacdo a expressdo de genes de
referéncia, constitutivos em plantas. Os genes de referéncia utilizados foram validados
previamente utilizando-se os softwares geNorm (Vandesompele et al., 2002) ou NormFinder
(Andersen, 2004). A combinag@o dos constitutivos mais estaveis (melhor combinagdo) dentro de

cada experimento de frio ou estresse hidrico para cada espécie estio em Moura et al., (2012), os

quais foram utilizados como genes de referéncia nos célculos de expressao.

4.9. Analise estatistica

Os tratamentos foram analisados por ANOVA e comparagdes entre o tratamento e seu
respectivo controle foram realizadas pelo teste t de Student com 5% de significancia para analises
de trocas gasosas e dosagem de lignina (KL). Os dados de expressdo génica foram submetidos a
andlise da variancia (ANOVA) e teste de Tukey a 5% para comparacdo de médias utilizando-se o

software Statistica 8.0 (StatSoft, Inc. USA).

19



Tabela 5: Primers usados nas analises de expressao dos fatores de transcricao.

Fragmento amplificado

Genes ESTs Nome do Primer Sequéncia (pb)
EUGBHW201BDO049F05.b KNATIF GAAACAGAATTACCTGAGATTG 138
AtBP EUMALW201BD002C07.b
EUMALW?201BDO047E04.b KNATIR CTTAGGTAGTTTTCCTTTCTTC
VND7F GAGACTACATGAATCCTCGG 123
AtVND7 EFFOWDE02AM306A08.¢ VND7R CCCAGAGAGATTGATGATTC
AIMYB4 EUUGHW309BF001E08.b MYBA4F GTTGGCGAACTCTTCCTAAG 120
GNPEXYNO3AWO002BO1.g MYB4R CCTCTTCATCCTCAGCAAAG
EUUGHW308BE036H09.b MYB61F CTCTGAGGTTGAACATGGTG 91
AtMYB61 EUUGHW308BD050C10.b
EUUGHW309BE006D0S.b MYB61R GGACAGACCATTTGAGGAC
AMYBSS EUUGHW202BD011C05.b MYBS85F AACCGACAACGAAATAAAGAAC 118
GNGLXYNO1AU096A03.g MYBS85R TCGGATGGAGTTTTCTGAGG
EFFOWDEQ2AF296H04.g MYBSF GACGGACTGACAATGAGATC 111
VvMYBS5 EFFOSLB0O7AMO040C11.g
EFFOWDE02AP309C10.¢ MYBS5R TCTGGGTTTCTGGATTGAGC
MYBIF CAGCCCTCCTTCTCATCAAC 139
EgMYBI *
MYBIR ACTCTCGATCACCCCAACAC
EgMYB? EUGBHW201BD024C11.b: MYB2F CTGTTGCCGAGAATGTTGTG 112
MYB2R AGAGTTGTCGTCTCCGATGG
MYB46F CACTTGCATTCCATCCTTG 109
AIMYB46 EUUGHW309BEO24E11.b MYB46R GCCTCTTCTTTATGGTCGAGTT
AMYBS2 GNPEXYNO1AZ031D10.b MYB52F GTTGTAGGTTGAGGTGGTTC 132
EFFOWDE02AM238G09.g MYB52R ATAGCCTTGCGATGACAGAC
MYB103F GTGGGAAGAGTTGTAGGTTG 125
AtMYBI103 EUUGHW308BF002C06.b MYB103R AGCCCATCTGTTGCCTAC
EcLIMI N LIMIF CGCAAAACAGAAGCCAAATC 147
¢ LIMIR CCTTGTTCGTTGAGCTGTCA

*ESTs no Anexo I pb: pares de bases
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Tabela 6: Primers usados nas analises de expressao dos genes constitutivos.

pb indica nimero de pares de base do fragmento a ser amplificado.

Genes constitutivos Nome do Primer Sequéncia Fragmento (pb)
e o EF1aF CCTGTCCTTGATTGTCACACTTCC 130
ator de Elongacao 1 o EF1aR CCATTCCAGCATCACCGTTCTTC
o UbiqC_glo_F TCCGTCAAAAGCGAACAGA 173
Ubiquitina C .
UbiqC_glo R CATTTCCCTCCAGATTACCC
o UbqC_urg_F GGACTTTCGTTCGTTTTGGT 107
Ubiquitina C
UbqC_urg R GTGATTTGGGGAGGGTTTG
At ActForward AGATGACCCAGATTATGTTTGAGACCTTC 122
china ActReverse ACCATCACCAGAATCCAACACAATACC
Proteina SAND sand_F TGGGTCACACAGGATTTTGA 130
roteina sand_R CTCCCAGCAAAAAGATCTCG
NADP-isocitcato desid icdh F AGTTTGAGGCTGCTGGAATC 100
-isocitrato desicrogenase icdh R CTTGCATGCCCACACATAAC
Histona HaB h2b_F AACAAGAAGCCCACCATCAC 142
1stona h2b R ACAACTTCCTCCTCGCTCAC
, atub_F CCAGTGAACAAATGCCCTCT 92
o-Tubulina
atub_R TGATCAGCAACAACACAGCA
Rt 188 1882 F CATGGCCGTTCTTAGTTGGT 71
1hossoma 1852 R TAGCAGGCTGAGGTCTCGTT
Tubul beta_Tub._xanF GATGGGGACGCTATTGATTT 225
ubulina p beta_Tub_xanR CTTGGGTTGATGAGTTTCAGG
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S. RESULTADOS

5.1. Trocas gasosas e potencial hidrico
5.1.1. Experimentos de baixa temperatura: A taxa de fotossintese nos hibridos de E.
urograndis apresentou diferencas na assimilacdo, mas sendo reduzida em todos os casos (Figuras
3A,4A,5A). Por outro lado, os controles de cada hibrido aumentaram os valores de assimilacdo
ao longo do tratamento, enquanto que as plantas submetidas a estresse estdo na maioria das vezes
menores em relacdo a seus controles. O mesmo foi observado para E. uroglobulus (Figura 6A),
mas ndo para E. globulus (Figura 7A), para o qual plantas em temperatura baixa mantiveram os

niveis de fotossintese semelhantes as plantas mantidas na temperatura ambiente.

No geral, os trés clones de E. urograndis (Figuras 3B,4B,5B), E. urogrobulus (Figura 6B) e
E. globulus (Figura 7B) também apresentaram queda na transpiracdo sob tratamento de frio ao
longo do ensaio e, novamente, E. globulus apresentou comportamento semelhante entre plantas
tratadas e controle (Figuras 7B). Para condutancia, os trés clones E. urograndis (Figuras
3C,4C,5C) novamente apresentaram comportamento semelhante, onde as plantas sob baixa
temperatura tiveram reducdo ao longo do tratamento. Porém aqui, plantas controle e tratadas de

E. uroglobulus (Figura 6C) e E. globulus (Figura 7C) nao mostraram diferencas entre elas.
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Figura 3: Trocas gasosas em E. urograndis P00.

Assimilagdo de CO, (A), transpiracdo (E) e condutincia estomadtica (g;) em plantas expostas ao frio (F)
ou nio (controle - C). Médias + desvio padrdo; n=5. Diferencas significativas com relagdo ao respectivo
controle estdo representadas por asteriscos, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 4: Trocas gasosas em E. urograndis P42.

Assimilagdo de CO, (A), transpiracdo (E) e condutincia estomadtica (g;) em plantas expostas ao frio (F)
ou nio (controle - C). Médias + desvio padrdo; n=5. Diferencas significativas com relagdo ao respectivo
controle estdo representadas por asteriscos, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 5: Trocas gasosas em E. urograndis C19.

Assimilagdo de CO, (A), transpiragdo (E) e condutincia estomatica (g;) em plantas expostas ao frio (F)
ou nio (controle - C). Médias + desvio padrdo; n=5. Diferencas significativas com relagdo ao respectivo
controle estdo representadas por asteriscos, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 6: Trocas gasosas em E. uroglobulus.

Assimilacdo de CO, (A), transpiracdo (E) e condutancia estomdtica (gs) em plantas expostas ao frio
(F) ou nao (controle - C). Médias + desvio padrdo; n=5. Diferengas significativas com relagdo ao
respectivo controle estao representadas por asteriscos, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 7: Trocas gasosas em E. globulus.

Assimilag@o de CO, (A), transpiracdo (E) e condutincia estomadtica (g;) em plantas expostas ao frio (F)
ou ndo (controle - C). Médias + desvio padrdao; n=5. Diferengas significativas com relagcdo ao respectivo
controle estdo representadas por asteriscos, de acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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5.1.2. Experimento de estresse hidrico

A andlise do potencial hidrico (Figura 8) mostrou reducdes significativas para todos os
eucaliptos estressados por deficiéncia hidrica.

Para as medidas de trocas gasosas nos ensaios de estresse hidrico ocorreu uma resposta
similar em praticamente todos os representantes de eucalipto estudados (Figura 9). As taxas de
assimilagdo de CO,, transpiracdo e condutincia estomdtica apresentaram redugdo significativa

para todos os hibridos e E. globulus do grupo seca.

Potencial hidrico foliar (bar)

b
(]

I
* |

Figura 8: Potencial hidrico.

Potencial hidrico (,,) foliar para E. urograndis (C19, P00, P42), E. uroglobulus (Ugl) e E. globulus
(Glob) expostos a seca (S) e controle (C). Médias + desvio padrdo; n=5. Diferencas significativas com
relagdo ao respectivo controle estdo representadas por asteriscos de acordo com teste t de Student (p <
0,05).
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Figura 9: Trocas gasosas para o experimento de estresse hidrico.

Assimilagdo de CO, (A), transpiracdo (£) e condutincia estomdtica (g,) em E. urograndis (C19, P00,
P42), E. uroglobulus (Ugl) e E. globulus (Glob) expostos a seca (S), ou ndo (controle - C). Médias +
desvio padrdo; n=5. Diferencas significativas com relacdo ao respectivo controle estdo representadas por
asteriscos de acordo com teste t de Student (p < 0,05).

29



5.2. Dosagens de lignina

E. globulus apresentou no ensaio de baixa temperatura aumento da quantidade de lignina
insoldvel, soldvel e total no dpice caulinar (Figura 10). Na regido da base também foi observado
aumento das porc¢des insolivel e total de lignina (Figura 11). Em E. uroglobulus a fracdo
insoludvel e total aumentaram tanto na base quanto no dpice (Figuras 10 e 11) no ensaio de baixa
temperatura. Porém a lignina soliivel aumentou apenas na base (Figura 11). O estresse causado
por déficit hidrico (Figuras 12 e 13) ndo trouxe tanta modificacdo ao teor de lignina quanto o de
baixa temperatura.

Nos ensaios de baixa temperatura, se verificou mudancas nos hibridos E. urograndis C19 e
P42. Na regido do épice a lignina soltivel apresentou reducdo no clone P42, e C19 teve reducgdo
nos niveis de lignina soluvel e total (Figura 10). Nas bases caulinares houve aumento para lignina
insoluvel e total em C19 (Figura 11). Para as andlises feitas no experimento de estresse hidrico
destes hibridos, apenas E. urograndis C19 ndo teve alteracdes. E. urograndis P42 teve a
quantidade de lignina soldvel e total para o grupo seca na regido da base reduzida (Figura 13). E.
urograndis POO mostrou no grupo dpice seca (Figura 12) reducdo na lignina solivel, assim como

na lignina total para amostra de seca base (Figura 13).
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Figura 10: Dosagem de lignina pelo método Klason (KL) para o experimento de baixa
temperatura na regiao dos apices.

Apices caulinares de E. urograndis (P00, P42, C19), E. globulus (Glob) e E. uroglobulus (Ugl)
submetidos a baixa temperatura (F) ou em condig¢des controle (C). Médias + desvio padrdo; n=3.
Diferencgas significativas com relag@o ao respectivo controle estfio representadas por asteriscos de acordo
com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 11. Dosagem de lignina pelo método Klason (KL) para o experimento de baixa
temperatura na regiao das bases.

Bases caulinares de E. urograndis (P00, P42, C19), E. globulus (Glob) e E. uroglobulus (Ugl)
submetidos a baixa temperatura (F) ou em condi¢des controle (C). Médias + Desvio Padrio; n=3.
Diferencas significativas com relacdo ao seu respectivo controle estdo representadas por asteriscos de
acordo com teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 12: Dosagem de lignina pelo método Klason (KL) para o experimento de estresse hidrico
na regiao dos apices.

Apices caulinares de E. urograndis (P00, P42, C19), E. globulus (Glob) e E. uroglobulus (Ugl)
submetidos a seca (S) ou em condi¢des controle (C). Médias + Desvio Padrdo; n=3. Diferencas
significativas com relagdo ao seu respectivo controle estdo representadas por asteriscos de acordo com
teste t de Student (p < 0,05).
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Figura 13: Dosagem de lignina pelo método Klason (KL) para o experimento de estresse hidrico
na regiao das bases.

Bases caulinares de E. urograndis (P00, P42, C19), E. globulus (Glob) e E. uroglobulus (Ugl)
submetidos a seca (S) ou em condicdes controle (C). Médias + Desvio Padrdo; n=3. Diferencas
significativas com relagdo ao seu respectivo controle estdo representadas por asteriscos de acordo com
teste t Student (p < 0,05).
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5.3. Analises de expressao

Para as andlises de expressdo dos fatores de transcricdo foram excluidos os hibridos E.
urograndis P00 e C19, pois o volume de andlises seria muito grande. O clone P42 foi escolhido
com base nas respostas bioquimicas de dosagem de lignina nos ensaios de baixa temperatura e de
estresse hidrico, sendo o tGnico que apresentou altera¢des significativas em ambos os tratamentos.

No experimento por estresse hidrico, para o fator de transcricdio MYB103, ndo foi possivel
realizar as andlises para o hibrido E. uroglobulus regido do &4pice caulinar pois as amostras

estavam degradadas e ndo amplificaram.
5.3.1 Experimento de baixa temperatura noturna

Ainda que as variacOes observadas tenham sido grandes, chama atencdo nos resultados
obtidos determinados padrdes, mas alguns ndo estatisticamente significativos.

No épice os FTs MYB4, EgMYBI1, EgMYB2, MYB52 e MYBS85 mostraram menos transcritos
em E. uroglobulus no frio (ugl F) e mais transcritos em E. urograndis no frio (ugr F), que seus
respectivos controles (Figura 14). Ja na base, os FT's MYB4, EgMYBI1, EgMYB2, MYB52, MYB46,
MYB61 e MYBS85 mostraram menos transcritos em E. uroglobulus no frio (ugl F) assim como
menos transcritos em E. urograndis no frio (ugr F), que seus respectivos controles. KNATI
mostrou padrdo semelhante entre dpice e base. VND7, LIM1 e MYB103 fugiram a estes padroes.

Em relacdo ao E. globulus, notou-se padrao semelhante ao E. uroglobulus para o apice em
EgMYBI, EgMYB2, MYB52, MYB46, MYB61, MYB85 e MYB103. VND7 no apice teve padrdao
semelhante a E. urograndis. Na base, E. globulus assemelhou-se ao E. uroglobulus em EgMYBI,
VND7, KNATI, MYB61 E MYBS5.

As diferencas estatisticas observadas mostram alteragdes consistentes no dpice e base para o
numero de transcritos em E. globulus para os genes EgMYB1 e VND7. MYB103 fugiu aos padroes

descritos anteriormente.
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Figura 14: Expressao génica relativa dos FTs para o experimento de baixa temperatura.

As siglas utilizadas correspondem a E. globulus (glob), E.uroglobulus (ugl) e E. urograndis P42 (ugr),
submetidos a baixa temperatura (F) e a condi¢gdes controle (C). Médias + desvio Padrio; n=3. * Indica
diferencas significativas com relag¢do ao seu respectivo controle de acordo com teste Tukey (p < 0,05).
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5.3.2 Experimento de estresse hidrico

O tratamento de seca afetou drasticamente a expressdo de alguns FTs. Se considerarmos as
tendéncias observadas, reducdo de transcritos ocorreu em dpice e base de E. uroglobulus e E.
urograndis para os FTs EgMYB2, MYB46, KNATI, LIMI, MYB61, MYB85 e MYBI103. Ainda
para E. uroglobulus, MYB5 e MYB52 apresentaram padrdo semelhante de expressdao na base, mas
ndo no 4pice.

Para E. globulus, de certa forma dpice e base seguiram o padrdo de expressdo das outras duas
espécies, ou seja reducdo de expressao, para EgMYB2, KNATI e MYB103.

Por outro lado, a seca levou ao aumento no nimero de transcritos de MYB5 nas trés espécies e
nos dois tecidos. A seca também causou aumento de transcritos no dpice e base de E.
uroglobulus, na base de E. globulus e reducdo na base de E. urograndis e no dpice de E.
globulus para MYB4. No entanto, para o dpice de E. globulus observou-se aumento em EgMYB].

As diferencas estatisticas observadas mostram alteragdes consistentes no dpice e base para o
nimero de transcritos dos genes EgMYB2, MYB46, KNATI, LIM1, MYB61, MYB85 e MYB103,

porém preponderantemente em E. uroglobulus e E. urograndis.
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Figura 15: Expressao génica relativa dos FTs para o experimento de estresse hidrico.

As siglas utilizadas correspondem a E. globulus (glob), E. uroglobulus (ugl) e E. urograndis P42
(ugr), submetidos a estresse hidrico, grupo seca (S) e condicdes controle (C). Médias + desvio Padrio;

n=3. * Indica diferencas significativas com relac@o ao seu respectivo controle de acordo com teste Tukey
(p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

6.1. Trocas gasosas

As medidas de trocas gasosas tiveram como intuito verificar a imposi¢do do estresse nas
plantas tratadas, através da variacdo, na maioria dos casos, para menores taxas. Sabe-se que
fatores como a reducdo da taxa de fotossintese e alteragdes nas trocas gasosas podem afetar a
biossintese de lignina em plantas submetidas a estresse por baixa temperatura e estresse hidrico,
levando ao aumento do conteudo desse polimero em determinados 6rgdos das plantas (Zagoskina
et al., 2005; Yoshimura et al., 2008).

Para o tratamento de baixa temperatura, E. globulus praticamente manteve fotossintese,
condutancia estomadtica e transpiragdo semelhantes aos controles ndo estressados, evidenciando
caracteristicas proprias para esta espécie, pois naturalmente sua ocorréncia se da em ambientes
mais frios (Paiva et al., 2011). Porém, os demais eucaliptos estudados mostraram reducao desses
parametros com a imposi¢ao de temperatura baixa.

Por outro lado, o estresse hidrico levou a redu¢do desses parametros em todos os eucaliptos.
A suspensdo do fornecimento de dgua resultou em potenciais hidricos bastante baixos em todos
os eucaliptos.

Dessa forma, os tratamentos adotados, baixa temperatura noturna e suspensao de rega foram
eficientes em levar ao desenvolvimento de estresse, evidenciados por parametros relacionados as

trocas gasosas e conteido de dgua nas plantas.

6.2. Analises de expressao e de dosagem de lignina
Para simplificar a apresentagdo da discussdo, foram feitas figuras (Figuras 16 e 17) que
ilustram os dados que foram estatisticamente diferentes, indicados nas figuras relativas ao teor de

lignina e de expressao de FTs, e que foram apresentadas na se¢ao Resultados.

6.2.1. Tratamento de baixa temperatura noturna

Em condig¢des de estresse por baixa temperatura (Figura 16), no apice e na base o teor de
lignina insoluvel aumentou em E. globulus, mas houve também aumento de lignina soldvel no

apice.
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O aumento de lignina em E. globulus no 4pice e base foi acompanhado pelo aumento de
transcritos de VND7, cuja expressao estd associada especificamente nos vasos do xilema (Zhong
et al., 2008) e ao qual também ¢ atribuida a funcdo de controlar FTs relacionados com o
programa de morte celular (Yamaguchi et al., 2011). O FT EgMYBI, repressor da sintese de
enzimas especificas da via de lignina, apresentou queda de sua expressdao tanto no dpice quanto
na base caulinar. Este FT é preferencialmente expresso no xilema secundério de caules e raizes
de arvores de Eucalyptus, e regula negativamente os genes EgCCR e EgCAD2, ambos de E.
gunnii (Legay et al., 2007). Outros FTs que tiveram expressdo significativamente alterada foram
notados apenas na base do caule de E. globulus. MYB52, que é um FT de ativacdo, também teve
sua expressdo aumentada nesta espécie. Pouco se sabe acerca de sua acdo gene especifica, mas
estudos recentes com mutantes tem mostrado seu papel na cascata de regulacido de parede celular
secunddria (Zhong et al., 2008). MYB61 mostrou redu¢do do niimero de transcritos e tem sido
indicado como um FT ativador da via de biossintese de lignina (Zhao and Dixon, 2011). Sabe-se
que mutantes det t€m maiores niveis de expressdo de MYB61, o que coincide com a deposicao
ectopica de lignina, mas o modo de acdo deste FT permanece desconhecido (Newman et al.,
2004). Porém, o que se notou € que houve acumulo de lignina nos tecidos de E. globulus. Nao é
possivel afirmar qual fator de transcri¢do estaria desempenhando maior controle, mas sendo
VND7 um controlador “master switch” de vérios FTs da familia MYB (Gray et al., 2012), é
esperado que mudangas em sua expressdo promovessem variacdo do conteido de lignina. No
entanto, € interessante notar que, a0 mesmo tempo em que os ativadores VND7 e MYB52 tiveram
suas expressoes aumentadas, EgMYB1, um repressor, teve sua expressao diminuida.

O tratamento de baixa temperatura levou a alteracdes dos niveis de lignina em dpices e bases
de E. uroglobulus de maneira semelhante ao E. globulus. Ou seja, houve aumento de lignina
insolivel no dpice e base. No dpice, LIMI teve sua expressdo aumentada, enquanto MYB61
(ativador) reduziu no dpice e na base. O primeiro TF é um regulador positivo dos genes
codificando para as enzimas PAL, 4CL e CAD em tabaco (Kawaoka and Ebinuma, 2001).
EcLIM1, isolado de Eucalyptus camaldulensis, também apresenta o mesmo papel regulador, mas
controlando a expressdo de PAL, C4H e 4CL (Seite, 2007). Assim, no dpice uma maior expressao
de LIM1 poderia explicar o aumento de lignina. Na base dessa espécie outros trés genes tiveram
sua expressao alterada por baixa temperatura. KNATI e MYB4, ambos repressores, ¢ MYB2, um

ativador, tiveram suas expressdes reduzidas. O FT EgMYB?2 é regulador chave na formacao de
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parede celular secundéria a também pode ativar EgCCR e EgCAD?2 (Goicoechea et al., 2005).
Adicionalmente, sugere-se que EgMYB2 poderia induzir a expressdo de MYB4. Desta forma,
estando EgMYB2 com menor expressao, consequentemente MYB4 também estaria com menor
expressao, como observado para esta situacao. Por outro lado, mutantes de Arabidopsis para o FT
BREVIPEDICELLUS (BP/KNATTI) apresentaram aumento de deposic¢io de lignina nos mutantes
(bp) e redugdo da lignificagdo em plantas superexpressando este gene (Mele et al., 2003).
KNATI parece controlar negativamente vdrios genes da biossintese de lignina, como CCoAOMT,
COMT, 4CL, C4H e PALI, sugerindo que o controle se dé pela regulacdo de vdrias enzimas na
formagdo dos monoligndis. Logo, é coerente o aumento de lignina observado, estando este FT

com a expressao reprimida.
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Figura 16: Resumo das analises de expressao génica e dosagem de lignina para o experimento de
baixa temperatura.

Flechas para cima coloridas representam aumento de expressao e para baixo, reducio da expressdo. A
cor azul representa funcdo ativadora do FT e nuances da cor vermelha, fun¢do inibidora. A tonalidade
escura representa E. globulus, a tonalidade média representa E. uroglobulus e a tonalidade clara representa
E. urograndis P42. Flechas de cor preta referem-se a maior ou menor quantidade de lignina.
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Em relacdo a E. urograndis, ndo se observou alteracdo coerente entre lignina e expressao de
nenhum FT. A reduc¢do de lignina soldvel no dpice ndo foi acompanhada de nenhuma alteracao
significativa de expressdo, da mesma forma que a diminui¢do de expressdo em MYB46, nao foi

seguida de alterac@o de lignina na base (Figura 16).
6.2.2 Tratamento de estresse hidrico

Apesar do tratamento de estresse hidrico ter gerado as maiores alteracdes significativas de
expressdo de FTs, pouco variou o teor de lignina (Figura 17). Apenas E. urograndis teve
diminui¢do de lignina solivel na base do caule. Estresses normalmente afetam a expressdao génica
e no caso de lignina, tem sido demonstrado que a varia¢do no conteido desse polimero depende
ndo so do tipo e intensidade do estresse, mas também do tecido e 6rgao analisados (Moura et al.,
2010). Ainda, dependendo do estresse € possivel que haja alteracao da expressao de genes, porém
sem alteracdo do conteddo de lignina, como relatado por Moura et al., (2010). Provavelmente a
alteracdo génica afetaria a constitui¢do da lignina, mas ndo seu conteddo (Lapierre et al., 1999).

Nas andlises de expressdo chama atencido o fato de que a maior parte das alteracdes foi de
diminui¢do do nimero de transcritos e, a0 mesmo tempo, os FT's que tiveram aumento do nimero
de transcritos foram repressores (EgMYBI1 e MYB5). Porém, ao contrdrio desses genes, KNATI,
também um repressor de genes da biossintese de lignina, teve sua expressao reduzida. E o FT
VND7, um “master switch”, foi uma excecdo por ser o Unico ativador que teve aumento da
expressao.

Curiosamente, assim como foi observado no tratamento de baixa temperatura, E. globulus foi
o gendtipo que menos teve alteracio na expressao de FTs. Por outro lado, E. urograndis foi o que
apresentou maior alteracao.

A reducdo do teor de lignina solivel nas bases de E. urograndis P42 foi acompanhada da
reducdo da expressdao dos FTs de fungdo ativadora VND7, LIMI1, MYB46, MYB61,MYBS5 e
MYBI103, no entanto, houve reducdo também dos genes repressores da via de lignina KNATI e
EgMYBI. Deste modo, todos os genes estdo com a expressao reprimida, o que € coerente com a
reducgdo do teor de lignina nesta regido.

Embora os demais eucaliptos ndo tenham apresentado diferencgas significativas para o teor de

lignina, ao contrario da expressdo génica dos fatores de transcricdo, podemos observar algumas
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semelhangas no nivel de expressao de FT's especificos para os trés genétipos, por exemplo, LIM1,

KNATI, EgMYB2 e MYB46, MYB61, MYB85 e MYB103 sempre estdo com a expressao reduzida.
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Figura 17: Resumo das analises de expressao génica e dosagem de lignina para o experimento de
estresse hidrico.

Flechas para cima coloridas representam aumento de expressao e para baixo, redu¢cdo da expressao. A
cor azul representa funcdo ativadora do FT e nuances da cor vermelha, fungéo inibidora. A tonalidade
escura representa E. globulus, a tonalidade média representa E. uroglobulus e a tonalidade clara representa
E. urograndis P42. Flechas de cor preta referem-se a maior ou menor quantidade de lignina.

No geral, os diferentes FTs apresentaram expressao semelhante nos trés gendtipos, exceto
MYBS85, VND7 e EgMYBI. O FT MYBS85 diminuiu a expressdo em E. uroglobulus e E.
urograndis mas, ndo alterou em E. globulus. Novamente, E. globulus nido teve mudancas no
niveis de transcritos de VND7, ao contrario do observado para E. uroglobulus, que apresentou

aumento e E. urograndis que apresentou diminuicao. E ainda, EgMYBI ndo alterou a expressao
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em E. globulus, porém E. uroglobulus teve aumento e E. urograndis reduziu a expressdo. Visto
que VND7 € um regulador chave na formacdo de parede secunddria e MYBS8S5 atua diretamente
nas enzimas da via de biossintese de lignina, as variacdes destes fatores podem estar relacionadas
com a redu¢do do contetido de lignina em E. urograndis pois, apenas neste gendtipo coincidiu a

reducdo de lignina e da expressdo destes FTs.

Este trabalho se baseou apenas nos fatores de transcricdo para discutir as variacdes que
ocorreram na resposta aos estresses abidticos, mas vale ressaltar que fatores epigenéticos também
podem atuar neste tipo de regulacdo. Os fatores epigenéticos alteram padrdes de expressao génica
através de metilacdo do DNA, modificacdo de histona, SRNA e localizacao dos genes dentro do
nucleo, por exemplo (Rapp and Wendel, 2005). Estes mecanismos reconhecidamente controlam a
expressdo génica em nivel temporal e espacial, no entanto, ndo foram motivo de estudo nesta

pesquisa.
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7. CONCLUSOES

A partir das andlises realizadas podemos concluir que o estresse por baixa temperatura resulta
em variacdes nos teores de lignina muito mais do que o estresse hidrico e que em nivel de
expressdo, hd maior variacdo dos FTs em plantas submetidas ao estresse hidrico comparado ao
estresse por baixa temperatura noturna.

E. globulus submetidos ao frio apresentam aumento do teor de lignina e de transcritos do
ativador de sintese da parede secunddria VND7. Porém, nao h4 alteracdo do teor de lignina em
resposta ao estresse hidrico. J4 em relacdo a expressdo, aumentam os inibidores MYBS5 e
EgMYBI, por outro lado, reduz os transcritos dos ativadores de sintese LIM1 e MYBI103 e do
inibidor de sintese de lignina KNAT].

E. uroglobulus submetidos a baixa temperatura apresentam aumento do teor de lignina assim
como aumento da expressao de LIM1, um ativador especifico. Na seca, ndo houve alteracido do
teor de lignina, no entanto foi expressiva a redugdo dos transcritos dos FT's LIMI, EgMYB?2 e
MYB46, MYB52, MYB61, MYBS85 e MYB103, todos ativadores da via de biossintese de lignina.
No entanto, VND7 € o unico ativador da parede secunddria que teve aumento de expressao.

E. urograndis apresenta menor quantidade de lignina apenas na regido do dpice nas plantas
tratadas com baixa temperatura, porém na base hd reducdo de MYB46, um ativador chave na
sintese de parede secunddria e de lignina. Ja no tratamento de seca, todos os FT's sofrem redugdo
da expressdo, inclusive VND7 e MYBS5, ativadores de inicio da via.

Dito isto, podemos verificar dados inéditos sobre a resposta de eucaliptos e fatores de
transcricao relacionados a biossintese de lignina, evidenciando possiveis candidatos para estudos
mais aprofundados que podem variar e possivelmente modificar o teor e conteido de lignina,

servindo como base para outros trabalhos.
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ANEXO 1

Arvores filogenéticas de sequéncias dos fatores de

transcri¢ado provaveis ortélogos em

eucalipto.
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ANEXO IT

ESTs utilizadas no alinhamento e formagdo dos contigs para os FTs MYB1 e LIM1 de

eucalipto:
EgMYBI1

GNGLXYNO02AW030G04.g; EUUGHW301BF024B04.b; GNURXYNO1AV006C04.b;
GNGLXYNO02AW026G12.g; GLXYNO1BA125C08.b; EUGBHW201BD036HO05.b;
EUGBHW201BD041B10.b; GNGLXYNO02AW024C04.g; GNGLXYNO02AW002C12.g;
EFFOLVAQO2AB275H05.b; GNURXYNO1AVO083F01.

EcLIMI1

EUUGHW105BD021H11; EUGBHW201BD074D11; GNGLXYNO1AU026B06;
EUGBHW202BD023G02; EUGBHW201BD021C07; EUMALW?201BD002G08;
EUGBHW202BD003D09; GNSPFXX02BA069D02; EFFOWDEO02AJ221A06 ;
EUGBHW201BD065F05; EUGBHW201BD066D03; EUMALW201BD071G02;
GNGRXYNO6BAO03HO3; EUMALW201BD070A12; EUMALW202BD007G05;
GNSPFXX02BA075H10; GNGRXYNO6BA004D05; EUGBHW201BD071A12;
EUGBHW201BD061C12; EUGBHW201BD065B03; EUGBHW202BD033D11;
EUMALW202BD013B04; EUMALW201BD021G11; EUUGHW202BD021H12;
GNGLXYNO1AU091D0S5; GNSPFXX02AWO067F11; EUMALW202BD007D11;
EUGBHW201BD074D08; EUGBHW201BD034G12; EUGBHW201BD040A11;
EUGBHW201BD025G01; EUGBHW201BD050C11; EUGBHW202BD020H12;
EUUGHW104BD023F12; GNSPFXX02AWO003F10; GNSPFXX02AW035C07;
EUUGHW307BF002D05; EUGBHW202BD020C12; EUGBHW202BD017G07.
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