Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Centro de Biotecnologia

Programa de Pés-graduacao em Biologia Celular e Molecular

AVALIA(}AO DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL ENTRE FOLHAS E
TECIDOS VASCULARES DE EUCALYPTUS GRANDIS

MARINA TAGLIARO JAHNS

Dissertacao submetida ao Programa
de Pods- Graduacao em Biologia
Celular e Molecular do Centro de
Biotecnologia da UFRGS como
requisito parcial para obtencao do

grau de Mestre.

Orientador: Giancarlo Pasquali

Co-orientador: Tarso Benigno Ledur Kist

Porto Alegre
Marco de 2008



INSTITUICAO E FONTES FINANCIADORAS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Biologia Molecular
Vegetal do Centro Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (UFRGS).

Fontes financiadoras deste trabalho: financiamento a projeto de
pesquisa - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPg/MCT); bolsa de mestrado - Coordenacao de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES); Projeto GENOLYPTUS.

Financiamento do Projeto GENOLYPTUS: Fundo Setorial Verde-
Amarelo do Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) e as empresas de
celulose e papel (1) Aracruz Celulose S.A., (2) Grupo Raiz, (3) Ferro-Gusa
Carajas S.A., (4) Celulose Nipo-Brasileira S.A. - CENIBRA, (5)
International Paper do Brasil Ltda., (6) Jari Celulose S.A., (7) Klabin S.A.,
(8) Lwarcel Celulose e Papel LTDA., (9) Veracel Celulose S.A., (10)
Votorantim Celulose e Papel S.A., (11) Zanini Florestal S.A., (12) Suzano-
Bahia Sul Papel e Celulose S.A. e (13) Vallourec & Mannesmann do Brasil
S.A.



“Nao basta saber, é preferivel saber aplicar. Nao é o bastante querer, é preciso
saber querer."

Johann Wolfgang von Goethe



AGRADECIMENTO

A todas as pessoas que participaram da minha vida e tornaram esse

trabalho possivel.



Sumario

RESUMO . .uuiiuiitiie ettt ettt ettt ettt ettt ettt et eerereeaannn, 6
ABSTRACT ..ottt ettt ettt eieaanns 8
CAPITULO T 1ottt eee e 10
1-INTRODUCAO E OBJETIVOS ..ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeieeeeeeeeieee 10
2-REVISAQ BIBLIOGRAFICA......oiiuiiiiiiiiieiiiiiieeiiiiieeeeiieeeeeeeeeanen 14
2.1. A Industria de Celulose e Papel & o Eucalipto........occoevveeeeennn.... 14
2.2. Eucalyptus grandiS........oceeeueiueiuiiieiieiiiiiiieiieii e 16
2.3. A Génese da Madeira.......ocoeuiiuuiiiueiiiiiiiiiiieiiieiiieeiiieiiieiiieeine 17
2.4. GenOomica Funcional........o.oeeiueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieieiiineinnnn, 20
2.5. Genes Xilema-Especificos e a Engenharia Genética.................... 22
CAPITULO 1.t 28
Differential expression in Eucalyptus grandiS..........cccoeeeieeiiiniieininiennnnn.... 28
ADSETACE. ittt 30
Background.......ocuiueiueiiiiiiiii i 32
Results and DiSCUSSION ....ivvuiuiiuieiiiieiiiiiiieieiieiiieieeeeieieieeeeeeeeeennnn. 35
(070 s Tod 11 5310 o P U U U U TP 55
MethodS. . .uuuiiiiiiiieiie it 55
REfereNCeS. .uuiiuii ittt 59
CAPITULO TIL.tiitiiiiieieieeee et eeeieeeeanenn 81
O PROJETO GENOLYPTUS E OS EXPERIMENTOS DE MICROARRAN]JOS
DE DNA: CONSIDERACOES EXTRAS, RESUILTADOS E DISCUSSAQ...... 81
Da coleta de amostras ao envio dos RNAs para os ensaios de
microarranjo de DINA .....cooiuiieiuiiiiie e eeaeannes 81

Do experimento de microarranjo ao processamento dos dados brutos

CONSIDERACOES FINATLS .ottt e e ees e ssesssessenessenessnasens 99
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS (Capitulos I e I11)....covveeeeieeeiieeeereennns. 99




RESUMO

No presente trabalho estd descrita a andlise de experimentos de
microarranjos de DNA realizados pelos pesquisadores do Projeto
GENOLYPTUS em conjunto com a empresa NimbleGen Systems Inc.
(Reykjavik, Iceland), assim como a validacao dos resultados gerados por
essa analise, com a finalidade de encontrar genes diferencialmente
expressos entre folhas e xilema de E. grandis para futuro estudo.

O processo de andlise dos microarranjos de DNA envolveu a busca
por um software com programas estatisticos adequados ao estudo de
grande quantidade de dados com minima probabilidade de erro. A
comprovacgao dos resultados gerados pelo software escolhido foi realizada
com o uso da técnica da reagcao em cadeia da DNA-polimerase
quantitativa (em tempo real) precedida de transcrigcao reversa (QRT-PCR).
Alguns dos genes mais diferencialmente expressos foram selecionados
para esta etapa, juntamente com alguns genes com expressao nao tao
alta. Os genes mais expressos nas folhas que foram escolhidos codificam
para; (i) uma proteina semelhante a metalotioneina do tipo 3 (MT-3); (ii)
uma glicolato-oxidase; (iii) uma catalase; (iv) uma fosforribulocinase
precursora de cloroplasto (PRK); (v) um fator de transcricao MYB do tipo
MYB142 e, (vi) uma proteina tipo “dedo-de-zinco”. Os genes mais
expressos no xilema escolhidos foram os que codificam (i e ii) duas
proteinas expressas em Arabidopsis thaliana; (iii) uma proteina hipotética
expressa em Nicotiana benthamiana; (iv) uma descarboxilase de UDP-
glicuronato do tipo 2, (v) uma quitinase do tipo ELP; (vi) uma celulose-
sintase tipo 3; (vii) um fator de transcricao MYB; (viii) uma cafeoil-CoA-3-
O-metiltransferase (CCoAOMT) e; (ix) uma proteina rica em prolina
hibrida do tipo 2 (HyPRP2).



Os resultados das qRT-PCRs demonstraram que o experimento de
microarranjo e seus resultados foram consistentes e validos, embora os
primeiros tenham demonstrado valores de expressao frequentemente
mais altos. Acreditamos que tanto a andlise dos microarranjos de DNA
quanto a equivaléncia das amostras (duplicatas) biolégicas estudadas
foram totalmente sustentadas pelos resultados da qRT-PCR, pois foram
robustas o suficiente para estimar um grande numero de genes
simultaneamente e indicar aqueles mais importantes como candidatos

para futuras analises.



ABSTRACT

In the present work it is described the analysis of DNA microarray
experiments developed by GENOLYPTUS researchers together with
Nimblegen Systems Inc. (Reykjavik, Iceland), as well as the validation of
the generated results with the aim to find differentially expressed genes
between leaves and xylem tissue of E. grandis for further study.

The DNA microarray analysis process comprised the search for
software containing statistical programs satisfactory for studying an
enormous amount of data with a very low false discovery rate. The
confirmation of the generated data by the chosen software was made with
the use of quantitative (real-time) reverse-transcription followed by
polymerase chain reaction (qRT-PCR). Some of the most differentially
expressed genes were selected for this step, along with some genes with
average expression. Leaf chosen genes were those that codify (i) a
metallothionein-like protein type 3 (MT-3), (ii) a glycolate oxidase, (iii) a
catalase, (iv) a precursor phosphoribulokinase (PRK) from chloroplast, (v)
a MYB transcription factor (MYB142), and (vi) a CONSTANS-LIKE 16 zinc-
finger protein. Xylem chosen genes were those codifying (i and ii) two
expressed proteins from Arabidopsis thaliana, (iii) a hypothetic protein
expressed in Nicotiana benthamiana, (iv) a putative UDP-glucuronate
decarboxylase type 2, (v) a chitinase type ELP (ectopic deposition of lignin
in pith), (vi) a cellulose synthase type 3, (vii) a MYB transcription factor,
(viii) a caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase (CCoAOMT), and (ix) a hybrid
proline-rich protein type 2 (HyPRP2).

Our gRT-PCR results proved the full consistency and validation of the
microarray experiments, although the relative expression ratios of the
first were often higher. We believe that our microarray analysis as well as

the equivalence of biological samples (duplicates) were fully supported by



the qRT-PCR findings since they were robust enough to evaluate a
massive number of genes and able to point out important candidate

genes.



CAPITUIO 1
1- INTRODUCAO E OBJETIVOS

O Brasil ocupa o primeiro lugar em area plantada para exploracao
comercial de espécies arbéreas do género Eucalyptus no mundo. Em
nosso pais, o principal uso da madeira do eucalipto estd na industria de
celulose e papel e, em segundo lugar, na produgcao de carvao vegetal para
a industria siderurgica. O eucalipto também fornece matéria-prima para a
producao de aglomerados, chapas, fibras, moveis, mel e 0leo para a
obtencao de compostos aromaticos, além de proteger o solo contra
erosao, captar diéxido de carbono, gerar energia a partir da lenha e
carvao e gerar taninos para o curtimento do couro (Sociedade Brasileira
de Silvicultura, 2006). As empresas brasileiras de celulose e papel tém o
eucalipto como fonte de matéria-prima e possuem uma das maiores
produtividades florestais do mundo, suprindo, de forma eficiente, a
demanda de matéria-prima com o fornecimento de produtos de qualidade
internacional.

As empresas e os cientistas brasileiros ocupam posicao de destaque
internacional no que se refere a pesquisa e ao desenvolvimento em
genética, melhoramento, marcadores moleculares e clonagem de
Eucalyptus. E, portanto, natural que o Brasil viesse a sediar um projeto de
grande envergadura para o estudo do genoma de Eucalyptus. No ano de
2002, a partir da reuniao de 12 grandes empresas do setor de papel e
celulose e dez instituicoes de pesquisa brasileiras, foi criado o projeto
denominado “GENOLYPTUS - Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de
Eucalyptus” no ambito do Ministério da Ciéncia e Tecnologia, com
recursos do Fundo Setorial Verde-Amarelo e das proprias empresas

participantes.
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O objetivo central do Projeto GENOLYPTUS inclui o descobrimento, o
seqienciamento, 0 mapeamento e a determinacao da fungao de genes de
importancia econdmica de espécies de Eucalyptus, visando a incorporagao
de tecnologias de genética gendémica nos programas de melhoramento e
producao florestal em busca de plantas de Eucalyptus mais produtivas,
mais resistentes a moléstias e pragas e mais tolerantes a estresses
abioticos. O projeto GENOLYPTUS foi organizado em oito subprojetos que
englobam desde a instalagcao de uma rede experimental a campo e
implementacao de tecnologias para a avaliacao da qualidade da madeira,
passando pela construcao de mapas genéticos e fisicos para o
mapeamento de locos controladores de caracteristicas quantitativas (do
inglés, quantitative trait loci ou QTLs), além da investigagdao da base
genética e identificacao de genes que conferem resisténcia a doencas em
Eucalyptus.

O subprojeto intitulado “Sequenciamento do Transcriptoma de
Eucalyptus" teve como metas a construcao de bibliotecas de expressao de
Eucalyptus, a obtencao de pelo menos 30.000 seqiiéncias génicas unicas
ou de 150.000 ESTs vélidas, e a organizacao e manutengcao dos estoques
de clones de cDNA. Como conclusao, 13 bibliotecas de expressao foram
construidas: (1) xilema de E. grandis; (2) xilema de E. globulus; (3) xilema
de E. pellita; (4) xilema de E. urophylla; (5) mistura de xilemas de nove
espécies e hibridos; (6) mistura de floemas de nove espécies e hibridos;
(7) folhas maduras de E. grandis; (8) folhas jovens de E. grandis; (9)
folhas jovens de E. grandis infectadas a campo pelo fungo Puccinia; (10)
plantulas in vitro de E. grandis e (11) mistura de plantulas de E. grandis
submetidas a 20 diferentes tratamentos; (12) raizes de diferentes espécies
e hibridos de Eucalyptus; e (13) flores de E. grandis. Um total de 96.493
ESTs vélidas foram depositadas nas centrais de bioinformatica do Projeto
GENOLYPTUS, incluindo 21.905 sequéncias unicas.
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Dentro do projeto GENOLYPTUS também se enquadra o sub-projeto
intitulado: “Génese da Madeira em FEucalyptus: Genes, Fungoes,
Regulacao e Expressao Transgénica”, no qual esta Dissertagao insere-se.
Trata-se de uma avaliagao experimental dos clones de cDNA produzidos e
sequenciados com o objetivo de transformd-los em conhecimento
cientifico e, também, produtos biotecnoldgicos para aplicacao imediata no
melhoramento genético de Eucalyptus e outros vegetais por meio da
transgénese. Este estudo estd direcionado, principalmente, aos genes
cujas expressoes afetem, direta ou indiretamente, a formacao da madeira.
Para esta finalidade, foram planejados e analisados experimentos de
microarranjos de DNA.

Recentemente, foi aprovado o projeto para o sequenciamento na
integra do genoma do eucalipto junto ao Joint Genome Institute (JGI),
ligado ao Departamento de Energia do governo dos EUA (USDOE). O
projeto foi organizado por pesquisadores dos EUA, Brasil e Africa do Sul,
e conta com participantes da Australia, Portugal, Franca e Suécia. Todo o
trabalho computacional de anotacdao e de montagem do genoma sera
realizado nos EUA e os dados serao publicos. A espécie selecionada foi E.
grandis, chamado de eucalipto tropical, por ser a espécie que melhor
adapta-se ao clima e solo brasileiros e a mais cultivada no mundo. Esta
conquista ¢ de extrema importancia para o Brasil e para o
aperfeicoamento das tecnologias de gendmica para os programas de
melhoramento silviculturais.

Nesse contexto, o desenvolvimento do presente trabalho teve como
principal objetivo identificar genes diferencialmente expressos em tecido
vascular e folhas de E. grandis a partir da analise de microarranjos de
DNA realizados em conjunto com a empresa NimbleGen Systems Inc.
(Reykjavik, Iceland) para 21.442 ESTs do Projeto GENOLYPTUS. Além da

possivel descoberta de genes responsaveis por eventos fundamentais da
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diferenciacao celular e do desenvolvimento dos tecidos foliares e
vasculares, a identificacao de genes d6rgao- ou tecido-especificos podera
permitir o futuro isolamento de suas seqiiéncias promotoras para uso no
direcionamento da expressao transgénica em plantas.
Os objetivos especificos propostos foram:
e Analisar microarranjos de DNA utilizando ferramentas de
bioinformatica;
» Selecionar os genes mais diferencialmente expressos em tecido
vascular e folhas de E. grandis;
e Analisar o padrao de expressao dos genes selecionados pela
técnica de qRT-PCR;
« Comparar o nivel de expressdao dos genes em relagao as duas

técnicas utilizadas.
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2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A Industria de Celulose e Papel & o Eucalipto

O setor de florestas plantadas ocupa atualmente lugar de destaque
entre os diferentes segmentos industriais nacionais no que se refere a
geracao de renda, arrecadacao de tributos, mao-de-obra empregada e
geracgao de divisas. A disponibilidade de madeira de plantio, mais barata e
homogénea que a das florestas naturais, € uma alternativa eficiente para
a demanda de biomassa lenhosa, diminuindo a devastagao das florestas
nativas. Uma grande quantidade de madeira ¢ manufaturada para gerar
combustivel, fibras (para producao de pasta de celulose e diversos tipos
de papel) e madeira para serrarias (industria de construgao civil e
moveleria).

O uso das Florestas Plantadas representa 4% do Produto Interno
Bruto do Brasil, sendo que desses, 35% corresponde ao setor de papel e
celulose (ABRAF, 2007). O Brasil é o sétimo maior produtor de celulose
mundial, ocupando o primeiro lugar quando se trata de celulose de fibra
curta de mercado. Ocupa o 119 lugar como produtor de papel mundial
segundo dados da Associacao Brasileira de Celulose e Papel - Bracelpa
(BRACELPA, 2006). O Setor Florestal Brasileiro contribui com 8,4% das
exportagoes do pais (Sociedade Brasileira de Silvicultura, 2006). Os
principais mercados para exportacao da celulose brasileira tém sido a
Europa (49%), a Asia (30%) e a América do Norte (19%). No segmento de
papel, os principais mercados sdao a América Latina (55%), a Europa
(17%), a América do Norte (16%), a Asia (7%) e a Africa (5%). Grande
parte desse sucesso deve-se a qualidade da madeira que cresce nas
florestas plantadas (IPEF, 2004).

O setor brasileiro de celulose e papel é constituido por 220

empresas, localizadas em 16 estados, sendo 35 empresas exportadoras
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habituais. As industrias nacionais do setor aplicaram US$ 12 bilhdes nos
ultimos 10 anos para ampliar a capacidade produtiva, expandindo a
producao nacional de celulose de fibra curta de mercado de 1,4 para
cerca de 10,1 milhdes de toneladas anuais. O segmento de celulose e
papel utiliza madeira exclusivamente de florestas plantadas e teve em
2005 um faturamento de U$ 8,9 bilhdoes (Sociedade Brasileira de
Silvicultura, 2006).

O Brasil possui area total absoluta de 851 milhdes de hectares (ha),
sendo 477,7 milhoes desse total correspondentes a florestas naturais e 5,6
milhoes a florestas plantadas. O pais conta, ainda, com 61,8 milhoes de ha
de unidades federais de conservacao sob regime de protecao integral
(45,5%) e de uso sustentavel (54,5%). Assim, as florestas plantadas
ocupam apenas 0,65% do territério nacional e 1% do solo agropecuario.
Dos 5,6 milhoes de ha de florestas plantadas, 3,4 milhdes de ha estao
ocupados com eucalipto, 1,8 milhoes de ha com Pinus e 326 mil ha com
outras espécies, como acdacia-negra, gmelina, alamo, seringueira, teca e
araucaria (BRACELPA, 2006; Sociedade Brasileira de Silvicultura, 2006).

A silvicultura teve inicio no Brasil no inicio do século passado, com o
estabelecimento dos plantios florestais com espécies exoticas para
substituicdo da madeira das florestas nativas de dificil reposicao. As
principais espécies exoéticas foram os eucaliptos, introduzidos pela
Companhia Paulista de Estrada de Ferro em 1904, e as coniferas (Pinus),
pela Companhia Melhoramentos de Sao Paulo em 1922 (ABRAF, 2007).

O género Eucalyptus (familia Myrtaceae) inclui mais de 700
espécies descritas que, somadas a diversos hibridos naturais e artificiais,
totalizam mais de 1.500 formas distintas com grande variabilidade
genética. Proveniente da Australia, Nova Guiné, Indonésia e Filipinas, o
Eucalyptus é o género arbéreo de mais ampla distribuicao no planeta
(Neilson, 2000; revisado em Poke et al., 2005; Revista da Madeira, 2007).
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O género foi introduzido no pais em 1904 e, desde entdao, seu plantio
passou por diversas etapas de adaptagao ao ambiente, melhoramento da
qualidade da madeira e sustentabilidade. Hoje, buscam-se caracteristicas
de produtividade, qualidade e eficiéncia combinadas a menor geracao de
impactos ambientais e melhor qualidade de vida dos trabalhadores e das
comunidades das regioes dos plantios (ABRAF, 2006).

As principais espécies de Eucalyptus cultivadas atualmente no
Brasil sao o E. grandis, E. citriodora, E. camaldulensis, E. saligna, E.
urophilla, entre outras. Além disto, foram desenvolvidos cruzamentos
entre estas e muitas outras espécies, derivando-se delas diversos hibridos,
como €é o caso do Eucalyptus urograndis (E. urophilla x E. grandis). Entre
as centenas de espécies e hibridos existentes, E. grandis é uma das
espécies de maior importancia comercial, utilizada como base principal
em varios programas de melhoramento genético ao redor do mundo,
principalmente por suas caracteristicas de rapido crescimento e alta
densidade da madeira (Neilson, 2000; FAO, 2007).

2.2. Eucalyptus grandis

O E. grandis é a espécie de eucalipto mais plantada fora da
Australia. L4, possui ocorréncia natural de forma descontinua e
fragmentada numa longa faixa costeira (de Newcastle até Atherton). O
clima na area ¢ de temperado-quente a subtropical-moderado, com
invernos suaves e chuvas abundantes e bem distribuidas. (IPEF, 2004).

No Brasil, E. grandis é a espécie mais importante de Eucalyptus
utilizada na producao de papel e pasta de celulose, especialmente na
forma do hibrido E. urophylla x E. grandis (mais conhecido entre os
técnicos florestais como “Urograndis”), mas também na forma de outros
hibridos. E. grandis apresenta um bom desenvolvimento em regides de

clima tropical e subtropical, além de conter um 6timo teor de celulose na
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madeira (em torno de 48%) e possuir um bom crescimento volumeétrico
(Colodette et al., 2004; revisado em Poke et al., 2005). Estudos realizados
em 1983 por Brito et al. no Instituto de Pesquisas e Estudos Florestais
(IPEF) e no Departamento de Silvicultura da Escola Superior de
Agronomia Luiz de Queiroz (ESALQ/USP) demonstraram que o E. grandis
¢ uma das espécies de eucalipto que possui o maior volume cilindrico
médio, com cerca de 1.105 m?3ha. Porém, possui elevados indices de
lignina na madeira (24% de lignina total; Pereira et al., 2000; Colodette et
al., 2004).

No presente ano de 2008, em virtude de sua importancia
econémica, tamanho reduzido do seu genoma e valor silvicultural de seus
hibridos, o E. grandis foi eleito a espécie vegetal arbdérea a ter seu
genoma completamente sequenciado pelo JGI do USDOE. Os
coordenadores e principais responsaveis pelo projeto de seqiienciamento
sao o Dr. Gerald. A. Tuskan (JGI, Walnut Creek, California, EUA), Dr.
Alexander Myburg (Universidade de Pretéria, Pretéria, Africa do Sul) e Dr.
Dario Grattapaglia (Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Brasilia, DF), coordenador geral do Projeto GENOLYPTUS. Assim, o E.
grandis tornar-se-a em breve a terceira espécie arbérea com seu genoma
definido e o natural modelo para as futuras pesquisas cientificas em
Eucalyptus. As duas outras espécies arboreas cujos genomas foram
totalmente seqiienciados sdao o alamo (Populus trichocarpa; revisado em
Brunner et al., 2004; Tuskan et al., 2006) e a videira (Vitis vinifera; Jaillon
et al., 2007; Velasco et al., 2007).

2.3. A Génese da Madeira
Ha consideravel interesse na identificacao de marcadores genéticos
que caracterizem os principais eventos da formacao da madeira, pois

esses sao considerados fatores-chave na determinacao das suas principais
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caracteristicas, influenciando seu desempenho, qualidade e valor
industrial (Paux et al., 2005). A madeira é composta por traqueideos,
vasos e fibras que estao envolvidos no transporte de agua e no suporte
mecanico da arvore (Whetten et al., 2001). As propriedades da madeira
variam muito entre as espécies e entre individuos/gendétipos da mesma
espécie. A variabilidade ocorre tanto entre diferentes tecidos (proporcao
de diferentes tipos celulares) bem como em nivel celular: tamanho, forma,
estrutura da parede celular, textura e composicdao quimica (Paux et al.,
2005).

Pouco se sabe sobre os processos celulares, moleculares e do
desenvolvimento que estdao por tras da formacao da madeira (xilogénese).
A xilogénese representa um exemplo de diferenciacao celular complexo.
Este processo é controlado por uma grande variedade de fatores, tanto
exogenos (fotoperiodo e temperatura) quanto enddégenos (fito-hormonios)
e também pela interacdao entre eles. A madeira (xilema secundario) é
formada por uma sucessao de cinco principais eventos que incluem: (i)
divisao celular; (ii) expansao celular (alongacao e alargamento radial); (iii)
espessamento da parede celular; (iv) lignificagcao; e (v) morte celular
programada. Todos estes estagios sao controlados pela expressao
coordenada de numerosos genes com funcgoes regulatérias e estruturais,
sendo a maioria ainda desconhecida (Hertzberg et al., 2001; Plomion et
al., 2001; Yang et al., 2004). O estudo de genes e mecanismos
responsaveis pela formacao da parede secundaria, pela biossintese de
lignina e celulose e pela xilogénese teve grande progresso nos ultimos
anos (Beers & Zhao, 2001; Boudet et al., 2003; Ohashi-lto et al., 2003; Oh
et al., 2003; Paux et al., 2004; Prassinos et al., 2005).

A formacao da madeira € um processo que se origina a partir do
crescimento secundario das plantas, com a atividade do cambio vascular.

O sistema vascular secundario compreende o floema secunddrio (casca), o
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cambio vascular (cambio) e o xilema secundario (lenho) e é um sistema
dinamico de quatro dimensdes. O cambio é uma bainha de tecido
meristematico que circunda o tronco e a raiz da arvore. O cambio
mantém-se por divisdes celulares repetidas e produz linhagens celulares
radiais, dando origem as células do xilema secundario em direcao ao seu
interior e as células do floema secundario em direcao ao seu exterior.
Quando uma célula se distancia do cambio, ela diferencia-se até tornar-se
uma célula madura. Assim, é possivel reconhecer os estagios de
diferenciacdao de uma célula individual partindo do ponto final voltando ao
ponto inicial do cambio. Essa caracteristica do sistema vascular
secundario torna-o ideal para o estudo de diferenciacdao celular. O
crescimento do cambio vascular aumenta o didmetro e a circunferéncia da
arvore. O controle do crescimento e diferenciacao do cambio é
acompanhado por mudancas na expressao de genes importantes
envolvidos com o desenvolvimento (Chaffey, 1999).

A acao dos genes e das proteinas presentes no xilema secundario
em diferenciagcdao ird determinar as propriedades da madeira. A
composicao e a morfologia da parede celular secunddaria das células do
xilema sao os principais fatores responsaveis pela qualidade da madeira
(Whetten et al., 2001). A diferenciacdao do xilema secundario envolve
mudancas sequenciais na parede celular. Isto inclui a expansao da parede
celular primdria e a acomodagao da parede celular secundaria lignificada,
seguida pela digestao de componentes da parede (Bourquin et al., 2002;
Matsui et al., 2005). Apds a célula ter parado de crescer, a parede do
xilema é engrossada com depositos de celulose e depois é fortalecido pela
impregnacao com polissacarideos da matriz da parece celular secundaria
e lignina. As paredes resultantes fornecem os elementos traqueais com
forca suficiente para resistir a pressao negativa dentro dos vasos, assim

como para suportar o peso do proprio tronco (revisado em Ye, 2002). A
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formacao da parede celular secundaria é comandada pela expressao
coordenada de varios genes, envolvidos especificamente na sintese e
deposicao de polissacarideos, ligninas, pectinas e proteinas de parede
celular (Plomion et al., 2001; Whetten et al., 2001; Yang et al., 2004).
Assim, as principais caracteristicas da madeira irdo variar de acordo com
o tamanho, a forma e a organizagdao das células no xilema, bem como a
estrutura e a composicao quimica da parede celular secundaria.

A lignina é o maior componente da madeira depois da celulose e
causa um impacto negativo no processo de polpacao quimica. Neste, as
ligninas sao dissolvidas para liberar o material fibroso constituido
basicamente de holocelulose (celulose e hemiceluloses). A dissolugcao das
ligninas na polpacgao depende do tipo de ligagdes e dos grupos funcionais
presentes em sua estrutura. Em geral, madeiras com maior teor de
celulose e menor de hemiceluloses deverao resultar em maior rendimento
de polpacgao. Tendo em vista que o objetivo da polpacdo é a remocao
seletiva das ligninas e a liberagao da porcao fibrosa da madeira, as
madeiras com baixos teores de ligninas e de extrativos propiciam melhor
desempenho da polpacao em termos de rendimento e consumo de
produtos quimicos utilizados neste processo (Colodette et al., 2004).
Quando as ligninas sao removidas, essas propriedades também irao
determinar a resisténcia, a densidade da polpa e a qualidade dos produtos
de papel (Whetten et al., 2001).

2.4. Genomica Funcional

Os primeiros estudos de genOmica funcional realizados em plantas
basearam-se na planta-modelo Arabidopsis thaliana (Schena et al., 1995;
Girke et al., 2000; White et al., 2000; Schaffer et al., 2001).
Recentemente, houve um aumento do interesse na gendémica funcional

aplicada a plantas de alto interesse comercial, como o arroz (Yamamoto &
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Sasaki, 1997; Yazaki et al., 2004; Rafalski, 2007), tomate (Emmanuel &
Levy, 2002; Alba et al., 2005), cana-de-acucar (Vettore et al., 2003;
Calsa & Figueira, 2007), uva (Goes da Silva et al., 2005; Waters et al.,
2006), péssego (Abbott et al., 2002; Trainotti et al., 2006), milho
(Lawrence et al., 2004; Haberer et al., 2005) e Pinus (Whetten et al.,
2001).

A gendmica funcional oferece os meios para a identificacdo de um
grande numero de genes envolvidos na parede celular do xilema e pode
oferecer uma visao compreensiva desses genes. Atualmente, esta
disponivel a tecnologia de microarranjos como uma técnica poderosa para
tais fins. Com a ajuda desta tecnologia, é possivel monitorar o perfil de
expressao de centenas de milhares de genes que atuam durante a
lignificacao e a biossintese da parede celular secundaria (Oh et al. 2003;
Ko et al., 2004). Com o sistema de andlise de agrupamentos (clusters)
para dados de expressao gerados por andlises de microarranjos, aumenta-
se o numero de genes correlacionados com a sintese da parede celular
secundaria (Persson et al., 2005). Elementos traqueais diferenciados de
células mesofilicas isoladas de Zinnia elegans tornaram-se conhecidos
como um sistema modelo para o estudo da regulacdao génica durante a
diferenciacao do xilema (Fukuda, 1997). No sistema de Z. elegans a
formacao da parede secundaria unica aos elementos traqueais é induzida
por alteracdoes no balanco hormonal. Demura et al. (2002) executaram
amplas analises de microarranjos de expressao génica nesse sistema de
diferenciacdo de células e identificaram muitos genes candidatos
envolvidos na formacdao da parede secundaria. Muitos dos genes
relacionados a génese da madeira estdo sendo descobertos pelo uso de
técnicas de gendmica funcional em larga escala em espécies como
Eucalyptus (Paux et al., 2004; Paux et al., 2005; Foucart et al., 20006),
Populus (Hertzberg et. al, 2001; Israelsson et al., 2003; Schrader et al.,
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2004; Aspeborg et al., 2005; Prassinos et al., 2005; Andersson-Gunnera et
al., 2006), Pinus (Allona et al., 1998; Whetten et al., 2001; Lorenz & Dean,
2002; Yang et al., 2004) e até Robinia pseudoacacia (Falsa Acéacia; Yang et
al., 2003).

Entretanto, mesmo com o advento de varios projetos de
seqienciamento e de genémica funcional, os mecanismos moleculares que
levam ao crescimento secunddrio das plantas ainda precisam ser
investigados. Mesmo que as principais vias estruturais ja tenham sido
descritas, pouco se sabe a respeito da regulacao deste processo, tanto em
nivel celular e molecular quanto do desenvolvimento (Schrader et al.,
2004; Li et al., 2006; Groover & Robischon, 2006).

As comparagoes entre genes expressos em diferentes tecidos da
mesma planta e nos mesmos tecidos de diferentes espécies podem
fornecer nogodes sobre os processos do desenvolvimento e explicacoes de
por que algumas espécies possuem propriedades mais favoraveis como
maior densidade da madeira ou maior rendimento de polpacao (Poke et
al., 2005). Adicionalmente, a identificacdao de genes com expressao orgao
ou tecido-especifica poderia permitir o isolamento de seqiiéncias
regulatérias de DNA (promotores) responsaveis por tais padroes de
expressao. Estas seqiiéncias promotoras, assim, consistem importantes
ferramentas da engenharia genética vegetal de forma a melhor modular a
expressao de transgenes em plantas. Tendo estas nogdoes em mente,
microarranjos de DNA foram realizados pelos pesquisadores do Projeto
GENOLYPTUS com a finalidade de estudar mais profundamente as

diferencas entre tecidos e espécies de Eucalyptus.
2.5. Genes Xilema-Especificos e a Engenharia Genética

Uma das principais vantagens da gendmica funcional é fornecer

conhecimento para a aplicacao no melhoramento genético de plantas. Os
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resultados deste e de outros trabalhos envolvendo analise de dados de
microarranjos de DNA em diferentes tecidos ou espécies de Eucalyptus
fornecerao genes xilema-especificos candidatos a estudos de engenharia
genética.

Ha& um grande interesse em alterar a expressao de genes especificos
a sintese de vasos do xilema utilizando as ferramentas da engenharia
genética. Véarios estudos envolvendo a regulacao da quantidade e da
qualidade dos componentes de ligninas ja foram realizados. Enzimas
envolvidas na lignificacdao tém sido clonadas de diversas espécies de
arvores e, em alguns casos, a expressdao desses genes tem sido alterada,
resultando na modificacao ou reducao dos niveis de lignina (Grima-Pettanti
& Goffner, 1999; revisado em Chiang, 2006). Muitas outras propriedades da
madeira e genes envolvidos na codificacao de enzimas estruturais ou fatores
de transcricao também estao sendo alterados ou sdo potenciais alvos para a
engenharia genética (revisado em Groover, 2005; revisado em Chiang,
2006).

Promotores constitutivos e nao-especificos como os codificadores
do RNA 35S do Virus do Mosaico da Couve-flor (CaMV-35S; Lawton et al.,
1987) e da nopalina-sintase (NOS) de Agrobacterium tumefaciens (An et
al., 1986) sao amplamente utilizados em estudos visando a super-
expressao génica em plantas. Porém, a expressao do gene ocorre na
maioria dos tecidos (Gittins et al., 2003), sem regulacao temporal e
espacial, provocando um crescimento anormal da planta (Lu et al., 2004).
O uso de promotores com expressdao especifica permite o controle da
expressao de genes exogenos em plantas transgénicas em tecidos
especificos e num momento especifico. Promotores de expressao
especifica tém sido estudados intensivamente nos ultimos anos devido a
sua importancia na expressdao de genes, desenvolvimento e crescimento

de plantas transgénicas. O uso de promotores especificos torna
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necessario conhecer elementos regulatérios xilema-especificos (Lu et al.
2003).

Li et al. (1999) isolaram um gene de cafeoil-coenzima A 3-O-
metiltransferase (CCoAOMT) de Pinus taeda expresso especificamente no
xilema secundario. Esta enzima catalisa a metilacdo de precursores
monoméricos hidroxilados de lignina e, portanto, estd envolvida nas vias
de biossintese de lignina e é de interesse para o melhoramento da
producao de polpa de madeira de arvores coniferas por engenharia
genética (Whetten et al., 1998). A disponibilidade desse promotor de
CCoAOMT de Pinus permitiria sua aplicagao na expressao de genes de
angiospermas xilema-especificos para o direcionamento da expressao
transgénica de genes de interesse em gimnospermas. O uso de inibigado
antisenso de CCoAOMT sob o controle do promotor do gene da
CCoAOMT em Pinus transgénico poderia ajudar na diminuicdao da
lignificacao ou alterar a composicao das ligninas de forma a facilitar o
processo de polpacgao.

Lu et al. (2003) utilizaram o promotor de um gene codificador de
proteinas ricas em glicinas (SjGRP1.8) de Sopho japonica L. para dirigir a
expressao do gene codificador da 4-coumarato:CoA ligase (4CL1) em
tabaco transgénico. O promotor GRP1.8 clonado possui expressao
especifica em tecidos vasculares. A enzima 4CL1 é componente-chave na
via biossintética de monolignéis. Neste sistema, a atividade da enzima
4CL1 aumentou de uma a duas vezes no xilema e nao foi observado
aumento nas folhas de tabaco transgénico. Em relagdo as plantas
controle, houve um aumento no conteudo de ligninas de 25% no tronco,
nao ocorrendo aumento nas folhas das plantas transgénicas. Em 2004, Lu
et al. utilizaram novamente o gene 4CL1, mas desta vez fusionado aos
promotores Pto4CL1 (clonado de Populus tomentosa) e CaMV-35S, para

avaliar a expressao quantitativa e qualitativa em tabaco transgénico. O

24



promotor Pto4CL1 induziu a expressao do gene 4CL1 no xilema. A
indugao positiva da expressao do gene 4CL1 (tanto pelo promotor 35S
quanto pelo Pto4CL1) causou um aumento no conteudo de ligninas de
25% no tronco das plantas transgénicas de tabaco em relagao as plantas-
controle. Nao houve aumento no conteudo de ligninas nas folhas das
plantas transgénicas com o emprego do promotor de Pto4CL1, enquanto
nas plantas transgénicas contendo a construcao CaMV-35S-Pto4CL1,
houve aumento de 20% também nas folhas.

As proteinas GRP constituem uma classe de proteinas simples
estruturadas em plantas contendo dominios ricos em glicina, que variam
de 20% a 70% no conteudo de glicina (Liu et al., 2003). Estudos de
hibridizacao in situ e imunolocalizacdao da expressao de GRPs indicaram
que elas podem ser altamente tecido- ou érgao-especificas, sendo, na
maioria dos casos, especificas aos tecidos vasculares (Keller et al., 1988;
Cheng et al., 1996) ou raiz-especificas (Bergeron et al., 1994; Matsuyama
et al., 1999). A localizagao das GRPs sugeriu um papel como componente
estrutural de matrizes extracelulares (Cassab, 1998). Um estudo do
promotor de um gene GRP de arroz (Oryza sativa L.) denominado Osgrp-2
foi realizado por Liu et al. (2003). Neste estudo, o gene codificador da -
glicuronidase (GUS) de Escherichia coli foi utilizado como gene-repérter
fusionado ao promotor Osgrp-2. As sequéncias responsaveis pela
atividade do promotor e pela capacidade de conferir expressao vascular-
especifica foram identificadas por meio da andlise de plantas de tabaco
transgénicas utilizando analises de delecao 5’ e delegdes internas do
promotor. Como resultado, pode-se verificar que o promotor pode ser
dividido em trés partes relevantes a sua atividade transcricional: uma
regiao distal 5’, uma regiao proximal 5’ - ambas com funcao regulatéria
positiva - e, entre elas, uma regiao regulatéoria negativa. A atividade

vascular-especifica foi atribuida a regiao proximal 5’, mais precisamente a
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uma sequéncia de 99 pares de bases (pb) que parece ter dupla funcao,
isto é, sendo responsavel por aumentar a expressao em tecidos vasculares
e suprimir a expressao em outros tecidos. A busca por elementos cis desta
seqgiéncia em bancos de dados revelou um CCAAT-box nesta regidao, que é
um sitio de ligacao para fatores de transcricdo da classe MYB, e que
foram descritos como envolvidos na expressao especifica a tecidos
meristematicos e condutores associados a feixes vasculares em tabaco
transgénico (Wissenbach et al., 1993).

Modular a sintese de celulose poderd ter um impacto direto em
varios aspectos do desenvolvimento e do crescimento de uma planta. Um
profundo entendimento dos processos de biossintese de celulose é de
extrema importancia para futuros experimentos que possuem como alvo o
melhoramento genético da producao de celulose em plantas importantes
economicamente (Doblin et al., 2002). As endoglicanases KORRIGAN
(KOR) parecem ter um importante papel na biossintese de celulose em
Arabidopsis (Joshi et al., 2004), sendo necessarias para a formacao da
parede nas células das plantas em crescimento e sendo mais expressas
durante o desenvolvimento do xilema. Bhandari et al. (2006) estudaram
um clone de cDNA de KOR do xilema de Populus tremuloides (PtrKOR) e
verificaram que o gene é positivamente regulado no xilema e apresenta
resposta a estresses juntamente com trés outros genes (PtrCesAl,
PtrCesA2 e PtrCesA3) codificadores de celulose-sintases (CesA)
associadas a parede celular secundéaria de Populus. A utilizagdao da
engenharia genética para alterar os niveis de expressao de KOR (com
alteracdo coordenada ou nao dos niveis de CesA) poderad resultar em
plantas transgénicas que produzam fibras e madeira de melhor qualidade.

A caracterizacao dos elementos regulatérios xilema-especificos € um
importante passo antes da aplicacao de técnicas de transgénese. Os
elementos flanqgueadores a montante e a jusante de dois genes de Pinus
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com expressao preferencial no xilema foram estudados por No et al. (2000).
Os genes PtX3H6 e PtX14A9 codificam componentes do nlcleo protéico de
arabinogalactano-proteinas (AGPs), um grupo de proteoglicanas ou
glicoproteinas envolvidas no desenvolvimento da planta e que
freqlentemente exibem expressao tecido-especifica (Nothnagel, 1997). As
sequéncias flanqueadoras 3’ e 5’ foram testadas em combinacao com o
promotor CaMV-35S e o terminador NOS em tabaco e alamo transgénicos. A
conclusdo foi de que tanto a seqiéncia 3’ quanto a seqiéncia 5’ dos dois
genes sao necessarias para a expressao correta de ambos. No entanto, as
sequéncias 3’ possuem diferentes funcdes para cada gene. Em PtX3H6, esta
regiao atua como inibidor enquanto em PtX14A9, ela atua como ativador,
aumentando os niveis de expressao do gene de forma tecido-especifica.
Deve-se levar em consideracao que mesmo em angiospermas, a expressao
de um gene-repdrter nao é sempre igual a da espécie da qual o promotor foi
obtido (Stalberg et al., 1998)

Muitos genes utilizados na transgénese para a melhoria da madeira
ja foram identificados e muitos ainda o serao a partir dos projetos genoma
de arvores. O uso de A. thaliana como modelo genético foi combinado com
sua habilidade em produzir tecidos lenhosos para o isolamento de genes
expressos em tecidos vasculares (Beers & Zhao, 2001). No trabalho de
Beers e Zhao (2001), foram encontrados trés genes xilema-especificos:
XCP1, XCP2 e XSP1. Enquanto os genes XCP1 e XCP2 parecem codificar
cisteino-proteases semelhantes a papaina, XSPI1 parece codificar uma
serino-protease semelhante a subtilisina. Novos promotores que atuam
especificamente em tecidos vasculares podem ser identificados a partir de
cDNAs por intermédio de seqiiéncias anotadas dos genomas de
Arabidopsis (Kubo et al., 2005; Persson et al., 2005; Zhao et al., 2005),
Populus (Brunner et al., 2004) e Pinus (Yang et al., 2004). Assim, surge
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uma importante fonte de genes e promotores uteis para a modificacdao da
madeira em espécies de arvores economicamente importantes.

Atualmente observa-se um grande esforco das empresas e
instituicdoes de pesquisa direcionado ao melhoramento da madeira com a
finalidade de se obter um maior rendimento a partir de menor quantidade
de matéria-prima. A aplicagdo segura e cuidadosa da biotecnologia
(cultivo assistido por marcadores, engenharia genética e propagacgao in
vitro) nas praticas florestais deve ajudar a desenvolver &arvores
geneticamente superiores em um periodo de apenas algumas décadas
(Plomion et al., 2001).

CAPITULO 11

Differential expression in Eucalyptus grandis

(Trabalho a ser submetido ao peridodico BMC Genomics)

Marina Tagliaro Jahns!, Fernanda Macedo Bastolla!, Giancarlo Pasquali'”
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Abstract

Paper and pulp applications depend on the wood quality and the
industrial process. For these main reasons, there is a need to increase
Eucalyptus genomic resources in order to select candidate genes involved
in the genetic control of wood properties. Researchers of the Brazilian
Research Network on the Eucalyptus Genome (The Genolyptus Project)
are engaged in the discovery, sequencing and mapping of economically
important genes and the determination of their activities in different
species of Eucalyptus, aiming the incorporation of new genomic
technologies into the advanced eucalypt breeding programs and forest
production. As part of the Genolyptus Project we have designed and
analyzed DNA microarrays in order to identify differentially expressed
genes between leaf and xylem tissues of E. grandis. This study was made
with the objective to standardize the analysis of DNA microarrays aiming
a future focused study on Eucalyptus wood properties. Quantitative
reverse-transcription polymerase chain reaction
(gqRT-PCR) results proved the full validation of the microarray experiment,
as well as its analysis. Results obtained by qRT-PCR were consistent with
the microarray results for the genes analyzed, although the relative
expression ratios of the first were often higher. Similar discrepancies
between methods were reported previously, suggesting that ratios
calculated using DNA arrays are often underestimated. We believe that
our microarray analysis and biological sampling were fully supported by
the qRT-PCR findings because it was robust enough to evaluate a massive

number of genes and to point out important candidate genes.
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Background

The Planted Forest sector is, today, one of the most important for
the Brazilian national economy extensively contributing to income
generation, tribute collection, employment and generation of currencies.
The use of planted forests represents 4% of the Gross Domestic Product of
Brazil, in which 35% corresponds to the pulp and paper sector [1]. Brazil
is the seventh major pulp and paper producer worldwide, occupying the
first place considering short-fiber cellulose, totally derived from
Eucalyptus. Considering paper as final product, Brazil is the eleventh
worldwide producer [2].

The total area of Brazilian planted forests corresponds to 5.3 million
hectares (ha), in which 3.5 million ha account for Eucalyptus forests and
1.8 million ha account for Pinus. .Brazil has 220 paper and pulp
enterprises located in 16 Federative States. In Brazil, 100% of cellulose
pulp & paper are derived from planted forests, mostly eucalypts or pines.
Exported wood-derived products reached figures of US$ 4.0 billion in
2006. In the same year, Brazilian pulp production reached 11.1 million
tons and the paper production was 8.8 million tons. Eucalypt forests are
located mainly in the Southeast region, primarily in the States of Minas
Gerais and Sao Paulo, as well as Bahia in the Northeast region [1].

The genus Eucalyptus (Myrtaceae family) includes more than 500
described species from Australia, New Guinea, Indonesia and Philippines.
It is the most widely dispersed arboreal genus in the planet, mainly used
for industrial plantations, and it was introduced in Brazil in 1904 [3].
Since then its cultivation went through many environmental adaptation
steps, improvement of the wood quality and sustainability. Eucalyptus

species are among the world’s main sources of biomass and represent the
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principal hardwood trees used for making paper pulp [4]. The main
reason for the good acceptance of the Brazilian production is the high
quality of the wood used. Characteristics like productivity, quality and
efficiency were combined with the lower generation of environmental
impacts and better life quality of the employees and the communities from
the planting area [1].

The most cultivated Eucalyptus species in Brazil nowadays are E.
grandis, E. citriodora, E. camaldulensis, E. saligna and E. urophilla.
Moreover, crossings between species were developed resulting in many
hybrids like “E. urograndis” (E. urophilla x E. grandis), the most exploited
Eucalyptus hybrid in Brazil. Amongst hundreds of species and hybrids, E.
grandis is one of the main species used in many genetic improvement
programs around the world, primarily because of its fast growth and high
wood density [3, 5]. E. grandis is suitable for genomic analysis because it
has a small genome (approximately 630 Mbp) and genetic maps and
mapped QTLs are available [6, 7].

Wood quality and the industrial process will mostly define the paper
and pulp applications and due to them many large efforts aiming to
increase Eucalyptus genomic resources are being developed in order to
select candidate genes involved in the genetic control of wood properties.
Brazilian enterprises and scientists are internationally recognized for the
genetic research and development, genetic improvement, molecular
markers and Eucalyptus cloning. For this reason, The Genolyptus Project
was created in 2002 by a group of researchers from 10 Brazilian research
institutes. The project is named the Brazilian Research Network on the
Eucalyptus Genome and it is supported by the Brazilian Ministry of
Science and Technology and 12 paper and pulp enterprises of the private
sector. Some of the main goals of this project are focused in the discovery,

sequencing and mapping of economically important genes and the
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determination of their activities in different species of Eucalyptus, aiming
the incorporation of new genomic technologies into the advanced eucalypt
breeding programs and forest production.

The subproject "Sequencing of the Eucalyptus Transcriptome”
entitles the sequencing effort to achieve 150,000 expressed sequence tags
(EST) from different expression libraries. The objective was the
identification of all 30,000 estimated eucalypt genes, with special
emphasis on those involved in wood formation. More than 13 libraries
were constructed from different organs, tissues and whole seedlings
submitted to several treatments derived from four Eucalyptus species.
Approximately 96,500 ESTs were produced, analyzed and arranged into
34,000 clusters based on sequence homology. The putative functions of
sequenced clones were attributed automatically by BLAST search. ESTs
were grouped according to their putative biological function and those
with “no hit”, “unknown function” or “hypothetical/putative function”
represented 60 percent of the total.

The so called “Woodgenes Project” or “The Genesis of Wood in
Eucalyptus: Genes, Functions, Regulation and Transgenic Expression”,
started in January 2005 and its main focus is the exploration of the cDNA
clone collection generated in the Genolyptus Project. Special emphasis is
driven to cDNAs involved in the poorly understood wood formation
process, aiming the incorporation of new genomic technologies into the
advanced eucalypt breeding programs and forest production. To this end,
DNA microarrays were planned, ordered and analyzed.

The information about the process of wood formation is still limited,
despite the great importance of such material. The systematic analysis of
genes involved in wood formation in Eucalyptus provides valuable insights

into the molecular mechanisms involved in secondary xylem
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differentiation as well as new candidate-genes for wood quality
improvement [8].

Robotics and bioinformatics have provided a way to monitor the
expression of thousands of genes throughout the construction and use of
DNA microarrays [9]. Many genes related to xylogenesis have been
discovered with the use of such tools during the analysis of large-scale
gene expression in Eucalyptus [10, 8, 4], Populus [11-16], Pinus [17-20]
and Robinia pseudoacacia [21]. As part of the Genolyptus Project we have
designed and analyzed DNA microarrays in order to identify differentially
expressed genes between leaves and xylem of E. grandis. This study was
proposed with the objective to standardize the analysis of DNA
microarrays aiming a future focused study of the Eucalyptus wood

properties.

Results and Discussion

In order to pinpoint the most differentially expressed genes between
leaf blades and vascular (xylem) tissues from E. grandis adult trees, a
total number of nine 50mer-oligoprobes covering the length of each one of
the 21,442 unique sequences derived from the Genolyptus EST collection
were synthesized “on-chip” in duplicate, randomly distributed in the two
blocks of each slide. Therefore, four identical chips were produced at
NimbleGen Scientific Inc. with a total number of 385,956 features each.
Total RNA samples derived from leaf blades and xylem tissues were
obtained from two 4-years-old E. grandis clones, i.e., two genetically
identical trees generated from one single matrix-tree. Complementary
cDNAs were synthesized from the two samples of leaf RNA and the two
samples of xylem RNA at Nimblegen Scientific Inc. with Cy3 as

fluorescent marker. After hybridization, washings, data collection and pre-
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analysis, DNA microarray data were analyzed in order to verify the
consistency provided by Nimblegen. For this purpose, a simple t-test was
used comparing various sample groups (data not shown). The reliability of
the data was proved, meaning that the microarrays showed very low
variation between blocks from the same slide and between replicates. In
summary, all four microarrays exhibited great reproducibility and
robustness.

The second analysis was performed in order to determine the most
differentially expressed genes between leaves and xylem of E. grandis,
using the SAM algorithm. The SAM algorithm is part of the MeV package
(freely available from the TIGR webpage) and is an alternative to Student
t test aiming differential expression. The method is based in the ratio of
the change in the gene expression between two conditions and the
standart error of the measurements. SAM identifies differentially
expressed genes by the use of sets of t tests gene-specific. Those genes
with values higher than the cutoff point are considered as potentially
significant. The percentage of those genes random identified is called
“false discovery rate” (FDR). The algorithm creates an interactive graphic
where are the observed values versus the expected values (based on the
permutation data or d-values). The cutoff point can be adjusted to identify
lower or higher set of genes, according to the delta value. FDRs are
calculated to each set of data. The delta value can be handily adjusted in
the graphic and it means the vertical distance (in graphic units) from the
solid line that represents the inclination degree (when the observed is
equal to the expected) to each one of the two parallel dotted lines that
represent the area in which genes are consider differentially expressed. It
is also possible to use the fold change criterion, which will determine the
number of times that a single gene is more or less expressed in relation to
another [22].
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Considering an at least 5-fold change differential expression

calculated by the SAM algorithm, 153 genes were overexpressed in leaves

and 149 genes were much highly expressed in xylem (Figure 1). In Table 1

is shown the frequency of the differentially expressed genes in each tissue

analyzed in accordance to their fold change in expression.

Fold change | Number of genes Number of genes
overexpressed in leaves overexpressed in xylem

500-100 39 10

100-10 102 118

10-5 12 21

Total 153 149

Table 1. Number of genes from E. grandis overexpressed in leaves and

xylem for each fold change classification. Most genes were classified

within the group of 10- to 100-fold increase in expression.
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Figure 1. Graphical representation generated by the SAM algorithm. In

the “x” axis are the expected values and in the “y” axis are the observed

values. The black solid line represents those values that did not differ

between observed and expected. In green are shown all 153 up-regulated

genes in the leaves and in red are shown all 149 up-regulated genes in the

xylem.

Fifteen genes from the total differentially expressed genes were chosen

for validation of microarrays and further study. Their putative identities

were attributed by BLASTx and primers for qRT-PCR were designed

according to Table 2.

Amplic

N . Forward/Reverse
Abbreviation Identity (BLASTX) (g:) qRT-PCR Primers
5!
Metallothionein-like protein type 3 TTCAAACTCGATCACCATGT
MT3 (MT-3) [Carica papaya (papaya)] 6e-26 108 | C/
y y TCAGTCTCCACGAAGTCAG
C
o
glycolate oxidase CAGAAGATGGCTCATCCTG
GO [Mesembryanthemum crystallinum] 123 | A/
0.0 AGGTCCAGTGGAAGCAACT
T
o
AGCCTGGAGAGAGATACCG
CAT catalase [Prunus persical 0.0 125 ([ A/
CCAGTATGAAATCCAGACG
CT
. . 5'
Phosphorlbté’llgllzlnase, chloroplast ACCTTCATGAGGAGGCTGA
PRK precursar (PRKJ ol 132 |C
E)Oesem ryanthemum crystallinum] GTCCAGGGAATGGTAGTCG
) T
n . 5'
MYB142 MYB t.ranscrlptlon factor MYB142 124 GGCATTGGCTCAATATGAC
[Glycine max] 3e-25 A/
GTGCTTGACGTCCTCGATTA
L . 5'
o e e | 125 | crAcaacaAGCTGGAGT)
P P CCTCGTACCGGATCTTCTTG
o
ACGCACACAAACGCACTAA
HyPRP2 HyPRP2 [Gossypium hirsutum] 9e-24 121 [T/
AAGAAGAGGAGGTTGAGG
CA

38



5
unknown protein [Arabidopsis GGGTGGTGGCTGTATTACC
UNK1 thaliana] 5e-11 120 T/
AGACAGCTCGCCCAAGTC
5
UNK2 unknown protein [Arabidopsis 147 /CATGCAATITCCTCGTGWC
thalianal 3e-110 CGTGGTATGACTCCAGCAT
C
o
UNK3 hypothetical protein [Nicotiana 109 S/GCGAAGACGTACTWCTC
benthamianal  4e-13 TCGGACTGGACTACAACAC
AA
. 5'
putative UDP-glucuronate
UDP-gluc 2 decarboxylase 2 [Nicotiana tabacum] 146 g'/A‘TGATGGCCGTGWGﬁA
le-175 TGATCTCCATCCATCAGTCG
o
ELP (ECTOPIC DEPOSITION OF LIGNIN
ELP IN PITH); chitinase [Arabidopsis 131 | GTCGCTICTGGTGGCAGT/
. CCTTGGTGCACAACTTCTT
thaliana] 1le-20 G
o
CeSA3 cellulose synthase 3 [Eucalyptus 124 %AGTGACATCCAAAGCGTC
grandis] 0.0 ATTCCGGCAACTACTCCAA
C
o
MYB MYB transcription factor [Eucalyptus 107 CTGCACAGCCTTCTTGGTA
gunnii] 7e-150 A/
AGCTTCCTCCTTATGTGCGT
5
CCOAMT caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase 134 $€$FATGATCAGGG1TCAT
[Linum usitatissimum] 3e-15 AAACAGCAACATAATTTGG
CA

Table 2. List of selected genes according to the SAM analysis of
microarray results with their respective abbreviations. The identity values
attributed by BLASTx are represented by their E-values. Primer
sequences designed through GenScript Corporation’s Real-Time PCR
Primer Design software are also represented, as well as the expected
amplicon lengths for each sequence.

The candidate genes selected with the microarray analysis had their
expression profiles evaluated in silico through the SAM graph analysis
(Figure 2 and Supplemental Figure 1) and by qRT-PCR. Previously we
evaluated the specificity of all primers designed for qRT-PCR by BLASTn
against the Genolyptus EST sequence collection. Every qRT-PCR primer
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showed only one match, and that was to its specific target-sequence
(results not shown).

The melting-curve analysis obtained after 40 cycles of amplification
was also used to validate the specificity of the primers. The dissociation
curves allowed us to detect PCR unspecific products and primer dimmers
and also let us to optimize the concentration of primers to be used in each
reaction. The reaction specificity was assumed as ideal when only one
single amplification peak was observed. The occurrence of more than one
peak, on the other hand, would reveal the presence of unspecific
products, and would require optimizations. As results from the
dissociation curve analysis, we did not observed amplification products
for PRK or HyPRP2 and, for this reason, they were excluded from the
analysis. Quantitative RT-PCRs resulted in more than one amplification
product when primers designed for ELP and Zn-Finger sequences were
evaluated, proving their unspecificity. Therefore, these two candidate
genes were also excluded from the analysis. For all other 11 primer pairs,
just one amplification peak was observed in the dissociation curve
analysis, what evidenced their high specificity to the candidate genes
selected under our qRT-PCR conditions (Supplemental Figure 2).

The expression level of the 11 candidate genes selected from the
previous microarray analysis were determined in six tissue (two leaf and
four xylem) samples from 4-year-old field-grown E. grandis trees. These
samples were collected from the same two trees used in the microarray
analysis added by two more identical clones. After performing the qRT-
analysis, we compared the data obtained for the 11 selected genes with
the data from the microarray analysis, as shown in Figure 3. The results
were consistent with the microarray results for the genes analyzed,

except for the sequence putatively encoding the MYB transcription factor.
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A discussion concerning all 11 differentially expressed genes is presented
as follows.
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Metallothionein-like protein type 3 (MT-3)
MYB transcription factor MYB142
Glycolate oxidase

Catalase

Zinec finger protein

Phosphoribulokinase (PRK)

caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase

ELP, chitinase

cellulose synthase 3

MYB transcription factor

hypothetical protein

putative UDP-glucuronate decarboxylase 2
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Figure 2. SAM algorithm-derived color expression pattern of 15
differentially expressed genes selected for further qRT-PCR analysis.
Every line in this figure represents one single gene that has low (blue) to
high (yellow) expression in leaves (left) and xylem (right). Egr cA,

Eucalyptus grandis; rl, clone 1; r2, clone 2; L, leaf; X, xylem; b1, block 1
(slide); b2, block 2.
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Figure 3. Comparison of data obtained for 11 selected genes by
microarray and RT-PCR analysis. The 2%*°T mean values and the
microarray results for each gene are represented in a logio scale. To
normalize the calculation we used the 22T mean values from E. grandis
xylem clones for the reference genes encoding ribonucleoprotein L23A,
At2g28390 and EuC12 [22].

Genes up-regulated in the leaves

Type 3 metallothionein-like genes

Metallothioneins (MTs) are defined as low-molecular-weight (4-8
kDa) and cysteine (Cys)-rich proteins that can bind metals via thiol groups
of their Cys residues [23]. The term MT-like is used for those putative MT
sequences or proteins which protein-metal characterization was not
established [24]. MT genes have been found in both animal and plant

kingdoms, and the deduced amino acid sequences of plant MT-like
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proteins were classified into four types in relation to the arrangement of
Cys residues [25]. Plant MT-like genes are strongly believed to play a role
in metal ion metabolism or detoxification and it has been demonstrated
that Arabidopsis MT genes were induced by Cd, Cu and Zn treatment
[26]. Besides detoxification, MTs could take part in regulation of gene
expression and cell metabolism by donating/accepting Zn ion to/from Zn-
dependent DNA binding proteins or metalloenzymes [27]. Thus, they
could be involved in normal processes of growth and differentiation. MT
has a putative role in redox homeostasis. It has been shown that yeast and
mammalian MTs can functionally substitute superoxide-dismutases (SOD)
and provide oxidative stress protection in yeast [28]. In addition, direct
antioxidative role of MT as a scavenger of hydroxyl radicals or hydrogen
peroxide was suggested [29]. Its up-regulation in E. grandis leaf blades
when compared to xylem could be explained by the fact that the leaf is a
photosynthetic organ more susceptible to the generation of reactive
oxygen species (ROS). MT3 could also be involved in the protection from
photo-oxidative stress in leaf. This presumption is supported by the fact
that A. thaliana MT1 mRNA was up-regulated during light stress [30]. The
high constitutive MT3 expression in buckwheat leaf was noticed
previously [31]. Since MT is ubiquitous in virtually all living organisms
and active within different tissues and organ systems of higher
eukaryotes, proving its single primary role may not be possible. MTs
constitutively expressed may play a background role in homeostatic
mechanisms, whereas highly induced MT levels could be an adaptive

response to various environmental stresses [31].
Catalase

Catalase is a central component of the enzymatic antioxidant system

to control ROS and is found in a wide range of organisms from aerobic
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bacteria to higher plants and animals [32, 33]. Plant catalases are
encoded by a small gene family, usually three isoenzyme encoding genes
in a single species, as previously described in maize [34], tobacco [35,
36], Arabidopsis [37], rice [38], and E. grandis [33]. This enzyme is a
tetrameric iron porphyrin that catalyses the dismutation of hydrogen
peroxide to water and oxygen and 1is preferentially present in
peroxisomes. Photorespiration in C3 plants is an important source of
hydrogen peroxide and this production is mainly counteracted by
peroxisomal catalase, although other antioxidative enzymes are active in

the leaf peroxisome [39].

Glycolate oxidase

Glycolate oxidase (GO), along with hydroxypyruvate reductase
(HPR) and serine glyoxylate aminotransferase (SGAT) are members of the
glycolate pathway. The glycolate pathway is a central part of the
photorespiratory carbon metabolism in higher plants and it englobes the
production of glycolate in chloroplasts during photosynthesis and its
metabolism in peroxisomes [40]. These enzymes are localized in leaf
peroxisomes [41] and in this organelle, GO is the first enzyme of the
pathway, producing glyoxylate and hydrogen peroxide from glycolate and
oxygen. GO is a flavoprotein which transfers electrons to molecular
oxygen to form hydrogen peroxide. In addition to glycolate, this oxidase
can oxidize L-lactate but not D-lactate, and it is insensitive to cyanide
[42]. Glycolate is synthesized also by green algae [40]. It has been shown
that the expression of photorespiratory enzymes such as GO and HPR is
induced during greening in the light [43, 44]. Both the amount of mRNA
and the efficiency of protein synthesis are increased during greening. In
the study of Yamaguchi and Nishimura [45], transgenic tobacco plants

with decreased GO activity by co-suppression were obtained. These
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authors analyzed the relationship between GO amount and the degree of
photoinhibition using those transformants, and determined the amount of
GO that was required to maintain normal photosynthesis under different
light conditions. Results suggested that photosynthesis was susceptible to
photoinhibition with the reduction of GO activity levels to values below
the threshold and that higher activities of GO are required under higher

irradiation.

Phosphoribulokinase

Phosphoribulokinase (PRK) plays a critical role in regulating the
flow of sugar through the Calvin cycle. PRK is unique to Calvin cycle,
where it catalyses the irreversible formation of ribulose-1,5-bisphosphate
using ribulose-5-phosphate as substrate. It is believed to be one of the key
enzymes that are responsible for controlling the balance between
assimilatory and regenerative stages [46]. It is encoded by the nuclear
genome and synthesized in the cytosol as a precursor protein with an N-
terminal transit peptide that directs the enzyme to the chloroplast. The
activity of PRK is regulated by light, NADP/NADPH ratio, thioredoxin and
Mg?* ion levels [47, 48, 49]. PRK may also be regulated by the reversible
dissociation of the PRK/CP12/GAPDH complex [50]. PRK expression is
also regulated by light under the control of the circadian clock and down-
regulated during senescence [48, 51]. A. thaliana PRKis encoded by a
single gene and Calvin cycle PRK transcripts are especially abundant in

Arabidopsis leaves [50]. That seems to be also the case in E. grandis.

Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 16
Putterill et al. [52] isolated the CONSTANS (CO) gene of the model
dicot Arabidopsis. CO has an important role in the photoperiod pathway

which is one of four regulatory pathways controlling the timing of
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flowering. It is known that the photoperiod pathway mediates light and
temporal information from the environment into regulation of flowering
time. Light is perceived by phytochromes (PHY) A to E and cryptochromes
(CRY) 1 and 2, while the duration of day and night is measured by the
circadian clock [53, 54]. CO acts between the circadian clock and genes
controlling meristem identity [55, 56]. In Arabidopsis, CO belongs to a
family of 17 putative transcription factors defined by two conserved
domains [52, 57]. The first is a zinc finger region near the amino terminus
that resembles B-boxes, which regulate protein-protein interactions in
several animal transcription factors [58]. The second is a region of 43
amino acids near the C-terminus termed the CCT (CO, CO-like, TOC1)
domain [57]. Studies using green fluorescent protein (GFP) fusions
showed that the CCT domain is involved in nuclear localization of the CO
protein. Previous analysis of CO-like genes in Arabidopsis showed that the
family is subdivided into three broad groups. The first group comprised
CO and COL1 to COL5 (two B-box genes), the second comprised COLG6 to
COL8 and COL16 (one B-box genes), and the third comprised COL9 to
COL15 (one CO-like B-box and one more diverged zinc finger domain).
Arabidopsis COL16 genes (Group II) have been shown to harbor a single
intron located between the B-box and the CCT domains [57].

The overexpression of the gene coding for a CO protein in the leaf is
consistent with the fact that leaf is an organ perceiving photoperiod,

where the CO protein is responsible for sensing the day length signal.

MYB 142
MYB proteins are a superfamily of transcription factors that play
regulatory roles in developmental processes and defense responses in

plants. In the past decade, the R2ZR3-MYB genes have been extensively
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studied. They were reported to be involved in many physiological and
biochemical processes such as the regulation of secondary metabolism
[59], the control of cell morphogenesis [60], the regulation of meristem
formation and floral and seed development [61], and the control of cell
cycle [62]. Some MYB proteins were also involved in various defense and
stress responses [63] and in light and hormone signaling pathways [64,
65]. The work from Yanhui et al. [66] allowed the identification of 198
genes in the MYB superfamily from an analysis of the complete
Arabidopsis genome sequence. Among them, 126 were R2R3-MYB, five
were R1R2R3-MYB, 64 were MYB-related, and three were atypical MYB
genes. These genes were shown to be expressed in a wide variety of
tissues. In view of that, the occurrence of a MYB transcription factor in
the leaf of E. grandis is predictable. In line with this information, Liang et
al. [67] demonstrated the localization of a MYB transcription factor,
AtMYBG61, uniquely in guard cells of Arabidopsis. The results of this work
support the hypothesis that AtMYB61, acting as a transcriptional
regulator of stomatal function, is both necessary and sufficient to

decrease stomatal aperture.

Genes up-regulated in the xylem

Putative UDP-glucuronate decarboxylase 2

UDP-glucuronate decarboxylase (UDP-GD) catalyses the conversion
of UDP-glucuronate to UDP-xylose, which is an important sugar donor in
the synthesis of hemicellulose and glycoproteins [68]. The UDP-GD genes
have been reported in rat of the mammalian [69] and in typical dicot
plants such as the pea [70] and Arabidopsis [71].

Extractability and recovery of cellulose from cell walls influences
many industrial processes and also the utilization of biomass for energy

purposes. UDP-GD produces UDP-xylose, the precursor for xylans and it
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could affect the cellulose extractability when is down-regulated on cell
wall structure in transgenic plants. Besides the influence of lignins on
chemical processing, the importance of xylans was first realized by the
pulping industry when it became apparent that delignification during the
pulping process was influenced by the hemicelluloses present [72].
Bindschedler et al. [73] proved that the expression of the UDP-GD gene in
an antisense orientation resulted in a consistent lower xylose and higher
glucose content in the wall polysaccharides and promoted consequent
changes to pulping properties. In addition, the pulp yield was lower and
the pulp viscosity slightly higher due to the lower delignification.
Concerning cellulose, the degree of polymerization was similar for all the
pulps produced from control or transgenic lines. Even though
hemicellulose mutants have been identified in Arabidopsis, this was the
first example of the consequences of directed manipulation of xylans in

woody plants to test for modifications in pulping properties.

MYB transcription factor

As mentioned before, plant MYB proteins were classified into three
major groups: R2R3-MYB, R1R2R3-MYB, and a heterogeneous group
collectively referred to as MYB-related proteins, which usually but not
always contain a single MYB repeat [74-76]. The modulation of the
expression of several MYB proteins leads to the regulation of the complex
pathway of the phenylpropanoid metabolism and the accumulation of
various end-products in specific cells, tissues or organs [77, 78], since
several MYB proteins have been shown to be involved in the regulation of
this metabolism [79, 80].

Many plant MYB transcription factors have been studied, like Pinus
taeda PtMYB4, poplar PttMYB21la [81, 82], and Eucalyptus gunnii
EgMYB2 [83]. A fourth subgroup was proposed and included AmMYB308
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from Antirrhinum majus, ZmMYB31 and ZmMYB42 from maize, AtMYB32
and AtMYB4 from Arabidopsis, all of them involved in the repression of
phenylpropanoid and/or monolignol biosynthesis genes [59, 84-86].
Fornale et al. reported in 2006 [86] the down-regulation of the maize and
A. thaliana COMT gene by two new maize R2R3-MYB transcription
factors, ZmMYB31 and ZmMYB42. The work also showed that ZmMYB31
and ZmMYB42 differentially regulate other structural genes of the lignin
pathway, such as At4CL1, AtC4H, At4CCoAOMT1 and At4CADG resulting,
in both cases, in a reduction of the total lignin content of the transgenic
A. thaliana plants. Goicoechea et al. [83] reported the cloning and
functional characterization of a R2ZR3MYB gene from E. gunnii named
EgMYB2, which is able to bind the regulatory regions of genes encoding
cinnamoyl-CoA reductase (CCR) and cinnamyl alcohol dehydrogenase
(CAD2), the two most studied genes of the lignin biosynthetic pathway.
EgMYB2 was described to be preferentially expressed in differentiating
xylem tissue. The results reported strongly suggest that EgMYB2 is a
positive regulator of secondary cell wall formation and lignin biosynthesis.
On the other and, Legay et al. [87] reported the cloning and
characterization of EgMYB1, a R2R3 MYB transcription factor
preferentially expressed in Eucalyptus xylem tissues which binds, in vitro,
the cis-regulatory regions of the E. gunnii CCR and CAD2. EgMYB1 was
also described to act as a transcriptional repressor of these genes in vivo.
EgMYBI1 is preferentially expressed in the secondary xylem of stems and
roots of Eucalyptus trees, and the corresponding protein is localized in
the nucleus. EgMYB1 binds specifically the MBSIIG sites located in the
promoters of lignin biosynthetic genes, and represses the transcription of
these genes in planta. The work from Legay et al. [87] was the first to
describe a MYB transcription factor highly and preferentially expressed in

the xylem tissue of a woody angiosperm.
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In Eucalyptus xylem, the presence of both a transcriptional activator
(EgMYB2) and a repressor (EgMYB1) suggests that a balanced expression
of these proteins competing for the same promoters could provide a
mechanism for fine spatial and temporal control of lignin deposition, by

forming either a repressing or an activating regulatory complex [87].

CCOAMT caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase

It is believed that two structurally distinct O-methyltransferases
(OMT) are responsible for the methylation of lignin precursors. The
caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT) methylates caffeic acid and 5-
hydroxyferulic acid [88] whereas caffeoyl CoA 3-O-methyltranferase
(CCoMT) methylates caffeoyl-CoA and 5-hydroxyferuloyl-CoA [89]. In
dicotyledonous angiosperms, both COMT and CCoMT are bi-specific [90].

CCoAOMT plays an important role in lignin biosynthesis. This
enzyme was initially characterized in cell suspensions of parsley and
carrot challenged with a fungal elicitor [91, 92] and therefore was
believed to play a role in disease resistance. Immunolocalization, tissue
printing studies, and promoter B-glucuronidase (GUS) fusion analysis in
various plant species have shown that the expression of the CCoAOMT
gene is highly correlated with the lignifying tissues [93, 61]. CCoOAOMT is
encoded by two genes in poplar (Populus trichocarpa). In 2000, Chen et
al. [94] described the expression pattern conferred by the two CCoAOMT
promoters when fused to the gusA-coding sequence in transgenic poplar
(Populus tremula X Populus alba). They demonstrated that both genes
were expressed similarly in xylem and differently in phloem. The two
CCoAOMT promoters directed reporter-gene expression in lignifying cells
and in cells closely associated with lignifying cells, both during normal
development and upon stress conditions known to influence lignin

deposition (wounding, pathogen attack, and mechanical bending). Thus, it
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is expected to find an increased CCoAOMT gene expression in E. grandis

xylem tissue when comparing it to leaf blades.

Hybrid Proline-Rich Proteins

Hybrid proline-rich proteins (HyPRPs) are proteins that contain a
signal peptide followed by an N-terminal proline-rich domain that
presents different repetitive motives and a second hydrophobic C-terminal
domain [95]. Such domain does not contain repetitive elements but
presents a series of invariable Cys residues in a conserved distribution
pattern. These proteins have been named either hybrid proline-rich
proteins or hybrid glycine-rich proteins (HyGRPs). The HyPRPs may have
different repetition patterns in their Pro-rich domain. However, when the
second hydrophobic domain is analyzed, the HyPRPs can be subdivided in
two different groups (A and B), according to the Cys residue positions in
the peptide sequence [95].

The expression pattern of plant genes encoding HyPRPs is quite
diverse. In rice, it has been shown that the expression of a gene which
encodes a HyPRP occurs in the vascular and cortical tissues of the root
cap and the elongation zone of the root. Though, the expression in leaves
occurs mainly in vascular and mesophyll cells [96]. In contrast, it has been
observed in maize that the expression of a gene that encodes for HyPRP is
restricted to developing cortical cells. Blanco-Portales et al. [97] have
cloned and characterized a strawberry HyPRP gene (Fahyprp). The gene
expression analysis, in situ hybridization, immunolocalization and
histochemical experiments suggested that the Fahyprp gene is related to
the fruit ripening process and possibly involved in the anchoring of
polyphenols (lignin and condensed tannins) to cell membranes. A role in
transporting molecules from or towards the vascular tissues has been

proposed for this protein [98]. It has been described that Pro-rich proteins
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and hydroxy-Pro-rich proteins are preferentially located in xylem cells
under a process of lignification. A putative role for these proteins as
anchoring sites for lignin polymer through the interaction with the
phenolic groups constituting the lignin was proposed [99]. Then, the
overexpression of a gene encoding a HyPRP in the E. grandis xylem would
it be reasonable. Even though different physiological functions have been
suggested for HyPRP proteins in higher plants, including their
involvement in developmental processes and responses to different stress,

so far no specific function for this class of proteins has been concluded.

Cellulose Synthase 3

Cellulose is a linear homopolymer of B(1-4)-linked glucose residues.
The coordinated synthesis of glucose chains is orchestrated by specific
plasma membrane-bound cellulose synthase complexes (CelS). The CelS is
postulated to be composed of approximately 36 cellulose synthase (CESA)
subunits. The CelS synthesizes 36 glucose chains in close proximity before
they are further organized into microfibrils that are associated with other
cell wall polymers. The 36 glucose chains in a microfibril are stabilized by
intra- and inter-hydrogen bonding which confer great stability on
microfibrils. Several elementary microfibrils come together to form
macrofibrils. Many CESA isoforms appear to be involved in the cellulose
biosynthetic process and at least three types of CESA isoforms appear to
be necessary for the functional organization of CelS in higher plants
[100]. Persson et al., [101] presented evidence that the primary CelS
complex in Arabidopsis requires three unique types of components,
CESA1-, CESA3-, and CESAG6-related, for activity. The work in Arabidopsis
also showed that the CESAG-related CESAs are partially functionally
redundant. This requirement is similar to the secondary CESA complex, in
which CESA4, -7, and -8 are necessary [102].
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Recently, six cDNAs encoding CESAs of E. grandis were reported
and named EgCesAl to 6 [103]. Experiments of qRT-PCR indicated that
transcripts of EgCesAl to 3 were abundant in tissues enriched with cells
laying down secondary cell walls (xylem) but were weakly expressed in
tissues undergoing primary growth (unfolding leaves). Expression of
EgCesA4 and EgCesA5 was up-regulated in tissues rich in rapidly dividing
cells undergoing primary wall synthesis, whereas EgCesA6 was weakly
expressed in all tissues analyzed. These results suggest that Eucalyptus,
like other higher plants, expresses two contrasting groups of apparently
co-regulated CESAs involved in either primary or secondary cell wall

biosynthesis.

Chitinase and Ectopic Deposition of Lignin in Pith

Plant chitinases are a group of enzymes that presumably hydrolyze
chitin, a biopolymer of N-acethylglucosamine (GIcNAc) in a B-1,4 linkage.
Only a few of them have been proved to possess chitinase activities.
Chitinases that are expressed in a tissue-specific manner and are not
induced by pathogens or stress may have roles in normal plant growth
and development. Most of the reported chitinases have been identified
based on their sequence similarity to known chitinases. Plant chitinases
are grouped into six different classes based on sequence similarity to
tobacco chitinases [104]. The two most common classes of chitinases are
class I and class II, which differ in the presence (class I) or absence (class
II) of a conserved N-terminal Cys-rich lectin domain. All classes of
chitinases possess some conserved amino acid residues in the catalytic
domain [105]. In 2000, Zhong et al. [106] isolated and characterized an
Arabidopsis ectopic deposition of lignin in pith (elpl) mutant with
alteration of lignin deposition patterns. In this elpl mutant stems, lignin is

deposited ectopically in patches of parenchyma cells in the pith that are
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not lignified in the wild-type. The ectopic deposition of lignin in the pith of
the elpl mutant was identified by histological staining of lignin, and it
correlated with increased klason lignin content and ectopic expression of
CCoAOMT, an enzyme involved in monolignol biosynthesis. In another
article from 2002 [107], the same group showed that the elpl gene
encodes a chitinase-like gene in Arabidopsis (AtCTL1) and that some pith
cells in the elpl mutant had aberrant shapes of cells with incomplete cell
walls. The mutant also overproduced ethylene, causing growth alterations
in both dark- and light-grown seedlings. With these results, the authors
provided direct evidence that this chitinase-like protein plays a role in
normal plant growth and development in Arabidopsis. Such possibility

may be the case for the observed chitinase-like gene in E. grandis.

Correlation between qRT-PCR and microarray experiments

Point out a handful of potentially interesting genes with microarray
experiments and confirm those candidates by realtime RT-PCR analysis is
a widely used strategy. There are several works showing the correlation
between microarray experiments and quantitative RT-PCR analysis.
Gachon et al. [108] reviewed the relevance of real-time PCR in plant
studies. As an illustration, they cited the case of Rider et al. [109] that
randomly picked 12 candidates among a pool of 185 genes previously
identified by AffimetrixTM microarray experiments as being up-regulated
in the seeds of the Arabidopsis pickel mutant compared with wild-type
seeds. They confirmed the up-regulation for only 10 of those genes by
real-time RT-PCR experiments.

The data from Dallas et al. [110] demonstrate that similar
microarray scores for different genes do not necessarily mean that similar

gqRT-PCR scores will be obtained. For example, they discovered genes
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which yielded similar average log2 RMA scores on the microarray analysis
but the average log2 qRT-PCR scores for the same genes were
substantially different. The finding that genes with similar microarray
expression scores were unlikely to have similar qRT-PCR results
presumably reflects the different hybridization kinetics of the probe sets
for each gene. The results from this work indicates that the direction of
change of gene expression levels (i.e. either up or down regulation)
between subsets of interest is accurately predicted by comparison of
average microarray expression scores, although the fact that they found

13-16% of non-concordance between the two techniques.

Conclusion

Our results obtained by qRT-PCR were consistent with the
microarray results for the majority of the genes analyzed, although the
relative expression ratios of the first were often higher. Similar
discrepancies between the methods were reported previously, suggesting
that the ratios calculated using DNA arrays are often underestimated
[111, 10]. We believe that our microarray analysis and biological samples
were fully supported by the qRT-PCR findings: it was robust enough to
evaluate a massive number of genes and to point out important candidate

genes for further analysis.

Methods

Plant Material and Tissue Harvesting

Mature leaves and stem scrapings were harvested from 4-year-
old field-grown E. grandis trees (Hortoflorestal Barbanegra, Aracruz
Celulose S.A., Barra do Ribeiro, RS, Brazil). In order to minimize the

proportion of primary xylem mainly located in the main veins of leaves,
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only leaf blades without the central vein of young and mature leaves
were used for this study. To obtain the differentiating xylem tissue, we
proceeded as described in Paux et al. [10]: the bark was removed and
scrapings were taken from the exposed xylogenic tissue to avoid
contamination with phloem tissue. Tissue samples were immediately
frozen in liquid nitrogen after harvesting and stored at -80 °C. For the
microarray experiments, leaf and xylem samples were harvested from
two clones derived from one matrix. For qRT-PCR, mature leaves and
xylem scrapings were collected from three clones of one E. grandis

matrix.

Total RNA Extraction

Total RNA was extracted from 1 g of either xylem or leaves using
PureLink Plant RNA Reagent Kit (Invitrogen) according to the
instructions of the manufacturer. RNA purity and quality were checked
by both agarose gel electrophoresis and spectrophotometry
measurements at 260 and 280 nm. Polyadenylated RNA was
subsequently purified from total RNA using the Oligotex mRNA Mini
kit (Qiagen). The concentration of isolated mRNA was determined

using spectroscopic measurements at 260 nm.

Microarray

Microarray experiments were carried out by NimbleGen Systems
for 21,442 of the 21,905 ESTs of clusters and singletons proceeding
from the Genolyptus Sequencing Project. Nine oligonucleotides of 50
bp were designed and synthesized to each sequence consensus. The
oligonucleotides were distributed throughout the sequence and had
close melting temperatures (Tm). The nine probes were duplicated

adding up 385,856 features per chip and a total of 4 identical chips
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were produced according to the company protocols. Complementary
DNAs (cDNAs) labeled with Cy3 were synthesized and hybridizations,
washing, scanning, data collection and initial data normalization were

performed according to NimbleGen protocols.

Microarray Data Analysis

Gene expression data were analyzed by NimbleGen following
quartile normalization and Robust Multi-Array Analysis (RMA) which
consists of the following stages: elimination of background

fluorescence, normalization and data transformation [112].

Statistical Analysis

Data were analyzed wusing the Significance Analysis of
Microarrays (SAM) procedure, a validated statistical technique for
identifying differentially expressed genes using microarrays [113]
available on the Institute for Genomic Research (TIGR) [114].

Gene Selection for Validation

Candidate genes were selected according to the microarray
analysis using SAM with the following parameters: number of
permutations, 70; SO parameters, Tusher et al. [113] method; g values,
not calculated; imputation method, K-nearest neighbors imputer;
number of neighbors, 10; delta value, 9.15, and false discovery rate
0%. We also analyzed the sequences by BLASTx and discarded the
without hits on X database. We therefore, sorted only sequences with
higher homology and primers were projected in the most conserved

regions.

Primer Design
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Primers were designed using the software created by GenScript
Corporation’s Real-Time PCR Primer Design [115]. The primers were
designed in order to be as specific as possible for the selected genes.
This was done by grouping and comparing the sequences and then
designing the primers on regions with major similarity. Only those that
resulted in amplicons with more than 100 pb and optimal Tm at 60°C
had been selected. Initially all primers were tested by qRT-PCR and
amplification specificity was verified by dissociation curves analysis
using ABI Prism 7500 Dissociation Curve Analysis Software (Applied

Biosystems). Primer sequences are given in Table 2.

Reverse Transcription

Each mRNA sample (300 ng) was reverse transcribed to cDNA
with 200 units of M-MLV RT (Promega) and their respective reagents
using 10 pmol of oligo-dTsewv) (SMART CDS II A, RW Genes/Clontech),
0.5 mM each deoxynucleoside trisphosphate (dNTPs) in a final volume
of 10 pl. Reactions were initially incubated at 70 °C for 5 min followed
by 40 °C for 60 min.

gRT-PCR

The cDNAs were diluted 1:50 with nuclease-free water. Aliquots
of the same cDNA sample were used with all primers set for qRT-PCR.
Each PCR was performed in quadruplicate and no-template controls
were included. Quantitative RT-PCRs were performed in the ABI Prism
7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems) in a 96-well
reaction plate using the parameters recommended by the
manufacturer (5 min. at 94 °C; 40 cycles of 94 °C for 15 sec, 60 °C for
10 sec, 72 °C for 15 sec and 60 °C for 35 sec). Reactions were done in

20 pl volumes containing 4 pmol of each primer, 0.5 mM of dNTPs,
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0.05 pL of Platinum Taq (Invitrogen) and its reagents, 1X SYBR Green
(Applied Biosystems) and 10 pL of 1:50 cDNAs. Specificity of the

amplifications was verified by melting curve analysis at the end of the
PCR run using the ABI Prism Dissociation Curve Analysis Software and
the threshold cycle (Cr) was determined for each primer using the ABI

Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems).

Analysis of Gene Expression

To analyze gene expression we used the 2T method which is
used to calculate relative changes in gene expression determined from
gRT-PCR experiments [116]. In this manner, the degree of relative
expression was calculated from the efficiencies of the reactions and the
deviation of the Cr of the sample-target versus the control. As
reference genes, we used primers specific for the ribonucleoprotein
L23A, At2g28390 and EuC12 genes [22].
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Supplemental Figure 1.

Graph representation of selected genes relative expression profile by in

silico analysis according to the SAM algorithm. The potentially codified

protein names are indicated in the legend. Axis

expression in log2. Axis “x” represents the analyzed samples, where:

Egr-cA - Eucalyptus grandis
rl - clone 1

r2 - clone 2

L - leaves

X - xylem

b1l - block 1 (slide)

b2 - block 2 (slide)

1 ”

y” represents the relative
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Supplemental Figure 2.

The dissociation curves from qRT-PCR amplification of primers designed
were obtained after 40 cycles of amplification. The reaction specificity is
observed by the presence of a single amplification peak. The occurrence
of more than one peak, on the other hand, reveals the presence of
unspecific products, and requires reaction optimization. The potentially
codified protein names are indicated above each figure. The peaks
correspond to each one of the six cDNAs from the tissues samples. A

negative control was used in each reaction (line without peak).
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CAPITULO III

O PROJETO GENOLYPTUS E OS EXPERIMENTOS DE
MICROARRAN]JOS DE DNA: CONSIDERACOES EXTRAS,
RESULTADOS E DISCUSSAO

A idéia de realizar experimentos de microarranjos de DNA, assim
como a definicao dos objetivos, projecao dos experimentos e selegcao do
material biolégico apropriado para testar as hipoteses de interesse
(diferencas de expressao génica entre tecido vascular de E. grandis e E.
globulus e entre folhas e xilemas de E. grandis) foram realizados por
membros do Projeto Genolyptus. Como descrito no Capitulo II, os ensaios
de sintese de sondas oligonucleotidicas, marcagcdao de cDNAs,
hibridizagoes, lavagens, coleta de dados e andlises preliminares foram
desenvolvidos pela empresa NimbleGen Systems Inc. Os dados brutos
foram, entdao, enviados ao grupo Genolyptus para a realizacao de anadlises
mais refinadas e, finalmente, para a selecao de genes-candidatos. Neste
Capitulo III estdo descritas, de forma mais completa e justificada, as
etapas realizadas desde a coleta de amostras bioldgicas até a selecao de
genes-candidatos, apresentando-se os respectivos resultados e discussoes
pertinentes. A descrigcdo técnica de “Materiais & Métodos” utilizados

estdao apresentados no Capitulo II.

Da coleta de amostras ao envio dos RNAs para os ensaios de
microarranjo de DNA

As amostras coletadas para os experimentos de microarranjo de
DNA estao enumeradas na Tabela 1. As extracoes de RNA foram
realizadas com o kit PureLink Plant RNA Reagent (Invitrogen) de acordo

com o protocolo “Miniprep” fornecido pelo fabricante. A andlise da
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qualidade e da dquantidade dos RNAs foi realizada por leitura em
espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260 nm e de 280 nm. Os
resultados (Tabela 2) confirmaram os baixos indices de polissacarideos,
compostos fendlicos e proteinas contaminantes, comprovados pelas
razoes das absorbancias Abs;s/Abszs superiores a 1,8 (Ausubel et al.,
1997). Na Figura 1 estd representada a comprovacao de que as amostras
de RNA encontravam-se integras e em quantidades apropriadas, como
pode ser observado pela localizagcao e intensidade das bandas referentes
aos TRNAs 28S e 18S, considerados bons indicadores da baixissima ou

ausente degradacao das amostras (Ausubel et al., 1997).

1kh Gl G2 63 G4 G55 G 1kb ladder

F i S R
AT e R h 8
el i Ve S PR S % S 0 e i alc

Figura 1. Imagem do resultado da eletroforese em gel de agarose a 1,5%
em tampao TAE 1X corado com 0,01 mg/L de brometo de etidio. Foram
aplicadas no gel amostras de 5 pL (derivados de volumes totais de 330 pL)
de RNA total extraido de folhas maduras de dois clones de E. grandis (G1 e
G2); xilemas de quatro clones de E. grandis (G3-G6). Como marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA foi utilizado o GeneRuler 1 kb DNA Ladder

(BAavrranntne)

NOME DA

AMOSTRA TECIDO CLONE
GR-XY-Al Xilema Al
GR-XY-A2 A2
GR-XY-B1 Bl
GR-XY-B2 B2

Folhas B1

GR-ML-A1 Maduras 82
GR-ML-A2 B2




Tabela 1. Identidade das amostras biolégicas coletadas para os ensaios

de microarranjos de DNA do Projeto Genolyptus.

As amostras de RNA foram enviadas para a empresa NimbleGen,
onde os microarranjos de DNA foram confeccionados. Para verificar a
qualidade das amostras de RNA, técnicos da empresa as submeteram a
andlise com o equipamento Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc.)
baseado em eletroforese capilar. O resultado esta representado na Figura
2. As multiplas bandas de RNA foliar diferentes dos rRNAs 28S e 18S
visualizadas nas canaletas 1 e 2 representam rRNAs de cloroplastos, 16S
e 23S (Patterson & Smillie, 1971; Smart et al., 1999; Tattersall et al.,
2005; Wang et al., 2005).

Amostras Absz60 Abs;so 260/280 | Concentragca | 20 pg
de RNA o (ng/uL) (uL)
G1 0.053 0.000 | ---mmo--m-- 212 94.339
G2 0.077 0.013 5.923 308 64.935
G3 0.117 0.036 3.250 468 42.735
G4 0.130 0.043 3.023 520 38.461
G5 0.211 0.081 2.604 844 23.693
G6 0.181 0.062 2.919 724 27.624

Tabela 2. Resultados das avaliagdes espectrofotométricas das amostras
de RNA total preparadas para ensaios de hibridizacao de microarranjos
de DNA.
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Do experimento de microarranjo ao processamento dos dados
brutos

As etapas subsequentes do experimento de microarranjo foram
realizadas na empresa NimbleGen. Estas incluiram: sintese de cDNAs com
marcagao com o grupo fluoréforo Cy3, hibridizagoes, lavagens, scanning,
coleta de dados e normalizagoes preliminares dos dados, conforme
metodologias da empresa.

Em relacao a arquitetura dos microarranjos, cada gene foi avaliado
por um conjunto de nove sondas, em duplicata, as quais apresentaram
distintas constantes de afinidade pelo alvo e, consequentemente,
diferentes niveis de intensidade do sinal. Para que a medida final de
intensidade representasse uma quantificacdo dos niveis de mRNA
presentes nas amostras hibridizadas, foi necessaria a transformacao dos
valores de intensidade, referentes as sondas, em um unico valor de
intensidade final (Irizarry et al., 2003). Para se chegar a esta etapa,
primeiramente os dados foram processados pela NimbleGen. Os passos de
processamento dos dados visaram eliminar o background, quantificar os
sinais de fluorescéncia, examinar a qualidade dos dados e normaliza-los

para a analise.
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Figura 2. Imagem derivada da eletroforese capilar de fracao das
amostras de RNA total de Eucalyptus enviadas a NimbleGen e executada
por técnicos daquela empresa com o equipamento Bioanalyzer (Agilent
Technologies Inc.). A ordem de amostras aplicadas foi: (L) Marcador de
tamanhos de fragmentos de DNA (origem nao informada); (1 a 6)
amostras G1 a G6, conforme legenda da Figura 1; (7-10) outras amostras
de RNA de Eucalyptus (11 e 12); controles de RNAs ribossomicos de

eucariotos (origem nao informada).

Apbés o processamento, os dados foram enviados aos nossos
laboratorios. Estes, quando recebidos, foram submetidos a nova
normalizacdao pelo método “Andlise Robusta de Multi-arranjos” (do inglés,
Robust Multi-Array Analysis ou RMA; Irizarry et al., 2003). Somente apéds
essas etapas, a identificacao dos genes candidatos e a interpretacao dos
dados puderam ser realizadas, visando o reconhecimento dos padroes de
expressao génica e a compreensao do significado biolégico de tais
padroes (Clarke & Zhu, 2006).

Das analises preliminares aos resultados finais

As andlises preliminares foram realizadas a fim de avaliar a
consisténcia dos dados dos microarranjos fornecidos pela plataforma da
NimbleGen. Para tanto, foram realizadas comparacoes entre diversos
grupos de amostras pelo Teste t (resultados nao apresentados). A
consisténcia dos dados foi comprovada em termos da baixa variagao
observada entre os blocos do mesmo slide (chip) e entre as réplicas
biolégicas, ou seja, com uma elevada reprodutibilidade. Assim, como
resultado, foi possivel validar a robustez dos microarranjos realizados

pela NimbleGen.
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As andlises dos dados ja normalizados referentes aos quatro
microarranjos de DNA especificos as folhas e xilemas dos clones 1 e 2
derivados de uma matriz de E. grandis foram realizadas pelo método
“Andlise da Significancia de Microarranjos” (do inglés, Significance
Analysis of Microarrays ou SAM; Tusher et al., 2001). O algoritmo SAM
faz parte do pacote MeV, disponibilizado pelo TIGR, e é uma alternativa ao
Teste t de Student para a busca de expressao diferencial. Este teste leva
em consideragdo o grande nimero de genes analisados e garante um nivel
de erro de 0%, diferentemente dos testes estatisticos comumente
utilizados, como o Teste t ou a “Andlise da Variancia” (ANOVA, com
porcentagens de erro de no minimo 1%). No caso da analise desse
experimento de microarranjo que incluiu um total de 21.442 seqiiéncias
Unicas, um erro de 1% poderia significar 214 genes com falsa expressao
diferencial.

O método SAM baseia-se na razao entre a mudanca na expressao
génica entre duas condigdes e o erro padrdao das medigoes. O algoritmo
SAM permite identificar genes com mudancas estatisticas significantes na
expressao por meio da realizacao de conjuntos de Testes t gene-
especificos. Genes com valores maiores do que o ponto de corte sao
considerados potencialmente significantes. A porcentagem desses genes
identificados ao acaso é a denominada “Falsa Razdo de Descobertas” (do
inglés, False Discovery Rate ou FDR) que, nestas andlises, foi de 0%.

No algoritmo SAM, os dados de cada gene sao permutados e um
valor estatistico d (d-value) é computado para ambos os dados, o original
e o permutado de cada gene. Nas analises finais, utilizamos o teste de
duas classes nao pareadas. Nesse tipo de andlise, d é analogo ao valor
estatistico t do Teste t, no qual é capturada a diferenca entre os niveis de
expressao média das condigOes experimentais, representados pela medida

da variancia dos dados. Na andlise de duas classes, genes sao
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considerados positivos se a média de expressao do grupo B for
significantemente maior que a do grupo A. Sao considerados negativos se
o inverso ocorrer (MeV Manual, 2006).

Ao final das andlises, o programa MeV gerou um grafico interativo
(Figura 1 do capitulo II) onde estao os valores observados versus os
valores esperados (baseados nos d-values). O valor de delta foi ajustado
manualmente no grafico e o mesmo representa a distancia vertical (em
unidades de grafico) da linha sélida que representa o grau de inclinagao
(quando o observado é igual ao esperado) e entre duas linhas paralelas
pontilhadas que representam a regiao dentro da qual os genes sao
considerados sem expressao diferencial significante. Saindo desta linha,
0os genes apresentam expressao diferencial significativa. Foi utilizado,
ainda, o critério de fold change que determina o nimero de vezes que um

gene é mais ou menos expresso em relacao a outro (MeV Manual, 2006).
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CL14lContigl acc=Q01187 [Pzotein EE] Tewalne=72-081
PE-XY-000&5MG-04756ETPE-XY-000-047-310-M6 2§ no hit

CL55Contigl acc=P17407 [21 KD PROTEIN PRECURSOR (1.2 PROTEIN)] [evalue=de-33]
GL-K¥-00ZE5CH-D0ESSCH_EUGL_X¥_00Z_D0E_C04 g 022f no hit

SP-TH-0025&5CH-020 86 CH-EUSP-FX-002-020 H11_.g 052# ne his
GR-TS-002££CH-024£5CH-EUGR-TE-002-024_C01__g 007 acc=P10871 [Ribulese hisphosphate carboxy
GR-TS-00265CH-048 66 CH-EUGR-TE-002-048 F0E__g 047 acc=P108SE [Ribulose bhisphosphate carboxy
CL1Contigl8? acc=PZ4007 [Ribulose hisphosphate carboxylase small chain, chloreplast precur
GR-T3-00Z54CH-04565CH-CUGR-T5-002-045_A0E__g 037# no hiv

CLZO0Contigl# no hit - -
GR-T5-00254CH-009 55 CH-LUGR-TS-002-009_C02_.g_018§ no hit

CL253Contigl acc=P11432 [Early light-induced protein, chlereplast precursor (ELIP)] [evalu
CLSContigl acc=P17588 [Catalase izosyme 1] [evalue=0.0]

CL7468Cent igl#f ne hic

CLlZContiglff ne hit

GR-ML-00155BA-02 J..:.:COQ# e hit

CL15Contigl =14 -bisphosphate aldolase, chloroplast precursor (ALDP)] [eva
CL1Contiglss acc‘Pl?:}‘lU [Plasco:ymm, chloroplast precursor] [evalue=le-47]
GR-PU-0025660-07088B10 acc=PLESES [Glycine dehydrogenase [decarboxylating], mitechondrial
CL2427Cont iglf no hit

SP-TX-0026&4CH-00865CH-EUSP-FX-002-008_G05__g 026f no hit

GR-ML-00255BA-08186C012¢ no hit

CLSE27Contiglf ne hic

PLARTACARE il 2re=PRTASE [Renmexrence-asxnriated nrafein TI0T Fevalus=Te=211
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Figura 3. Representagao grafica de 42 dos 302 genes diferencialmente
expressos entre folhas e xilema de E. grandis segundo analises dos
resultados de microarranjos de DNA. Cada linha da figura representa um
Unico gene que possui expressao variando entre baixa (verde) e alta (roxa)
em folhas (esquerda) e xilema (direita). Onde: Egr cA, Eucalyptus
grandis; rl, clone 1; r2, clone 2; L, leaf; X, xylem; b1, block 1 (slide); b2,
block 2.

Com o objetivo principal de identificar os genes mais
diferencialmente expressos entre xilema e folhas de E. grandis, foram
comparados os dados normalizados dos microarranjos hibridizados com
cDNAs derivados dos xilemas e folhas dos clones 1 e 2 de uma unica
matriz de E. grandis, denominada matriz “A”, incluindo os dois blocos de

cada slide (réplicas técnicas ou experimentais):

Grupo 1: FOLHAS Grupo 2: TECIDO
VASCULAR

Egr cArl L bl Egr cA rl X bl

Egr cArl L b2 Egr cA rl X b2

Egr cA r2 L bl Egr cA r2 X bl

Egr cA r2 L b2 Egr cA r2 X b2

Foram realizadas 70 permutacgodes Unicas entre os dois grupos e foi
utilizado um fold change de 2, ou seja, apenas genes com valor de
expressao diferencial minimo de duas vezes foram selecionados. O valor
de delta utilizado foi de 9,15. Como resultados desta analise foram obtidos
153 genes com expressao maior em folhas e 149 genes com maior
expressao em tecido vascular de E. grandis. O perfil de expressao de
todos os genes analisados estao demonstrados nas Figuras 3, 4 e 5.

Do total de aproximadamente 300 genes, com base nos maiores
valores de fold change, foram selecionados os 30 genes candidatos mais

expressos em folhas e 30 mais expressos em xilema de E. grandis e seus
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perfis de expressao foram analisados in silico. A seguir, uma busca pelos
clones de cDNA potencialmente mais completos e representativos de cada
um dos agrupamentos representados pelos 60 supostos genes foi
realizada no banco de dados de ESTs do Projeto Genolyptus. Em seguida,
a anotacao foi refeita (com a ferramenta BLASTx) submentendo as
sequéncias deduzidas de peptideos dos 60 genes candidatos contra o
banco de seqiiéncias protéicas derivadas de plantas disponiveis pelo NCBI
(dados nao apresentados). Uma segunda selecgao foi realizada baseada nas
identidades moleculares e homologias dos genes candidatos e seus
provaveis papéis no metabolismo em células vegetais. No total, 15 genes
foram selecionados (Tabela 3), seu perfil de expressao analisado in silico e
primers para qRT-PCR foram projetados, sendo seis mais expressos nas
folhas e nove no tecido vascular (dados demonstrados no Capitulo II). Por
meio dessa anadlise, foi possivel verificar o alto nivel de expressao

diferencial entre os genes selecionados.

Fold
Abreviatura Identidade (BLASTX) Chaeng
(|09m)
Proteina semelhante a metalotioneina
MT3 do tipo 3 [Carica papayal 6e-26 2,55
Glicolate-oxidase
GO [Mesembryanthemum crystallinum] 2,35
0.0
CAT Catalase [Prunus persica] 0.0 2,30
Fosforribulocinase precursora de
cloroplasto (PRK)
PRK [Mesembryanthemum crystallinum] 2,27
0.0
MYB142 Fator de transcricao MYB do tipo 2,17

MYB142 [Glycine max] 3e-25

Proteina tipo “dedo-de-zinco”
Cco CONSTANS-LIKE 16, [Arabidopsis 1,38
thaliana] 5e-26

Proteina rica em prolina hibrida do tipo

HyPRP2 2 (HyPRP2) [Gossypium hirsutum] 9e- 1,15
24
Proteina expressa [Arabidopsis
UNK1 thaliana] 5e-11 2,09
Proteina expressa [Arabidopsis
UNK2 thaliana] 3e-110 2,00
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Proteina hipotética [Nicotiana

UNK3 benthamiana] 4e-13 1,96
Descarboxilase de UDP-glicuronato do
UDP-gluc 2 tipo 2, [Nicotiana tabacum] 1e-175 1,87
Quitinase do tipo ELP [Arabidopsis
ELP thaliana] le-20 1,79
CeSA3 Celulqse-smtase tipo 3 [Eucalyptus 1,60
grandis] 0.0
Fator de transcricao MYB [Eucalyptus
MYB gunnii] 7e-150 1,49
Cafeoil-CoA-3-O-metiltransferase
CCOAMT [Linum usitatissimum] 3e-15 1,28
Tabela 3.

Lista dos genes selecionados de acordo com a andlise dos

microarranjos pelo método de SAM, com as respectivas abreviaturas. Os

valores de identidade atribuidos por BLASTx estdo representados pelos E-

values.
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Figura 4. Gréafico gerado pelo algoritmo SAM. Correspondente a
média e desvio-padrao das itensidades de sinal (em log2) dos genes nas
amostras de folhas (primeiras quatro a esquerda) e xilemas (dltimas
quatro a direita) do experimento de microarranjo. A: Genes mais
expressos no tecido vascular. B: Genes mais expressos nas folhas. C:
Todos os genes com expressao diferencial significativa (sobreposicao de A

e B). D: Genes sem expressao diferencial significativa.
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Figura 5. Grafico gerado pelo algoritmo SAM. Cada linha
representa a itensidade de sinal (em log2) de um Unico gene nas amostras
de folhas (primeiras quatro a esquerda) e xilemas (ultimas quatro a
direita) do experimento de microarranjo. A linha rosa representa a média.
A: Genes mais expressos no tecido vascular. B: Genes mais expressos nas
folhas. C: Todos os genes com expressao diferencial significativa

(sobreposicao de A e B). D: Genes sem expressao diferencial significativa.
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O pacote MeV (fornece, ainda, diversas outras ferramentas para a
andlise de dados de microarranjos de DNA. A formacao de agrupamentos
(clusters) de genes com perfis semelhantes de expressdo ¢ uma dessas
ferramentas. Métodos para a analise de clusters fornecem uma maneira
relativamente simples de organizar informacoes, pois permitem ao
usuario ver, entender e analisar os dados com maior facilidade.

O grande numero de genes e a complexidade das vias metabdlicas
aumentam em muito os desafios de compreender e interpretar os tantos
dados resultantes da andlise de microarranjos de DNA. O primeiro passo
em direcao a esse desafio € o uso de técnicas de clustering (“agrupar”), as
quais sao essenciais na identificagao de padroes interessantes dos dados.
No caso da analise do experimento de microarranjo como um todo, o
agrupamento de genes em clusters permite separar, juntamente com
genes de funcao conhecida e de interesse, muitos outros genes que
possuem um padrao de expressao semelhante e provavelmente estejam
envolvidos numa mesma rota metabodlica ou exergcam funcao semelhante.
Clusters apenas dos genes estudados por qRT-PCR foram criados neste
trabalho, como exemplificado na Figura 6. O primeiro método utilizado foi
o de “Andlise Hierarquica de Clusters” (do inglés, Hierarchical Cluster
Analysis ou HCL). Outro tipo de método utilizado para a analise dos dados
foi o da “Técnica de Busca de Clusters por Afinidade” (do inglés, Cluster
Affinity Search Technique ou CAST). Este método permitiu a geracao de 5
clusters segundo os perfis de expressao génica, conforme ilustrado na
Figura 7. O perfil de expressao de cada cluster pode ser visualizado na

Figura 8.
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Figura 6. Analise Hierarquica de Clusters (HCL) de 15 genes de E.
grandis selecionados segundo suas expressoes diferenciais em folhas e
xilema. A escala de cores na parte superior da figura demonstra a
expressao baixa (azul) a alta (amarela) para os genes analisados. Onde:
Egr cA, Eucalyptus grandis; rl, clone 1; r2, clone 2; L, leaf; X, xylem; bl,
block 1 (slide); b2, block 2.

A - Cluster 1

o

o
=
7
-

G

eA_rl L_b2
r

Eqz,

Metallothionein-like protein type 3 (MT-3)
Glycolate cxidase

Catalase

Phosphoribulokinase (PRK)

MYB transcription factor MYB142

o
Q
c
2]
t
@
~
N

=

_cA_rl L blS

2=
=
@
)
o
]

138.39%
@
a

Lb
X

_ch_r2 X

Egr.
Egr_ch_r2 ¥ bl

Egr_cA_rl LD
Egr_ch_r2 L bl
Egqr_cA_rl X bl
Egr_ch_rl XD

Egr_ch_rl

al
&
=

I finger protein

94



C - Cluster 3

0.0 108. 209 138,396
T T S R T B R
':.\ 'ql ':.\ 'ql ,q‘ ':.\ 'ql ':.\
=] = =] - * ® * =
.—4‘ r—<| r|‘ tvl ,—4‘ .—4‘ UI r|‘
H\ HI u‘ HI H\ H\ HI u‘
4 9 4 3 5 & 3 4
3 3 3 3 3 3 3 3
)-l‘ ul u‘ ul u‘ )-l‘ ul u‘
5 &5 & & B B &5 &
- - . R - R

I [ [ ] caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase

0.0 Ll08.z209 138.39¢
S a4 a4 a4 a
TG T T NG B TG
e
B T T T
oI s T T R B B
P .
3 g ] 3 ] 3 g ]
P
& & & & & & & &
- - - - -

ELP, chitinase
cellulose synthase 3
unknown protein
hypothetical protein
unknown protein

E - Cluster 5

I
o 108.209
0 =

.0 138.3%6
~ -
al o]
- = ]
4 o
o |
3

=
<
u‘

P

MYB transcription factor
HyEPRE2
putative UDP-glucuronate decarboxylase 2

Figura 7: Clusters formados pela técnica CAST e os genes
participantes de cada cluster. A-E: Cluster 1: MT3, GO, CAT, PRK e
MYB142; Cluster 2: CO; Cluster 3: CCOAMT; Cluster 4: ELP, CeSA3,
UNK1, UNK2 e UNKS3; Cluster 5: MYB, UDP-gluc 2 e HyPRP2
(abreviacoes de acordo com Tabela 2 do Capitulo II). Onde: Egr cA,

Eucalyptus grandis; rl, clone 1; r2, clone 2; L, leaf; X, xylem; b1, block 1
(slide); b2, block 2.

95



Figura 8: Clusters formados pela técnica CAST e o perfil de expressao
dos genes de cada cluster. Valores de expressao em escala log,. O nome
do cluster esta indicado no canto inferior esquerdo de cada quadro. A-E:
Cluster 1: MT3, GO, CAT, PRK e MYB142; Cluster 2: CO; Cluster 3:
CCOAMT; Cluster 4: ELP, CeSA3, UNK1, UNK2 e UNKS3; Cluster 5:
MYB, UDP-gluc 2 e HyPRP2 (abreviacoes de acordo com Tabela 2 do
Capitulo II).

Estratégias genémicas baseadas em microarranjos e outras técnicas

de larga-escala estao tornando-se cada vez mais importantes na biologia e

quimica. Como resultado, é necessario desenvolver taticas para
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“enxergar” a informacao contida em um enorme numero de tabelas de
medidas quantitativas produzidas por este tipo de técnica. Uma premissa
béasica na organizacao de dados de expressao génica é agrupar genes com
padroes muito similares de expressao (Eisen et al., 1998). Seria esperado
que os genes agrupados num mesmo cluster exercessem a mesma funcao
biolégica ou que estivessem sob o controle dos mesmos fatores de
transcricdo. E importante ressaltar que o uso de técnicas de validacédo das
andlises de clusters é necessario para que as mesmas sejam confidveis
(Handl et al., 2005).

Como resultado da andlise pela técnica CAST, pode-se ver a visivel
separacao de grupos de genes com padroes de expressao semelhantes. O
cluster 1 engloba os genes mais diferencialmente expressos nas folhas de
E. grandis (MT3, GO, CAT, PRK e MYB142), que possuem uma expressao
diferencial média de 2,3 (Fold change em escala logio). O cluster 2 é
composto somente pelo gene CO, que apresenta menor grau de expressao
diferencial nas folhas (1,4). Os clusters 3, 4 e 5 englobam somente genes
diferencialmente expressos nos tecidos vasculares. Enquanto o cluster 3
abriga o gene CCOAMT, que é o menos diferencialmente expresso, o
cluster 4 agrupa genes com a maior expressao diferencial no xilema (ELP,
CeSA3, UNK1, UNK2 e UNK3), com média de fold change de 1,7. J& no
cluster 5, estao genes com uma variagao um pouco menor de expressao
entre folhas e xilema. Sao estes: MYB, UDP-gluc 2 e HyPRP2, com média
de fold change de 1,5.

A técnica de andlise de cluster, como pode ser visto neste caso,
mostrou-se confiavel. No caso do uso deste tipo de técnica para andlise
global de experimentos de microarranjo, é de extrema importancia que os
resultados obtidos possam e sejam validados assim como o sao os
resultados das andlises de expressdao génica do experimento de

microarranjo.
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Selecionar uma grande quantidade de genes potencialmente
interessantes a partir de experimentos de microarranjos de DNA e
confirmar os candidatos por analise de RT-PCR quantitativo em tempo real
¢ uma estratégia amplamente utilizada. Existem diversos trabalhos
demonstrando a correlacao entre experimentos de microarranjos e analise
de qRT-PCR. Enquanto numerosos estudos obtiveram resultados similares
por RT-PCR quantitativo em tempo real e experimentos de microarranjos,
com uma correlacao linear de até cinco ordens de magnitude, muitos
outros artigos relataram que a variagao, em numero de vezes, medida
pelo gqRT-PCR foi geralmente menor (em até 10 vezes) do que a variagao
medida quando se utilizam experimentos de microarranjos, nos quais
podem ocorrer hibridizacdao cruzada para genes muito semelhantes,
porém distintos (revisado em Gachon et al., 2004). Em 2003, Wang et al.
demonstraram que dados gerados por PCR em tempo real poderiam
apresentar valores em escala maior do que os dados gerados por
microarranjos, porém conservando ainda uma boa correlagdo entre as
duas técnicas. Dados obtidos a partir do trabalho de Dallas et al. (2005)
indicam que as correlagoes entre qRT-PCR e experimentos de
microarranjos sao geralmente fortes, um resultado um tanto encorajador
para pesquisadores com acesso a pouca quantidade ou raro acesso a
amostras. Nesse trabalho, é enfatizada a importancia de garantir que a
reagcao de PCR e o experimento de microarranjo reconhecam o mesmo
transcrito. Em todos os casos, RT-PCR em tempo real é considerada a
técnica mais confidvel e discrepancias podem freqiientemente ser
consideradas como resultado dos métodos de normalizacao e subtracao de
backgrounds utilizados na analise de microarranjos. Como resultado,
andlises de gRT-PCR estdao sendo utilizadas como referéncia para
comparar diferentes métodos de andlises de experimentos de

microarranjos (Puthoff et al., 2003).
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CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, foi realizada a analise de experimentos de
microarranjos de DNA com o objetivo de encontrar genes
diferencialmente expressos entre folhas e xilema de E. grandis, assim
como escolher genes para futuros caracterizagao e estudo. Por se tratar
de uma tecnologia nova e nunca antes utilizada no Centro de
Biotecnologia da UFRGS, a andlise dos microarranjos requisitou o
estabelecimento de técnicas de bioinformatica e estatistica. Apds a
primeira etapa de andlise e validagao de resultados, os dados gerados
estao sendo de extrema utilidade para o projeto Genolyptus como um
todo, fornecendo bases cientificas que deverao ser testadas
experimentalmente, dando origem a outros projetos em muitos dos
laboratodrios participantes. Tais projetos incluem a super-expressao e a
inibicao (RNAi) dos genes diferencialmente expressos em plantas de A.
thaliana, Nicotiana tabacum e um modelo experimental de Eucalyptus sp.
em desenvolvimento, assim como estudos de fatores de transcrigao
diferencialmente expressos em xilemas de E. grandis e E. globulus. A
partir dos resultados gerados apds esta primeira etapa, novos
experimentos de microarranjos para individuos selecionados serao
realizados com a finalidade de fornecer informacao em abundéancia sobre
0s principais processos envolvidos na génese da madeira de Eucalyptus.
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