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RESUMO

ESTEVES, Marcia Helena Santos, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2023.
Marcadores moleculares para disturbio fisiologico em eucalipto. Orientadora: Elizabeth
Pacheco Batista Fontes. Coorientador: Pedro Augusto Braga dos Reis.

O disturbio fisiologico em Eucaliptus grandis, se apresenta como uma sindrome abiética que
afeta diretamente a qualidade da madeira, interferindo de forma significativa na economia
brasileira, uma vez que o pais é o principal produtor de madeira e celulose. Os principais
sintomas relatados para esse disturbio sdo a perda da dominancia apical, seca do ponteiro,
necrose do tronco principal e amarelecimento das folhas, sendo que alguns desses sintomas séo
também resultantes de outros estresses abidticos, como seca e estresse nutricional.
Consequentemente, investigar a expressao diferencial de genes que respondem ao distarbio
fisiologico e desenvolver marcadores moleculares constituem ferramentas em potencial para
melhor entendimento do distarbio, gerando subsidios para o diagndstico molecular, ainda na
fase de muda. Para definir marcadores moleculares associados ao disturbio fisiolégico em
eucalipto e analisar a presenca de SNPs, 0 DNA dos caules de clones resistentes (1572, 1644,
1407 e 1404) e suscetiveis (520, 1296, 5204, 2361 e 5341) foi extraido e foram amplificados
fragmentos sobrepostos de promotores dos genes selecionados (KASIII, KCSI, TIL1, MSH2,
RPT2 e Galactose Oxidase), cuja expressao é indicativo do estado de disturbio fisioldgico. O
sequenciamento de aproximadamente 2000 pb de regides 5° flanqueadoras dos respectivos
genes permitiu o alinhamento dos promotores sequenciados, possibilitando a identificacdo de
polimorfismos (SNPs e Indels) nos diferentes gendtipos, devido a variagdo natural. Entre os
diversos SNPs e Indels identificadas, apenas dois SNPs nas posi¢oes -1366 e -1373,-1374 no
promotor do gene RPT2 puderam ser associados ao carater resisténcia e susceptibilidade.
Experimentos estdo em progresso para avaliar a capacidade de marcacdo genética desses SNPs
com relagéo ao distarbio fisiologico. Também foi identificado o transcriptoma induzido pelo
distarbio em folhas de eucalipto, sendo extraido RNA total de clones 520 sintomaticos, 520
assintomatico e 1404 resistente. A qualidade do RNA extraido foi avaliada pelo Bioanalyser e
submetido ao RNA-seq, pelo método Illummina. O contraste 520-SS vs 520-AS revelou uma
predominancia de genes regulados positivamente pelo disturbio fisiologico relacionados com
estresse abidtico. Consistente com 0s resultados previamente obtidos para o transcriptoma
induzido pelo distarbio fisiologico em caules de clones suscetiveis, a sindrome do distdrbio
fisiologico em folhas promoveu a repressdo de genes relacionados com a sintese de &cidos

graxos de cadeia longa, que sao essenciais para protecéo e desenvolvimentos das plantas. Estes



resultados confirmam que os genes relacionados com o metabolismo de acidos graxos podem
ser utilizados como marcadores do distdrbio fisioldgico. A analise dos genes diferencialmente
regulados pelo contraste 1404-R vs 520-AS confirmou a repressdo de genes do sistema imune
da planta no clone resistente 1404, submetido as mesmas condic¢des indutoras do disturbio do
clone suscetivel 520. Esses ultimos resultados corroboram o argumento de que os estimulos
bidticos ndo sdo o gatilho do distarbio fisiologico, sendo hd muito tempo erroneamente

considerado.

Palavras-chave: Distlrbio fisioldgico. Eucalipto. Marcador molecular. RNA-seq



ABSTRACT

ESTEVES, Marcia Helena Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2023.
Molecular markers for physiological disturbance in eucalyptus. Adviser: Elizabeth Pacheco
Batista Fontes. Co-adviser: Pedro Augusto Braga dos Reis.

The physiological disorder in Eucaliptus grandis, presents itself as an abiotic syndrome that
directly affects the quality of the wood, interfering significantly in the Brazilian economy, since
the country is the leading producer of wood and cellulose. The main symptoms reported for this
disorder are the loss of apical dominance, point wilting, necrosis of the main trunk and
yellowing of the leaves. Some of these symptoms also result from other abiotic stresses, such
as drought and nutritional stress. Consequently, investigating differential expression of genes
that respond to the physiological disorder and developing molecular markers are potential tools
to better understanding the disorder, generating subsidies for molecular and more accurate
diagnosis, still at the molting stage. To define molecular markers associated with the
physiological disorder in eucalyptus and analyze the presence of SNPs, DNA from the stems of
resistant clones (1572, 1644, 1407, and 1404) and susceptible clones (520, 1296, 5204, 2361,
and 5341) was extracted. Overlapping fragments of the selected gene promoters (KASIII, KCSI,
TIL1, MSH2, RPT2, and Galactose Oxidase), whose expression is indicative of the state of
physiological disturbance, were amplified. The sequencing of approximately 2000-bp 5'
flanking regions of the respective genes allowed the alignment of the sequenced promoters and
the identification of polymorphisms (SNPs and Indels) in the different genotypes due to natural
variation. Among the various SNPs and Indels identified, only two SNPs at positions -1366 and
-1373, -1374 in the RPT2 gene promoter could be associated with resistance and susceptibility
traits. Experiments are in progress to assess the genetic marker capacity of these SNPs
concerning a physiological disturbance. The disturbance-induced transcriptome in eucalyptus
leaves was also identified. For this, total RNA was extracted from symptomatic 520,
asymptomatic 520, and 1404 resistant leaves. The RNA quality was evaluated by the
Bioanalyser and submitted to RNA-seq by the Illummina method. The contrast 520-SS vs 520-
AS revealed a predominance of abiotic-related genes upregulated by the physiological
disturbance. Consistent with the results of a previously identified transcriptome induced by the
physiological disturbance in stems of the susceptible 520 clone, the state of physiological
disturbance in leaves promoted the repression of genes related to the synthesis of long-chain
fatty acids, which are essential for protection and development of plants. These results confirm

the disorder marker nature of genes related to fatty acid metabolism. The analysis of the genes



differentially regulated by the contrast 1404-R vs 520-AS confirmed repression of genes of the
plant's immune system in the resistant clone 1404, submitted to the same disorder-inducing
conditions as the 520 susceptible clone. These latter results substantiate the argument that biotic
stimuli are not the trigger of the physiological disorder, which has been long mistakenly
considered.

Keywords: Physiological disorder. Eucalyptus. Molecular marker. RNA-seq
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1. INTRODUCAO

Eucaliptus grandis pertence a familia das Myrtaceae, sendo uma das espécies mais
cultivadas no Brasil, pois tem grande importancia econdémica para a producdo de celulose e
madeira. Alguns fatores abidticos como temperatura, condi¢éo hidrica, composic¢ao atmosférica
e solo podem interferir no crescimento, desenvolvimento e qualidade dos eucaliptos cultivados,
gerando prejuizos para empresas que fazem cultivo de grandes plantacdes de eucalipto
(CAMARA et al., 2018). Atualmente, a ocorréncia do disturbio fisiolégico em eucaliptos em
regides litoraneas do estado do Espirito Santo e Bahia tem sido preocupante (SANTQOS, 2021).

O disturbio fisioloégico em Eucaliptus grandis (DFE) € considerado uma doenca que
interfere na qualidade e produtividade da madeira. Esta anomalia tem sido descrita como um
estado fisiologico de estresse que resulta em um conjunto de sintomas como a perda de turgor,
perda da dominéncia apical, seca do ponteiro, encarquilhamento e amarelecimento das folhas,
necrose do tronco principal, brotamento de galhos perpendicularmente ao tronco principal
levando a perda da dominancia apical e comprometimento do crescimento, podendo ocasionar
a morte de genotipos mais susceptiveis (SANTOS, 2021).

N&o se sabe ao certo o0 que desencadeia o0 aparecimento do disturbio fisiologico, mas, é
sugerido como hipotese para o0 aparecimento a interacdo de fatores ambientais adversos, como
por exemplo, a influéncia do clima, condicdo hidrica, temperatura e salinidade dos solos de
cultivo. Estes fatores abi6ticos podem desencadear o aparecimento de sintomas do disturbio
fisioldégico em plantas suscetiveis, devido a modificacBes no metabolismo celular e expressao
génica (RODRIGUES, 2022). A realizacao do transcriptoma induzido pelo disturbio fisiologico
em troncos assintomaticos descartou a possibilidade de estresses bi6ticos como indutores do
estado de disturbio fisiolégico (MARTINS, 2020).

Investigar genes diferencialmente expressos em clones de eucaliptos no estado de
disturbio fisiolégico constitui uma alternativa para elucidacdo das bases moleculares que
fundamentam o estabelecimento do estado de disturbio fisiologico, pela analise das diferencas
na expressdo de genes em eucaliptos sintomaticos, assintomaticos e resistentes. Tal
investigacdo € possivel por meio da identificacdo do transcriptoma induzido pelo estado de
disturbio fisiologico que é baseado na tecnologia de sequenciamento de nova geracdo como
RNA-seq. A anélise bioinformatica dos resultados do RNA-seq fornece informacdes precisas

sobre a natureza dos transcritos expressos diferencialmente, possibilitando a informacéo sobre
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0 conjunto de genes regulados negativamente e positivamente (LUO; WANG; MA, 2021).

Além disso, comparaces entre as sequencias de DNA dos clones de eucalipto
sucessivel e resistentes podem contribuir para um melhor entendimento da doenca. A presenca
de marcadores moleculares do tipo SNPs (single nucleotide polimorphism), podem justificar a
suscetibilidade ou resisténcia de clones de eucalipto frente ao distdrbio fisiol6gico. Os SNPs
s&o polimorfismos oriundos de alteragdes de uma Unica base no genoma e que séo encontrados
em regides expressas e ndo expressas no genoma. Além disso, a identificacdo da presenca de
SNPs pode ser utilizada como uma forma de diagnostico do distarbio fisiologico, por meio do
desenho de oligonucleotideos (primers) que sejam capazes de amplificar a regido de interesse
(ZOLET, 2017).

Portanto é importante definir os marcadores moleculares associados ao estado da
sindrome do distarbio fisiolégico em eucalipto, uma vez que ja foi identificado previamente um
conjunto de genes que sdo especificamente reprimidos no estabelecimento da sindrome. Além
disso, é valido analisar a sequéncia dos promotores de genes marcadores do distdrbio fisiol6gico
em eucalipto, na tentativa de mapear SNPs associado ao distdrbio fisiolégico em clones
suscetiveis. Adicionalmente, identificar o transcriptoma induzido pelo distarbio em folhas a fim
de comparé-lo com aquele identificado em caules, com expectativa desses resultados permitir
a identificacdo de genes diferencialmente expressos comumente associados ao estabelecimento
do disturbio fisioldgico tanto em caules quanto em folhas.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Eucalyptus grandis

Eucaliptus grandis, originario da Austrdlia, Tasmania e outras ilhas da Oceania,
apresenta cerca de 700 espécies reconhecidas na botanica, sendo somente utilizadas 20 espécies
com fins comerciais. E pertencente & familia Myrtaceae, e ao sub-género Symphyomyrtus, se
caracterizando por apresentar diversos hibridos naturais, com caracteristica de arvores de
grande porte e até mesmo arbustos. Sua descoberta é datada em 1788 por ingleses na Australia
(VALE et al., 2014).

Dentre as espécies utilizadas, o Eucalyptus grandis, Eucalyptus saligna, Eucalyptus
urophylla, Eucalyptus viminalis e Eucalyptus dunnii sdo as mais utilizadas. Em relagdo a sua

genbmica, o eucalipto € diploide e possui 22 cromossomos e apresenta cerca de 600 a 700



12

milhdes de pares bases, com um alto valor percentual de pares de GC com 57% da constitui¢cdo
genémica (YAN, 2019). Através do consorcio EUCAGEN foi possivel concluir o
sequenciamento completo do genoma do clone de Eucalyptus grandis, gerando 5,4 gigapares
de bases obtidos por meio de bibliotecas de plasmideos e fosmideos (GOIS, 2021).

A introducéo do plantio de Eucalipto no Brasil ocorreu em meados do ano de 1868 no
estado do Rio Grande do Sul por Joaquim Francisco de Assis Brasil. A partir da introducdo de
seu cultivo, as plantacdes de eucalipto aumentaram consideravelmente no Brasil devido ao seu
uso como fonte de biomassa para combustivel e como matéria-prima para fabricacéo de celulose
e papel (SANTAROSA; PENTEADO JUNIOR; GOULART, 2014). O aumento do plantio de
eucaliptos foi em decorréncia de seu rapido crescimento, capacidade de adaptacdo as regiGes
de plantio e seu potencial econdmico. Segundo estimativa, o Brasil no ano de 2019 apresentava
cerca de 9,0 milhdes de hectares de plantio florestal, desse total estimado, 7,83 milhdes de
hectares correspondem a plantagdo de eucalipto (IBA, 2020).

Em relagéo aos 7,83 milhdes de hectares de cultivo de eucalipto no Brasil, esses estéo
distribuidas em diversos estados, mas é citado principalmente os estados de Minas Gerais com
cerca de 24%, Séo Paulo com 17%, Mato Grosso do Sul com 16%. Além disso, o Brasil é
conhecido como o maior exportador de celulose, exportando principalmente para China com
cerca de 30% das exportacdes e Europa com 25% (IBA, 2020).

O eucalipto € capaz de fornecer diversos subprodutos através da utilizacdo de suas
folhas, madeira, cascas, flores, resinas e galhos. E possivel obter do eucalipto 6leos essenciais
utilizados na inddstria farmacéutica e em produtos de limpeza, além da sua importante
utilizacdo nos setores de papel e celulose, obtencéo de energia por meio do carvéo vegetal e
producdo de produtos sélidos da madeira, como a madeira macica e industrializada
(RODRIGUES, 2020). E frequentemente cultivado em regides tropicais e subtropicais que
apresentam latitude de cerca de 40 N e 45 S, além de uma altitude de aproximadamente 100
metros e com caracteristica de solo com a salinidade de 2 a 3% (GOIS, 2021).

Como ja& mencionado, o cultivo de eucalipto proporciona diversos subprodutos;
entretanto, esse género sofre condi¢bes ambientais adversas que sdo capazes de delimitar seu
desenvolvimento, produtividade e crescimento. E citado como fatores abidticos que podem
desencadear essas reacOes adversas, a incidéncia de luz e intensidade de luz ultravioleta, além
da temperatura e condicdo hidrica, salinidade e exposic¢do a metais pesados. Entretanto, ndo sdo
todos os gendtipos que sofrem com essas adversidades, devido principalmente a resisténcia e
tolerancia exibidas por alguns genétipos (RODRIGUES, 2022). Como exemplo é possivel citar
os clones 1572, 1644, 1407 e 1404 resistentes e os clones 2361, 5204, 520 e 5341 suscetiveis
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ao distarbio fisioldgico em eucalipto cultivados no estado da Bahia pela empresa Bracell.

A condi¢do hidrica pode limitar de forma significativa a producdo de eucalipto. O
estresse hidrico, ou seja, quando ha baixa disponibilidade de dgua, pode influenciar diretamente
no crescimento e desenvolvimento de eucaliptos uma vez que, afeta a fotossintese, respiracao,
metabolismo de carboidratos e na absor¢do de ions (FERNANDES, 2021). Além disso, 0
aumento da temperatura pode gerar estresses fisiologicos devido a um aumento da
fotorrespiracdo e do déficit de pressdo de vapor, fatores que contribuem para um aumento
evapotranspiracdo, fazendo que a planta perca agua para atmosfera com taxas elevadas
(FLORENCIO, 2021).

E verificado que a interag&o entre o ambiente e genoma pode desencadear a ocorréncia
de doenca abidtica, como o distarbio fisiologico, que pode interferir no metabolismo celular e
consequentemente afetar a expresséo génica da planta, gerando modificacdes nas caracteristicas
fenotipicas. A ocorréncia do distarbio fisioldégico gera grandes prejuizos em relacdo a
produtividade e, portanto, tem impacto direto na economia. Por isso, é importante esclarecer
melhor a interferéncia que o distarbio fisioldgico pode gerar em relacdo a morfologia, fisiologia
e genética molecular do eucalipto (SANTQOS, 2021).

2.2 Disturbio fisiol6gico em eucalipto

O distarbio fisiologico é descrito como uma alteracdo de origem ndo patogénica, que
pode ocorrer pela influéncia de fatores ambientais, nutricionais, temperatura e composicao
atmosférica, e promove alteracdes no metabolismo normal de um vegetal ou em seus tecidos.
A primeira identificacdo de disturbio fisioldgico em eucalipto foi verificada no ano de 2008 em
regides do Espirito Santo e no extremo sul da Bahia, por técnicos da empresa brasileira Suzano
SA, do setor de celulose (RODRIGUES, 2022).

Os sintomas observados no disturbio fisiologico séo a perda da dominancia apical,
reducdo do crescimento, perda de turgor, seca do ponteiro, necrose do tronco principal e
formacdo de cascas necroticas no tronco, além de bifurcacdo da copa, aumento da brotacdo
lateral, ercarquilnamento e amarelecimento das folhas. A ocorréncia desse disturbio ja afetou
diferentes estados no Brasil, embora tenha sido observado em maior prevaléncia nas regioes
litoraneas no estado do Espirito Santo e Bahia (SILVA et al., 2010).

Segundo levantamento, os primeiros indicios do disturbio fisioldgico foram relatados
no ano de 2000, no estado do Espirito Santo e Bahia. Os sintomas observados foram

principalmente a presenca de bifurcacdo do tronco principal, seca das folhas e ponteiro, além
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da necrose no tronco principal, sintomas esses que podem levar a morte de plantas em genoétipos
mais suscetiveis (MAFIA, 2017).

Ainda ndo se sabe ao certo o que desencadeia o disturbio fisioldgico, mas estima-se que
fatores abidticos, como regido de plantio e clima, estdo diretamente relacionados. Dessa forma,
as plantacdes suscetiveis a essa desordem estdo frequentemente ameacadas pelas mudangas
extremas no clima, seca prolongada ou excesso de chuvas, além de mudancas abruptas de
temperatura. Os fatores citados, quando associados aos tipos de solo do plantio de eucalipto,
podem contribuir fortemente para ocorréncia do disturbio fisiologico (CAMARA et al., 2018).

Devido a sintomatologia apresentada, é provavel que ocorra uma ativacdo de forma
descontrolada das vias de sinalizagdo da morte celular, acarretando em necrose e senescéncia
desencadeada por fatores climaticos. A morte celular programada (PCD) pode ser definida
como uma via de sinalizacdo presente em plantas, sendo ativada por estimulos endégenos como
0s sinais de desenvolvimento e exdgenos como o estresse. A PCD é muito importante em
plantas pois ¢ um mecanismo de defesa em relagdo aos estresses biodticos e abidticos (WANG,
2021).

Além disso, as plantas em geral, como o eucalipto, quando submetidas a situacdes
adversas em relacdo a temperatura, estado hidrico e luminosidade por exemplo, promovem uma
reprogramacao da expressdo génica, gerando um conjunto de transcritos diferencialmente
expressos em resposta aos estresses. O transcriptoma induzido pelos estresses fornecem
informacBes importantes com relacdo ao conjunto de transcritos acumulados o que reflete a
expressao diferencial dos genes regulados pelos estresses (SANTOS, 2021). Por meio da
identificacdo do transcriptoma induzido pelo disturbio fisiolégico em eucaliptos é possivel
delimitar genes diferencialmente expressos que podem ser utilizados como marcadores do
estado de disturbio fisioldgico.

Além disso, analisar a sequéncia do DNA e realizar comparagdes entre genotipos
diferentes como por exemplo, entre clones de eucaliptos resistentes e suscetiveis, e associar as
possiveis muta¢Ges pontuais (SNPs) aos gendtipos suscetiveis ao disturbio fisiolégico constitui
uma ferramenta para desenvolvimento de marcadores moleculares baseados em DNA. Estes
marcadores moleculares podem ser utilizados como método de diagndstico atraves das
tecnologias de amplificacdo do DNA como a reacdo de cadeia polimerase (PCR) capaz de
distinguir presenca de SNPs em genotipos distintos.

2.3 Marcadores Moleculares

Os marcadores moleculares podem ser definidos como sequencias DNA, RNA ou
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proteinas, que podem ser identificados e utilizados na diferenciacdo de um ou mais individuos.
Os marcadores moleculares podem ser identificados por técnicas diferentes, sendo que cada
técnica se baseia em uma estratégia especifica para detectar o polimorfismo, se diferenciando
com relacdo a disponibilidade no genoma, niveis de polimorfismo encontrados, especificidade
de locus, reprodutibilidade e custo (ZOLET, 2017).

Com relacdo a metodologia usada para identificacdo dos marcadores moleculares, é
possivel citar a metodologia por hibridizacdo e os obtidos por reacdo de cadeia polimerase
(PCR). A técnica utilizando PCR é uma das mais utilizadas pois tem a capacidade de amplificar
grande quantidade de uma determinada sequéncia do DNA, sem requerer a clonagem dos
fragmentos amplificados, partindo apenas de pequenas amostras da sequéncia alvo
(OLIVEIRA, 2021).

E possivel citar como metodologia de identificacio de marcador molecular baseado em
PCR o AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism), que consiste na amplificacdo de
fragmentos de restricdo produzidos por enzimas de restricdo especifica que sdo ligados a
adaptadores oligonucleotidicos. Além disso, a utilizacdo de sequenciamento de nova geragédo
(Next Generation Sequencing - NGS), também tem sido muito utilizada, pois possibilita uma
melhor identificacdo e analise de marcadores moleculares, devido a determinacéo rapida e de
forma e eficiente da sequéncia de DNA e RNA de um organismo. Podemos citar como exemplo
de plataforma de sequenciamento de nova geracdo a Illumina Hiseq, que realizam um
sequenciamento com alta velocidade e geracao de grande volume de dados (FILHO, 2019). Tal
metodologia é capaz de realizar a identificacdo de polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNPs)
(ZIMMERMAN et al., 2020).

Os SNPs que sdo definidos como uma variacdo genética que ocorre em uma Unica
posicdo nucleotidica em uma sequéncia de DNA (FADASON, 2021). Esse tipo de
polimorfismo representa uma variagdo genética que apresenta maior ocorréncia no genoma de
eucariotos, estando presentes em regides codificadoras como 0s éxons e regifes nédo
codificadoras como os introns e regifes interagéncias. Os mesmos surgem a partir de mutacées
pontuais no DNA, como em transi¢des quando ocorre trocas de bases purinicas (adenina e
guanina) e pirimidinicas (citosina e timina) ou em transversdes quando ocorre troca entre bases
purinicas por pirimidinicas (WOLD et al., 2021).

E possivel verificar uma maior presenca de SNPs nas regides nio codificadoras, sendo
esses denominados de SNPs ndo codificantes (ncSNPs). Em contrapartida, ha uma menor
presenca de SNPs nas regides codificadoras como nos éxons, sendo esses denominados SNPs

codificadores (cSNPs). A presenca de um SNP em um éxon de um gene pode acarretar



16

problemas em relacdo a funcdo da proteina codificada, sendo, portanto, denominado SNP
candidato, uma vez que pode estar associado a alguma carateristica fenotipica (NOGALES;
DEDIEGO, 2019).

O uso dos SNPs como marcadores genéticos para realizar analises € muito vantajoso
pois apresenta maior potencial para realizar varreduras no DNA realizando a deteccdo de
regides neutras ou adaptativas. Além disso, apresenta a vantagem do alto rendimento e custo
moderado, podendo ser realizado em grande escala, gerando um custo-beneficio maior quando

comparado com demais marcadores moleculares (ZIMMERMAN et al., 2020).

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta do material vegetal

Para a realizagdo dos testes, foram utilizados nove clones de eucaliptos assintomaticos,
sendo quatro clones assintomaticos com gendtipo resistente 1572, 1644, 1407 e 1404 e cinco
clones assintomaticos suscetiveis para o distdrbio fisioldgico 5341, 2361, 520, 1296 e 5204. Foi
utilizado também, folhas dos clones de eucalipto 520 suscetiveis com sintomas, 520 suscetiveis
sem sintomas e 1404 suscetivel resistente. A coleta dos clones foi realizada por técnicos
especializados na area de plantacdo de eucalipto da BRACELL, empresa localizada na Bahia-
Alagoinhas. Durante o processo de obtencdo das amostras, foram coletadas trés repeticdes
bioldgicas das quais apresentam um estagio de desenvolvimento entre 6 a 12 meses que estavam
sob mesma condicdo climatica e area de cultivo.

Apos a realizacdo da coleta das amostras, as mesmas foram congeladas imediatamente
no campo com nitrogénio liquido e em seguida, congeladas com gelo seco e posteriormente,
enviadas para o Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas/Bioagro/UFV localizado na
cidade de Vigosa-MG.

3.2 Extracio de DNA e RNA das amostras de eucalipto

A extracdo do DNA das amostras dos caules de eucalipto assintomaticos 1572, 1407,
1407, 1644, 520, 1296, 5204, 2361, 5341 foi realizada utilizando o protocolo CTAB 2%
(CHANG, et al. 1993). Inicialmente, foi coletado com auxilio de lamina estéril e adicionado em
eppendorf, 100 mg de amostra dos caules que se encontravam sob refrigeracdo no -80 C As

amostras adicionadas no eppendorf foram maceradas em equipamento Tissuelyser e adicionado
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1 ml de Tamp&o CTAB 2% pré-aquecido por 10 min a65C.

Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 65 C por 25 minutos.
Posteriormente, foram centrifugadas a 12000 x g por 30 s em temperatura ambiente, e 0
sobrenadante formado transferido para novo eppendorf e adicionado um volume de cloroférmio
correspondente a 80% do sobrenadante obtido. As amostras foram centrifugadas por 15 min a
13000 x g, a4'C. Apos centrifugacéo, o sobrenadante obtido foi transferido para novo eppendorf
e adicionado um volume 1:1 de isopropanol gelado e deixado em gelo por 10 min para a
precipitacdo do DNA.

As amostras foram centrifugadas a 15000 x g, por 15 min a 4 C e o sobrenadante
descartado. Em seguida, o pellet formado foi lavado com 1 ml de etanol 75% gelado e realizada
centrifugacdo por 5 min a 4 ° C, 12.000 x g. O liquido residual foi descartado e os pellets
secados em temperatura ambiente. Ap6s secagem completa, os pellets de DNA foram
ressuspensas em 20 ul de agua Mili-Q autoclavada e armazenados em freezer a -20 C.

Para extracdo de RNA das folhas de eucalipto dos clones 520 assintomaticos, 520
sintomaticos e 1404 resistentes, foi utilizado 0 método de extracdo PureLink plant RNA, de
acordo com as recomendacg6es do fabricante (Invitrogen). Primeiramente, 50 mg de amostra
congelada em nitrogénio foi macerada em Tissulyser com auxilios de esferas metélicas e
adicionado 500 ul do reagente Plant RNA PureLink. As amostras foram homogeneizadas em
vortex e deixadas em posicao horizontal por 5 min. Em seguida, foram centrifugadas a 12000
X g a4 C e o sobrenadante transferido para novo tubo eppendorf. Ao sobrenadante obtido, foi
adicionado 100 ul de NaCl 5 M e 300 ul de cloroférmio, que foi homogeneizado em vértex.
Posteriormente, as amostras foram centrifugadas por 10 min a 12000 x a 4 C e o sobrenadante
obtido transferido para novo tubo eppendorf no qual foi adicionado um volume 1:1 de
isopropanol gelado. Em seguida, as amostras foram incubadas em gelo por 10 min para
precipitacdo do RNA e centrifugadas a 14000 x g a 4 C. O sobrenadante foi descartado e 0s
pellets lavados com 1000 ul de etanol 75% gelado. Os pellets secaram em temperatura ambiente
e foram ressuspensos em 20 ul de &gua DEPC e armazenados a -80 c até envio ao

seguenciamento.

3.3 Verificagdo e preparo das amostras para sequenciamento do DNA dos caules de

eucalipto

Apos extracdo de DNA das amostras dos clones de eucalipto assintomaticos suscetiveis
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e resistentes, a integridade e qualidade do DNA foi verificada por meio de eletroforese em gel
de agarose 1% e, posteriormente, quantificado no espectrofotometro, e selecionados pelos
valores de relagdo OD 280/260 superiores a 1,8. Em seguida, foi adicionado 1 puL de RNase
para degradacdo de RNA, e a eficiéncia do processo visualizado por eletroforese em gel de
agarose 1%.

Ap0s obtengdo das amostras, fragmentos de promotores de genes selecionados foram
amplificados por PCR, sendo estes genes envolvidos na sintese de acidos graxos (KASIII,
KCSI), genes envolvidos no reparo do DNA (TIL1, MSH2) e genes envolvidos em resposta a
estimulos abidticos (Galactose Oxidase e RPT2). Foram utilizados os seguintes
oligonucleotideos conforme a Tabela 1.

A reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 25 pl, utilizando o tamp&o 10X
High Fidelity PCR Buffer, MgSO4 50 mM dNTP 10mM, primer forward e reverse 10mM,
Platinum Tag DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), agua e DNA. As condi¢fes da
reacdo foram estabelecidas com o seguinte ciclo: 94 C por 30 segundos e 40 ciclos de
desnaturacdo a 94 C por 15 segundos. O anelamento foi realizado por 30 segundos com
temperatura conforme TM (Melting Temperature) dos oligonucleotideos e extensdo por 1
minuto a 68 C. Foi adicionada uma etapa a 4 ‘C por tempo infinito para maior conservacéo da

amostra.



Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para PCR
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Primer Eucalipto Descricéo Sequéncia 5°—3°
Kas I1l_Fwd Eucgr.E00458  3-Oxoacyl-[acyl-carrier- CAA GAC TTACTT CAT ATT AGT GCATG
Kas I11_688Rvs protein (ACP)] synthase 111 CAG ACATGT CAAGCAACCAC
Kas I11_501Fwd ATT CGATGA CCC CAT TTAGCG
Kas I11_1386Rvs CGG ATA TCT CCA ACC ATC GCG
Kas I11_1192Fwd ATG AGT CTA AGT TTG ACC CAT CTC
Kas I11_1996Rvs AAATCACTT GGA GCC TCC CTC
Kaslll_1110Fwd CCCAGGTTTCACACTTCTC
KCSI_Fwd Eucgr.H00232  3-Oxoacyl-[acyl-carrier- GGAACTGGGAATCGGACTAAT
KCSI_820Rvs protein (ACP)] synthase 111 GAAGGTCTCGCTGGTACATATC
KCSI_640Fwd C Term AACCTCGTCACCATCGTAATC
KCSI_1455Rvs GTCATTCCTCACGCCTCTATC
KCSI_1208Fwd CTTACACCTCGGAGCTTTGT
KCSI_2059Rvs GAGATTCGACTGAGATAGGGAAAG
MSH2_Fwd Eucgr.B00700 MSH2; DNA mismatch ACG AGG AGC ACAGAA AAT TG
MSH2_856Rvs repair protein MSH2 CGTCTGGGTTTGTGATCAC
MSH2_663Fwd ATGTTC GGG TTT AGG AGG TG
MSH2_1480Rvs CCT TCT GAA GCA CTC AAT ACT CG
MSH2_1290Fwd CTGTTAGCG TCT CGAGAGTC
MSH2_1950Rvs GAG AGATTCTGCTCG TCAGTC
TILL1 _Fwd Eucgr.B03882 OL2A,TIL1;DNA TAC GGT CCCTTC AGG TACG
TILL1_918Rvs polymerase épsilon GAT GTT GTGCCATTG GTT ACT AGC
TILL1_642Fwd catalytic subunit CCATGT GCT CGT AGA AAT GTG G
TILL1_1572Rvs GCA ACCATATGATCTCTGTAGTCT G
TILL1_1180Fwd AGC TAATAA GCA GTG ATC ACT GC
TILL1 1991Rvs CGA TCG GAG TAC GGT AGA GAC
RPT2_Fwd Eucgr.B03325 Root phototropism protein CTTCGCCTGCTCTCTTCCT
RPT2_954Rvs 2 GAT TGG TTT CGC CAC ACAGC
RPT2_453Fwd TCCCTT TCT AAAGTA GGT GGA TGG
RPT2_1459Rvs GGT AAA GAG AGA AGC AAC ATT GCC
RPT2_1136Fwd AGA GCG GGG ACT CCA AAAG
RPT2_2071Rvs GAG AGT CTG AGC TTT TCG GG
RPT2_1110Fwd TGAGTCTGACCGATGTACAATAA
RPT2_ResFwd GAACTAAAGTTCATAGAT
RPT2_SuscFwd GAACTAAAGTTCATAGAC
RPT2_Res/SuscRvs CCTTTAGTCACTTACATGCACATC
Galactose _Fwd Eucgr.B03483 Galactose oxidase/kelch CTT ATG GTC GGT CACAGTGTCT

Galactose _839Rvs

Galactose _503Fwd
Galactose_1417Rvs
Galactose_1180Fwd

Galactose 230Rvs

repeat superfamily protein

CAA CCCGGC AAGTTG AAGTAC
CGT AGA GAG CTT GAATAT CGC TG
GAA GCT GCG TAG ATT ACA GAT GC

CGG AAA ACC AGGTTC AAC CAC

CGCTGA ATC TAA GTA AAT CTC GACC

Apbs o ensaio de PCR, os fragmentos amplificados foram verificados por meio de

eletroforese em gel de agarose 1%, com objetivo de avaliar a efetividade da reacdo e integridade

das amostras obtidas.

Os oligonucleotideos foram desenhados gerando amplicons

correspondentes a 650 a 700 pb. Em seguida, as amostras foram purificadas utilizando o kit

ExXoSAP-IT PCR Clean-up Protocol, para remocdo de oligonucleotideos e nucleotideos néo

usados.
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De acordo com o protocolo ExoSAP-IT, 10 pl do produto de PCR foram
homogeneizados com 1l de reagente EXOSAP-IT diluido em uma proporc¢do 1:4 com &gua
Milli-Q autoclavada. Em seguida, as amostras foram incubadas no termociclador a 37 C por 15
min para degradacdo dos oligonucleotideos e nucleotideos que restaram na reacdo.
Posteriormente, foi realizada uma nova incubacdo a 80 C por 15 min para inativacdo d
reagente EXoSAP-IT. As amostras tratadas foram armazenadas no freezer a -20 C, até envio

para sequenciamento.

3.4 Sequenciamento e andlise das amostras do DNA dos caules de eucalipto

As amostras de PCR purificadas foram enviadas para o Laboratério de Patologia
Florestal- Bioagro localizado na Universidade Federal de Vigosa. Para o sequenciamento,
foram enviados 10puL de reacdo de PCR purificada, 10uL de cada oligonucleotideo por amostra
Forward e Reverse utilizado na amplificacdo do DNA, na concentracdo de 1mM. Além disso,
foi encaminhado uma foto do gel de eletroforese da reacéo purificada e planilha de informag6es
referentes as amostras enviadas.

Os dados do sequenciamento foram analisados utilizando o software Snape Gene 6.0.5,
sendo que as andlises de alinhamento das sequencias foward e reverse com a sequéncia
referéncia dos genes foram realizadas com o software Multalin Interface page-Florence Corpet.
Com os resultados obtidos, as sequencias consensus (foward/reverse) dos clones de eucalipto
suscetiveis foram comparadas utilizando o Multalin Interface page-Florence Corpet a fim de
detectar SNPs. Tendo SNPs, foram desenhados primes no Primer Express 3.0 (Life

Technologies) capazes de distinguir as mutacdes identificadas.

3.5 Preparo das amostras de RNA de folhas de eucalipto para envio ao sequenciamento

Primeiramente, a integridade da extracdo de RNA foi avaliada atraves de eletroforese
em gel de agarose desnaturante 1% e quantificado em espectrofotdmetro, verificando a pureza
das extracGes através do valor obtido da relacdo OD 260/280. Além disso, as amostras foram
avaliadas no equipamento Bioanalyser que é responsavel por realizar um controle de qualidade
de amostras, como a integridade, pureza e tamanho das amostras.

Para utilizacdo no equipamento Bioanalyser, as amostras foram diluidas para uma
concentracdo de 5000 pg/pL e seguido o protocolo Agilent RNA 6000 pico Assay. Para
realizacdo do teste, foi utilizado um kit contendo uma matriz de separacdo que consiste em

solucéo de polimero, solucao corante fluorescente com o objetivo de intercalar a dupla fita de
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DNA e o terceiro componente, marcadores de tamanho de RNA.

Antes de prosseguir para analise no equipamento Bioanalyser, o corante fluorescente
foi acrescentado a matriz de separacéo e inserido nos canais de chip sob pressao com auxilio de
uma seringa acoplada a um dispositivo especifico. Em seguida, foi adicionado marcador no
pogo correspondente ao chip e as amostras acrescentadas nos pog¢os. O chip foi agitado atraves
de equipamento e introduzido no Bioanalyser.

Os resultados das separac6es foram avaliados por meio de software 2100 Expert que é
capaz de corrigir os eletroferogramas atraves do alinhamento dos picos, calculo de tamanho e
de concentracdo dos fragmentos. Os resultados obtidos foram fornecidos em valores de RIN
(RNA integrity number), que é capaz de estimar a integridade do RNA, sendo que esse valor
varia entre 0 a 10, sendo selecionados RNAs com valores acima de 7 e quantidade suficiente

para confeccdo da biblioteca, para sequenciamento na empresa Macrogen Inc. (Korea).

3.6 Sequenciamento do transcriptoma - RNA (Seq)

O sequenciamento do RNA foi realizado atraves da tecnologia da plataforma Illumina
HiSeqTM 2500, utilizando paired-end. Essa tecnologia possui um flowcell, que é uma célula
de fluxo que apresenta diversas faixas, sendo que cada faixa possui a capacidade de produzir
cerca de 250 milhdes de leituras com comprimento de leitura de 35 a 250 bp. Além disso, todo
processamento realizado pela Illumina HiSeqTM é realizado através de trés etapas, sendo estas,
preparo das bibliotecas de cDNA, geracdo de clusters e sequenciamento.

A construcdo da biblioteca de cDNA foi realizada somente com as amostras que
passarem no controle de qualidade realizado pelo Bioanalyzer 2100 da Agilent Technologies
ou seja, que apresentarem valor de RIN proximo ou superior a 7. Para a construcdo da biblioteca
de cDNA, foi utilizado a metodologia TruSeq mRNA library construction conforme protocolo
da Illumina. Com relacdo a etapa de geracdo de clusters, para que possa ser realizado o
sequenciamento do RNA, os templates fita simples devem ser amplificados com objetivo de
obter clusters clonais na flowcell de sequenciamento. Como a extremidade 5° dos fragmentos
de cDNA foram hibridizados a flowcell, a extremidade 3” se apresenta livre para permitir o
inicio do sequenciamento, processo que consiste em uma PCR que € realizada com a presenca
de um coquetel de oligonucleotideos complementares as extremidades dos adaptadores que
foram introduzidos. Em seguida, ocorreu um processo de desnaturacdo dos amplicons,
promovendo a separacdo das fitas para promover o sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado ap6s a introducdo da célula flowcell no equipamento
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HiSeq 2500. No inicio do processo, ocorreu uma etapa de desnaturacdo e a introducdo de
nucleotideos marcados com fluor6foros e se seguiu 0 processo de sequenciamento base a base.
No momento em que ocorre a excitacdo dos nucleotideos marcados utilizando laseres, uma luz
¢ emitida e as imagens captadas. Sempre apds a introducdo do nucleotideo no fragmento que
estd em processo de sintese, ocorre um processo de lavagem para retirada de reagentes e
fluordforos, até o fim da sintese da fita do sequenciamento Read 1. Em seguida, essa fita sofreu
uma desnaturagdo e passou a apresentar a extremidade 3 livre, permitindo a sintese de uma fita

molde, promovendo o sequenciamento Read 2.

3.7 Bioinformatica

A qualidade das sequencias dos arquivos no formato FASTQ proveniente da empresa
Macrogen foi feita pela ferramenta FastQC. Em seguida, utilizando o programa Trimmomatic
(BOLGER et al., 2014), foi realizada a remocéo dos adaptadores Illumina e das sequencias de
baixa qualidade, isto &, sequencias que possuiam bases com qualidade inferior a Q20. Na etapa
posterior, para 0 mapeamento no genoma, utilizou-se o software STAR verséo 2.7.10b (DOBIN
et al. 2013) com o genoma de referéncia Eucaliptus grandis disponibilizado no site do
Phytozome v13 (https://phytozome-next.jgi.doe.gov). Além disso, foi realizada a contagem das
reads mapeadas por gene através da funcdo featureCounts disponivel no pacote Rsubread
(LIAO et al., 2013) no sistema R/Bioconductor. Para a andlise de expressdo diferencial foi
utilizado o pacote DESeq2 (LOVEL et al., 2014). A selecdo dos genes diferencialmente
expressos foi realizada através da utilizagdo do critério p-valor ajustado pelo (“Falso discovery
rate”- FDR) de < 0.1 e log2FoldChange > |1.0|. Com relagdo ao enriquecimento génico para as
categorias do Gene Ontology (GO) foi utilizado os pacotes GSEABase e GOstats do
R/Bioconductor (FALCON; GENTLEMAN, 2007). Para as vias do KEGG utilizou-se o pacote
Pathview (LUO et al, 2013). A expressdo diferencial dos genes sera validada por meio de RT-

PCR quantitativo.

3.8 Extracdo de RNA e sintese de cDNA para verificacdo de transcritos por PCR
quantitativo (qQRT-PCR) das folhas de eucalipto

Para extracdo de RNA das folhas de eucalipto e posterior sintese de cDNA, foi utilizado
0 protocolo de extracdo CTAB 2% [2%(v/v) CTAB(cethyltrimethylammonium bromide),
2%(v/v) PVP, 100 mM Tris-HCL, 25 mM EDTA, 20mM NacCl, e 2% - mercaptoethanol], com
algumas modificacbes (CHANG, PURYEAR e CAIRNEY, 1993).
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Para extracdo foi utilizado 100 mg de material triturado em nitrogénio liquido com
adicdo de uma pequena quantidade de PVP. Em seguida, as amostras foram transferidas para
eppendorf e adicionado 1ml de tampdo CTAB 2% pré-aquecido. As amostras foram
homogeneizadas e incubadas por 25 minutos a 65 °C e centrifugadas 12.000 x g, por 1 minuto,
a 4°C. Ao sobrenadante, foi adicionado um volume de 80% de cloroférmio e centrifugado
13.000 x g por 15 minutos a 4 °C. Um volume 1:1 de isopropanol foi adicionado ao
sobrenadante para precipitacdo do RNA e as amostras foram incubadas em gelo por 10 minutos.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g, por 10 minutos a 4 °C, e 0
sobrenadante descartado e o pellet lavado com 1ml de etanol 75% gelado. Seguiu-se para
centrifugagéo por 5 minutos a 12.000 x g a 4°C e o sobrenadante descartado e os pellets secados
em temperatura ambiente e foram ressuspensos em 20 ul de 4gua DEPC.

A integridade do RNA das folhas dos clones de eucaliptos foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose 1%, sendo quantificado por espectrofotometria. O RNA total isolado foi
padronizado para 3ug e as amostras tratadas com DNAse (Invitrogen) com modificagcdes no
protocolo. Para tratamento, foi utilizado 1ul de DNAse e 1ul de Buffer por amostra, que foram
incubadas a 37 °C por 10 minutos e posteriormente adicionado 1 ul de EDTA 25 mM e as
amostras incubadas a 65 °C por 10 minutos. Em seguida, eficiéncia do tratamento foi avaliada
por eletroforese em gel de agarose 1% e o cDNA sintetizado utilizando enzima de transcriptase
reversa e oligo-dT. Para a avaliagdo dos transcritos por meio de RT-PCR em tempo real, foram
utilizados os primes descritos na Tabela 2. Esses oligonucleotideos foram selecionados
conforme resultados obtidos no transcriptoma induzido realizado em folhas de eucalipto 520
assintomaticos e 520 assintomaticos para os genes KCS2, ANAC098, DRT102, bHLH, Leucine
e TIR-NBS.

Para a reagéo de RT-PCR em tempo real, foi utilizado o equipamento 7500 Real Time
PCR System (Applied Biosystems), através da metodologia de SYBR Green PCR Master Mix
(Life Technologies). Foi utilizado como marcador enddgeno da reacdo ACT (Actin-related
protein 3). No preparo da reacdo, foi utilizado um volume de 10 pL, composto por template de
cDNA, oligonucleotideos (primers foward e reverse), listados na Tabela 2, o corante Fast SYBR
Green PCR 2x Master mix (Applied Biosystems). Para programacgdo do termociclador, foi
utilizado 95 C por 10 min para desnaturagdo inicial, 40 ciclos de 94 C por 15 s para
desnaturacdo e 60 C por 1 min para a etapa de extensdo e anelamento. Para verificacdo da
especificidade dos resultados obtidos, foi avaliada as curvas de dissociagdo dos

oligonucleotideos geradas pelo termociclador. Em seguida, a expressdo génica obtida  foi
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Tabela 2. Lista de oligonucleotideos que serao utilizados para gRT-PCR

Primer Eucalipto Descricéo Sequéncia 5’ ---3°
gRT-EG-KCS2-Fwd Eucgr.D00056 3-ketoacyl-CoA synthase 2 GCCGAGCAACAAGAACAAATAA
gRT-EG-KAS2-Rvs CTCAGTTGGTCCGAGAGTTG
gRT-EG-ANACO098-Fwd Eucgr.F01170 NAC (No Apical Meristem) TTCCAGAAGTCCAGCAACAG

gRT-EG-ANACO098-Rvs

domain transcriptional regulator

superfamily protein

CTTAGGGATTGAGCTGTCGTAAG

gRT-EG-DRT102-Fwd Eucgr.B01712 DNA-damage-repair/toleration GCGCTACGCTCAAGGAC
gRT-EG-DRT102-Rvs protein (DRT102) GAACTTGTTGGCGAGCATTG
gRT-EG-bHLH-Fwd Eucgr.B01225 basic helix-loop-helix (bHLH) CAAGTGGTTGGCCCTTAGA

gRT-EG-bHLH-Rvs

DNA-binding superfamily

Protein

GGAGATGGTGTAGGAGGTGATA

gRT-EG-Leucine-Fwd
gRT-EG-Leucine-Rvs

Eucgr.K02588

Leucine-rich repeat receptor-
like protein kinase family

TGGAAAGAGGAAGCCTAAGAAC
GCCGGCAATAATAGTCCAATTT

Protein
gRT-EG-TIR-NBS-Fwd  Eucgr.H02116 Disease resistance protein (TIR- CACAGACGTCCGCAATAACT
gRT-EG-TIR-NBS-Rvs NBS-LRR class) family TCTGCTAGCTCATCCAAACAC
gRT-EG-Actin-Fwd Eucgr.H02449 Actin-related protein 3 TAAGCATGACAAGGAACCAG
gRT-EG- Actin -Rvs TCAGGTCCAAGAAATCGT

4. RESULTADOS

4.1 Desenvolvimento de marcadores moleculares associados ao estado da sindrome do

distarbio fisiologico em eucalipto a partir de sequencias de promotores de genes

selecionados

Embora o perfil de expressdo de genes marcadores possa ser utilizado como genes

reporteres do distarbio fisioldgico, os ensaios para determinacdo de expressdo génica sdo

onerosos e de dificil realizacdo. Assim, a proposta é analisar a sequéncia dos promotores dos

genes marcadores selecionados a fim de identificar a presenca de modifica¢Bes nas sequencias

gue pudessem ser associadas ao distarbio. Isto possibilitaria o desenvolvimento de marcadores

moleculares utilizados em reacfes de PCR, menos onerosas e de facil manuseio. Para analise

da possivel presenca de marcadores moleculares nos promotores dos genes diferencialmente
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expressos, inicialmente foi realizada a extracdo de DNA dos caules dos clones de eucalipto
suscetiveis e resistentes utilizando o protocolo CTAB 2% com posterior quantificacdo e

avaliacdo em gel de agarose 1% (Figura 1).

1572 1644 1407 1404 5341 2361 520 1296 5204

-

2000 pb <
000 pb P —u—--!lll 4 - .
-

Figura 1. Integridade do DNA gendmico de caules de eucalipto.
DNA total foi extraido de caules dos clones 1572, 1644, 1407,
1404 2361, 520, 1296 e 5204 e visualizdo em gel de agarose 1%
corado com Brometo de Etideo

Apds extracdo das amostras, foi realizada Reacdo de Cadeia Polimerase (PCR) com 0s
primers referentes aos promotores dos genes diferencialmente expressos Kaslll e KCS1 que sdo
relacionados a producédo de acidos graxos, MSH2 e TILL1 envolvidos no reparo do DNA que
foram identificados como regulados negativamente pelo disturbio fisiologico em amostras de
caules sintomaticos (Martins, 2020; patente BR BR102022025625-0, suplemento S1). Os
promotores dos genes RPT2 e Galactose oxidase envolvidos em respostas a estimulos abidticos
foram selecionados como genes regulados positivamente pela condicdo de disturbio fisiolégico
(Martins, 2020; patente BR BR102022025625-0, suplemento S1). Para analise dos promotores
dos genes diferencialmente expressos, foram utilizados trés pares de oligonucleotideos com
amplicon 800 pb, de forma a cobrir aproximadamente 2000 bp da regido promotora, facilitando
o sequenciamento completo de aproximadamente 2000 bp de sequencias na extremidade 5’
flanqueando a regido codificadora. O produto de PCR obtido foi visualizado em gel de agarose
1% para avaliar qualidade e integridade da reacdo correspondente a regido promotora do gene
KASIII (Figura 2A), RPT2 (Figura 2B), Galactose oxidase (Figura 2C), KCSI (Figura S1A),
TILL1 (Figura S1B) e MSH2 (Figura S1C).
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Figura 2. Amplificagdo de fragmentos sobrepostos de promotores dos genes indicados na
figura. A) Eletroforese em gel de agarose 1% do produto de PCR com oligonucleotideos
especificos do promotor do gene KASIII visualizado por coloragdo de Brometo de Etideo.
B) Fragmentos sobrepostos do promotor do gene RPT2. C) Fragmentos sobrepostos do
promotor do gene Galactose Oxidase. O nimero na nomenclatura do oligonucleotideo
corresponde aproximadamente “a posi¢do de anelamento no promotor do referido gene. Os
clones 1572, 1644, 1407 e 1404 sdo resistentes e os clones 5341 2361, 520, 1296 5204 séo
suscetiveis ao disturbio fisiologico.

Os produtos amplificados foram purificados do gel e sequenciados (Figura 3). Os
resultados do sequenciamento foram analisados pelo software Snape Gene 6.0.5 e o
alinhamento das sequencias senso e antisenso realizado por meio do software Multalin Interface
page-Florence Corpet. Com o objetivo de identificar a presenca de SNPs, procedeu- se ao
alinhamento de sequencias da regido promotora dos genes KASIII, KCSI, MSH2, TILL1, RPT2
e Galactose oxidase das amostras 1572, 1644, 1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204 e do

clone de referéncia E. grandis, obtidas do phytozome (Figuras S2-S7).

A anélise comparativa de sequencias revelou a presenca de insercdo na sequéncia
promotora de algumas amostras suscetiveis e resistentes referentes ao gene KASIII (Figura 3A)
e RPT2 (Figura 3B). Nota-se, entretanto, discrepancias entre o tamanho do fragmento
amplificado e delec¢des/insercbes detectadas pelo sequenciamento. Por exemplo, os fragmentos
amplificados dos clones 1644 e 520 (painel central da Figura 2A) possuem aparentemente o

namero de pares de bases inferior, mas o sequenciamento dessa regido dos promoters nao
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confirma possivel delecdo, o que contrasta com os resultados dos clones 2361 e 1293 (compare
Figura 2A com o sequenciamento na Figura 3A). Ja em contrapartida, na regido promotora dos
demais genes analisados como da Galactose oxidase ndo foram identificadas insercdes,
delecdes ou SNPs que pudessem ser associadas com o carater resisténcia e suscetibilidade
(Figura 3C).

171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
KASIII_1572AS TATATGATGAGATGAGTTGTTATATATGTTGATTATATTTCAGTARATGAGTTTATAARTARTATGGGTGTTARATGGETCATARCTGATCACARRARARGA--~----GAGRGGTTATARCTGGATTTAC
KASIII_1644 TATATGATGGEGATGAGGTGI TATATAAGT TGATTATGTTTCAGTARATGAGTTTATARATAATATGGGTGT TARATGGETCATAAC TAGTCACARRRAAARRARARAGGGEGGGT TATAARCGGGATTTAC
KASIII_1407AS TATATGATGGGATGAGTTGTTATATARGT TGATTATATTTCAGTARRTGAGTTTATAAATARTATGGETGT TARATGGETCATARCTGARA--ARAARARARGA-—--GAGAGGTTATARCTGGATTTAC
KASIII_1404AS TATATGATGGGATGAGTTGI TATATATGITGATTATATTTCAGTAARTGAGT T TATARRTAATATGGGTGT TARATGGGTCATAACTGGTCACARARAAGARGA--~~AGAAGGT TATARCTGGATTTAC
KASIII_5204 TATATGATGEGATGAGTTGTTATATATGITGATTATATTTCAGTARRTGAGT TTATAAATARTATGGGTGTTARATGGGTCATA-CTGGTC-CAARRARGARGA----AGA-GGTTATARCTGGATTTAC
KASIII_S341AS TATATGATGGGATGAGTTGTTATATATGTTGATTATATTTCAGTARATGAGT TTATRARTARTATGGGTGT TARATGGGTCATARC TGGTCACARARRAGARGA===~AGA-GGTTATARCTGGATTTAC
KASIII 520 TATATGATGGGATGAGTTGTTATATATGTTGATTATATTTCAGTARATGAGTTTATARATAATATGGGTGTTARATGGGTCATARCTGATC--CARRRARAGGA--~-ARRAGGGTATARCTGGATTTAC
KHSLL1_2361HS  IHIHIGHIGLGHITGHGT 1G] THTHTHAGE TGHT THTHT | TCHG THEETGHG D THIHHE THH THIGGH TG RS GGG TCHTRRC T LGHT | THC
S iaRefercncia lRIHIGHTWIMGITGTTHTRIHRGIIGRTTHIHTTTCMIRMTGM}TI1RIRHRIMTRIEGNTGTTRHRIGB&TCHTHMT T"HC
KASIII_1296AS IATHIGHTGGGHTGAGT IGI TRTATATGI TGHT THTATT GG T CATHAC GGHT
Consensus lnmmmcunnmncnmrmnmu:nc.mmmn!cnomlmmm:nmmnnmmnmcgmnnnmccmcnmﬂcr +0008088, 0400 ....t:.tatae:.l]ﬂm“nt

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

KASIII_1572AS ANCTTARACCCANCCCGECTTCANGATTTTTTTCTTCATTTTCTCTIGCATTCACTTGATTTCGTGCTCACTCACTCTTTACTTCTGCCTCAGTTTTGNTGIAATTTTTTCTANATTAGACTAANTNTGA
KASTTI_1644 RACTTAARCCARACCCACCTTCARGATTTTTTTCTTCATTTTCTTTIGCTTTCACTTIGATTTCRTRCTCACTCATTCTATACTTCTRCCTCARTTTTGATGTARATTTTTCTARATTAGACTRAATATGR
KNSIII 140705  MCTTANNCCANNCCCGCCTTCANGATTTTTTTCTTCATTTICTTTIGCATTCACTTGATTTCGT NCTCACTCTGTACTTCTGECTCAGTTTTGNTGTANGTTTTTCTANATTAGACTANNTATGA
KASTTT_1404AS  RACTTARACCCAACTCRCCTTCARRAT TTTTTICTICRTTTICTETIRCATTCACTTRAT T TERTRCTCACTEACTETATACTTCTREATCARTTTTRATRTARATTTTTCTAAAT TAGACTARATATRA
KASIII_5204 AACTTARACCCARCTCGCCTTCARGATTTTTTTCTTCGTTTTCTCTIGCATTCACTTGATTTCGTGCTCACTCACTCTATACTTCTGCATCAGTTTTGATGTAAATTTTTCTAART TAGACTARATATGA
KASIII_5341AS AACTTARACCCARCCCGCCTTCARGATTTTTTTCTTCATTTTCTTTIGCATTCACTTGATTTCGTGCTCACTCGCTCTATACTTCTGCCTCAGTTTTGATGTARATTTTTCTAAATTAGACTARATATGA
KASIII_520 ANGTTAAACCCARCCCACCTTCARGATTTTTTTCTTCATTTTTTTTIGCATTCACTIGATTTCGTGCTCACTCGCTCTTTACTCCTGCCTCAGTTTTGATGTARTTTTTTCTARATTAGACTAANTATGA
KASTIT_2361AS AAGTTARACCARACCCACCTTCAAGATTTTTTTCTTCRTTITITTTIGCATTCACTTGATTTCATRCTCACTCGCTCTGTACTCCTGCCTCARTTTTGATGTARGTTTTTCTARARTTGHGE TRRATATGA
Seyuencia Referencia  RAGTTARACCARRCCCACCTTCARGATTTTTTTCTTCATTTTTTTTIGCATTCACTTGATTTCATRCTCACTCGCTCTGTACTCCTGCCTCAGTTTTGATGTARGTTTTTCTAART TGGGLTARATATGA
KASIII_1296AS RACTTAARCCARACCCGCCTTCAAGATTTTTTTCTTCATITTCTTTIGCATTCACTTGATTTCGTGCTCACTCGTTCTATACTTCTGCCTCAGTTTTGATGTARATTTTTCTARAT TAGAC TARATATGA
Consensus  AACTTAARRCCaRACCCECCTTCARGAT TTTTTTCTTCATTTTCTLTIGCATTCACTTGATTTCGTECTCACT e TCT, TACTLCTGCCTCAGTTTTGATGTAR, TTTTTCTAAATTaGaCTARATATGA

B 1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
RP12_15/2HS  GlHIGHHHHIH | IGHUH TG TGHCTCHICHIEHD L HHHHHHR L TCHGC | CHHUH DG THHCHH T TCH 16 1HH D THHH THHCG: 11 IHI TGHHHHTLTH] THH

RPT?_1R44AS RRATRARRATATTRACATRTTRACTLATCATATTARAARAAT TCARC TCARCATRTARCART TCATRTART TRARTRACK: “TTTATTRARRATTTATTAR

RPT2_1407AS GGATGGARRTATGGACATGTTGACTCATCATATTRARARRAT TCAGCTCARCATTTAACAAT TCATGTART TARATARCG: CTTTATTGARRATTTATTAR
Fequencia_Referencia  GGNTGGNTATGGNCNTGTTGACTCATCATNTTANNANANT TCAGCTCARCATTTANCANT TCATGTANT TANNTANCH TTTNTTGAANATTTATTAN
RPT2_1404AS GGATGAARATATGGACATGTTGACTCATCATATTARRARRAT TCAGCTCARCATGTARCART TCATGTART TRRATARCG -CTTTATTGARRATTTACTAR

RPT2_5341AS GGATGRARRRTATTGTTATGTTGACTCATCATATTAARARAAT TCAGCTCARCATGTAACART TCACATART TRARRTAACATT TGATTTGTTGTTTGAGCARATGGARTGACTTTATTGARRATTTACTAR
RPT2_2361AS GGATGRAAARTATTGATATGTTGACTCATCATATTARRARAAT TCAGCTCARCATGTAACAAT TCACATART TARRTAACATT -GATTT--~-TT-GAGCAA-TGGARTGACTTTATTGARAATTTAT-AA
RPT2_520AS GGATGARARTATTGATATGYTGACTCATCATATTARRRARAT TCAGCTCAACATGTARCART TCACATART TRAARTAACATT-GATTTGTTGTT-GAGCAR--GGARTGACTTTATTGARRRTTTATTAR
RPT2_1296AS GGATGAAAATATTGATATGYTGACTCATCATATTARRARRAT TCAGCTCAACATGTARCAAT TCACATART TARATRACATT-GATTTGTTGTT-GAGCAA--GGARTGACTTTATTGAARATTTATTAA
RPT2_5204AS GGATGRARARTATTGATATGYTGACTCATCATATTARARRARRT TCAGCTCARCATGTARCART TCACATART TARATRACATT-GATTTGTTGTT-GAGCAR--GGARTGACTTTATTGAARATTTATTAR
Consensus GGATGaAAATATLGacATGTTGACTCATCATATTARRRARATTCAGCTCARCATZTARCARTTCALETARTTARRTARCE. . vvsverrreeeareas ++e+ CTTTRTTGARRATTTALLAR

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 13720 1380 1390 1400 1410 1420 1430

RPT2_1572AS TRAATCTARRAGATTACARTACAT: TGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARRGTTCATAGAT TATTTGTATCATTTCATATTCAARRARGATC TATTARTGCARATTATCACARGARATGAGACTCT
RPT2_1644AS TARTCTARAGATTACAATACAT: TGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARAGTTCATAGAT TATTTGTATCATTTCATATTCAARARAGATCTATTARTGCARATTATCRCARGARATGAGACTCT
RPT2_140705  TANTCTAANGATTACANTNCAT: TGNGGTATAGTGNCANCATTGANCTANAGTTCATAGAT TATTTGTATCATTTCATATTCANNNNNGNTCTATTANTGCANNTTATCACANGNNNTGAGNCTCT
bequencia_Referencia TARTCTARAGATTACAATACAT: TGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARAGTTCATAGAT TATTTGTATCATTTCATATTCARRRRRGATCTATTARTGCARRTTATCACARGAARTGAGACTCT
RPT2_1404RS TARTCTARAGATTARAARAARRR: TGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARAGCTCATARAT TATTTGTATCATTTCATATTCAARARAGATCTATTARTGCARATTATCACARGARRTGAGACTCT
RPT2_5341AS TAATCTAARGATCACAATGAATGAATATGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARRGTTTRATGGAC TATTTGTAT-ATTTCTCAATTCAGARAGATC TATTAATGCARRTTATCACCAGAARTGAGACTCT
RPT2_2361AS TRARTCTARRGATCACARTGARTGAATATGAGGTATAGTGACARCATTGAACTARRGT TCATGGACTATTTGTATCATTTCTCATTCAGRRRRGATCTAT TARTGCARATTATCACCAGARACARGACTCT
RPT2_520AS TAATCTAAAGATCACAATGAATGAATATGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARAGTTCATGGACTATTTGTATCATTTCTCATTCAARARAGATCTATTARTGCARRTTATCACCAGAARTGAGACTCT
RPT2_1296AS TAATCTARRGATCACAATGARTGAATATGAGGTATAGTGACARCATTGARCTARRGTTCATGGAC TATTTGTATCATTTCTCATTCARRRRAGATCTATTAATGCARATTATCACCAGARATGAGACTCT
RPT2_5204AS TRATCTARAGATCACARTGARTGAATATGAGGTATRGTGACARCATTGARCTARAGTTCATGGAC TATTTGTATCATTTCTCATTCARRRRAGATCTATTARTGCARATTATCACCAGARATGRGACTCT
Concencue TAATCTAARGATtAcAAtaaft.....TGAGGTATAGTGACARCATTGAACTARRGE TcATagAt TATTTGTATCATTTCat ALTcaaaRARGATCTATTRATGCARRTTATCACaRGAAAL ¢AGACTCT

C 1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
| I

galactose_1572RS ACCGAGTGCATCTCCCCCRARATAGGARRRARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGGTCARCAGART TTGGCCARTTCARCGGGAT TRAGCAARTCCTGECAGRGRAACGRGTGGTCAGATGACAT ARCGARGAT
galactosc.5341AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGARARARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGAAT TTGGCCAATTCARCGGGAT TRGCARATCCTGGCAGAGARACGAGTGGTCAGATGACAT ARCGARGAT
galactose_520RS ACCGAGTGCATCTCCCCCARARTAGGAARRAACTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGARTTTGGCCAATTCARCGGGAT TAGCARATCCTGGCAGAGARACGAGTGGTCAGATGACAT ARCGARGAT
galactose 5204AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGARARARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCAACAGART TTGGCCARTTCARCGGGATTAGCARATCCTGGCAGAGRRACGAGTGGTCAGATGACATARCGARGAT
Sequenciareferencia ACCGAGTGCATCTCCCCCANNATAGGANANARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGGTCANCAGANT TTGGCCANTTCANCGGGAT TAGCANNTCCTGGCAGNGANNCGAGTGGTCAGATGACAT ANCGNNGNT
galactose_1296AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGRARRRRACTAT TGRTTTTTGCTTTGTGGTCARCAGAAT TTGGCCARTTCARCGGGRT TAGCARATCCTGGCAGAGARACGRGTGGTCAGATGACAT ARCGAAGAT
galactose_1644AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGARARARCTATTGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGART TTGGCCARTTCARCGGERT TRGCAARTCCTGGCAGAGRARCGAGTGGETCAGATGACATARCGARGAT
galactose 1404AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGARARARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGAAT TTGGCCAATTCARCGGGATTAGCARRTCCTGGCAGAGARRCGAGTGGTCAGATGACAT ARCGARGAT
galactose_1407RS ACCGAGTGCATCTCCCCCARRATAGGARRRARCTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGART TTGGCCAATTCARCGGGAT TAGCARATCCTGGCAGAGAAACGAGTGGT CAGATGACAT ARCGARGAT
galactose 2361AS ACCGAGTGCATCTCCCCCARAATAGGARARA-CTATTGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGAAT TTGGCCARTTCARCGGGRATTAGCARATCCTGGCAGAGRARCGRGTGGT CAGATGACAT ARCGARGAT
Consensus ACCGAGTGCATCTCCCCCARRRTAGGARRAAACTAT TGATTTTTGCTTTGTGG TCARCAGAAT TTGGCCAATTCARCGGGATTAGCARATCCTGGCAGAGARACGAGTGGTCAGATGACAT ARCGARGAT

1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

galactose 1572AS AAACATTTGCACCARACGTAGAGAGC TTGRAATATCGCTGTAATACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARATGACARARTGAGARTARACATC TGCACCARACTTAGA
galactose_5341AS ARACATTTGCACCARACGTAGAGRGC TTGRATATCGCTGYAATACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARATGACARARTGAGARTARRCATCTGCACCARACTTAGA
galactose 520RS ARACAT I TGCACCARACG TAGRGAGC T TGRRTATCGCTGTARTACH TACGRCGAT 1 TTCGHT TGARGTACGGTRGAT TT6 T TGRAGTGGTCAARTGRCAARARTGAGARTARRCHTCTGCACCARRCT TAGH
galactoce 5204AS AAACATTTGCACCARACGTAGAGAGCTTGARTATCGCTGTARTACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARRT GACAAARATGAGARTARRCATCTGCACCARACTTAGA
Sequencia_referencia AAACATTTGCACCARACGTAGAGAGCTTGRAATATCGCTGTAATACATACGACGATTTTCGATTGRAAGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARATGACARARTGAGARTARRCATCTGCACCARACTTAGA
galactose_1296AS ARACATTTGCACCARACGTAGAGAGCTTGRATATCGCTGYARTACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARATGACAARATGAGARTARRCATCTGCACCARACTTAGA
galactose.1644AS ARACATTTGCACCARACGTAGAGAGCTTGAATATCGCTGTARTACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARATGACARARTGAGRATAARCATCTGCACCARACTTAGA
galactose 1404AS AARACATTTGCACCARACGTAGAGAGCTTGRATATCGCTGTARTACATACGACGATTTTCGATTGARGTACGGTAGAT TTGTTGAGTGGTCARRT GACAAARTGAGARTARACATCTGCACCARACTTAGA

Figura 3: A) Alinhamento de sequéncia da regido promotora do gene KASIII entre amostras
resistentes 1572, 1644, 1407, 1404 e amostras suscetiveis 5341, 2361, 520, 1296 e 5204. Presenca
de insercdo na regido -1251 a 1292 pb. B) Alinhamento da regido promotora do gene RPT2.
Presenca de insercdo na regido -1251 a -1280 pb e presenca de SNP na posicdo -1366 pb. C)
Alinhamento da regido promotora do gene Galactose oxidase.
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Além disso, na regido promotora do gene RPT2 além da insercdo identificada, foi
verificado a presenca de um SNP devido a diferenca de nucleotideo na posicao -1366 pb entre
as amostras suscetiveis e resistentes, verificando a presenca de uma timina nos clones de
eucalipto resistentes e uma citosina nos clones suscetiveis. Também foram amplificados
fragmentos dos promotores dos genes KCSI, TILL1 e MSH2 (Figura S1). Anélise comparativa
da sequéncia desses promotores ndo detectou polimorfismo associado ao carater de resisténcia
e suscetibilidade (Figuras S3, S5 e S7).

Com objetivo de confirmar a presenca das insercdes na regido promotora do gene
KASIII e RPT2 das amostras dos clones de eucalipto, a referida regido do promotor foi
reamplificada utilizando oligonucleotideos que geram amplicons de 300 pb flanqueando a
regido variante. Os fragmentos amplificados foram resequénciados para confirmacdo adicional
de delecbes/insercdes, sendo detectadas diferencas de tamanho (nUmero de pares de bases) entre
amostras do promotor do gene KASIII (Figura 4A) e do promotor RPT2 (Figura 4B). O
sequenciamento dos fragmentos reamplificados confirmou a presenca do SNP na posicéo -1366
pb, mantendo nesta posi¢do Timina no promotor do gene RPT2 dos clones resistentes e Citosina
nos promotores de clones suscetiveis (Figura 4D).

Além disso, foi realizada PCR utilizando oligonucleotideos especificos para regido
promotora do gene RPT2 com a presenca de SNP para possivel genotipagem. Para isso, a
sequéncia do oligonucleotideo foward utilizado diferiu apenas na ultima base nitrogenada,
sendo timina para amplificacdo de amostras resistentes (Figura 4E) e citosina para as amostras
suscetiveis (Figura 4F). Conforme observado, ocorreu a amplificacdo de todas as amostras,
tanto para os gendétipos de amostras resistentes quanto suscetiveis, resultando em duas bandas
amplificadas. Tal resultado é provavelmente devido a presenca de outras regides no genoma do
Eucalyptus grandis capazes de amplificar com os oligonucleotideos utilizados, conforme

verificado no programa BLAST na funcéo nucleotide Blast (Figure S8).
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RTEHTGIIBRTGHBTTG"ﬂTRYHRGTTBRITHIRIT'IERGTBRRTEHGTTlﬂTRﬂHTMTRTGGGIEITﬁﬂﬂTEGGTCﬂIRRC“S!ITCIICIIMRMHERGI?GII--GETIRTRRC'IBGRTTmtmﬂﬂﬁ
ATGATGAGATGAGTTGTTATATARGTTGATTATATTTCAGTAAATGAGT TTATARATAATATGGGTGT TARATGGGT CATARCTGATCACARARARAGAGAGA--GGTTATAACTGGATTTACARGTTAR
ATGATGGGATGAGTTGTTATATAAGT TGAT THTATTTCRG THAATGAGT TTATARHTARTATGEGTGT THAH TGGGT CHTARC TGAARRARAAARARGAGAGA=--GG TTATHACTGGHT T IHUIIN:I THA
RIGH GRGITGTTHTATHAG T TGRT THTHTTTCAG THAR TGHGT TTHTHRRTHR THTGEGTGT THRRTE
ATEATGRGATRAGTTRTTATATAAGTTGATTATATTTCAGTAAR TRAGT TTATARATAATATRG FTTﬂRﬂTI‘ﬁﬁTl‘ll'RﬁrTﬁ’Tl‘ﬁEWﬂmrml‘Dﬁfﬂm‘fT‘lﬂTﬂﬂ il
ATGATGGGATGAGTTGTTATATARGTTGATTRTATTICAGTAAATGAGT TTATARATAATATGGGTGT TlmﬂTEGEIl:llIﬂ-Cﬂ.‘ﬁTC-CHMHmGMIMEH-&ETIHTRHCIGﬁﬂTIIﬂCRRﬁTﬂlﬂ

ATGATGGGATGAGTTGTTATATARGTTGATTATATTTCAGTAARTGAGT TTATARATAATATGGATGT TARATGGGT C! 1 GGATTTACARGTTAR
ATGATGGGATGAGTTGTTATATARGTTGATTATRTTTCAGTAAATGAGT TIRTHMTHRTRTGG"IGTTﬂRRTGGETL’ TGGATTTACARGTTAR
ATGATGGGATGAGTTGTTATATAAGTTGATTATATTTCAGTAAATGAGT TTATARATAATATGGATG' ACTGGATTTACAAGTTAA
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Figura 4: A) PCR com oligonucleotideo de 300 pb referente a regido do promotor KASIII. B)
PCR com oligonucleotideo de 300 pb referente ao promotor RPT2. C) Comparacdo do
sequenciamento da regido promotora do gene KASIII entre os clones de eucalipto. Confirmacédo
da insercédo na posicdo -1152pb. D) Comparagéo do sequenciamento da regido promotora do gene
RPT2 entre os clones de eucalipto com confirmag8o da presenca de insercdo na posicdo -1245 e

SNP na

posicdo -1366 pb. E) PCR de genotipagem para amostras resistentes ao distdrbio

fisiol6gico. F) PCR de genotipagem para amostras suscetiveis ao disturbio fisiol6gico.
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No promotor de RPT2, foram observados novos SNPs, que pudessem estar associados

com o carater resisténcia e suscetibilidade. nas posi¢fes 1373 e 1374, sendo a sequéncia AT em

amostras resistentes e TC em amostras suscetiveis. Oligonucleotideos especificos para estes

SNPs foram desenhados para confirmar sua capacidade de marcagdo, mas ao analisar no

programa BLAST na funcdo nucleotide Blast, ndo foi verificada a especificidade do

oligonucleotideo

(primer), para realizar genotipagem.
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4.2 ldentificacdo do transcriptoma induzido pelo distarbio fisiolégico em
folhas do clone suscetivel 520

A existéncia de genotipos suscetiveis e resistentes cultivados em condicGes climaticas e
em estadios de desenvolvimento similares permite que se analise o transcriptoma induzido pelo
disturbio fisiolégico no nivel de campo. Em uma primeira etapa prévia desse projeto, foi
identificado o transcriptoma induzido pelo “distarbio fisiolégico” em caules de genotipos
contrastantes (resistentes x suscetiveis) em apresentando ou nao sintomas aparentes.

Portanto, também foi objetivo dessa investigacdo a identificacdo do transcriptoma
induzido pelo disturbio em folhas a fim de compara-lo com aquele identificado em caules. A
hipotese central seria a existéncia de genes diferencialmente expressos comumente associados
ao estabelecimento do disturbio fisioldgico tanto em caules quanto em folhas.

Para 0 RNA-seq, RNA total foi extraido das folhas de eucalipto dos clones 520
assintomatico, 520 sintomatico e 1404 resistentes em triplicatas bioldgicas. A integridade do
RNA total foi inicialmente avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%, permitindo a
identificacdo de duas bandas de rRNA ribosomal 25S e 18S e auséncia de degradacao visiveis
do RNA durante processo de extracdo (Figura 5A). A quantificacdo em espectrofotbmetro
(Tabela 2) indicou uma razdo A260/280 das amostras de RNA com variagéo entre 1,8 e 2,0,
indicando boa qualidade das amostras.
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Figura 5. Integridade do RNA total extraido de folhas de eucalipto, crescido no campo. A)
Extracdo de RNA total de folhas de eucalipto dos clones 520 assintomatico, 520 sintomatico
e 1404 resistente visualizado por coloragdo em Brometo de Etideo em gel de agarose 1%. B)
Visualizacdo de extracdo de RNA total dos clones de eucalipto apos tratamento com DNAse.



Tabela 2. Quantificacao total de RNA

Amostra Concentracéo (ng/ul) 0D260/280
520 AS1 1694,8 1,84
520 AS2 1800 1,81
520 AS3 1344 1,83
520 SS1 1453 1,81
520 SS2 840 2,0
520 SS3 1200 1,98
1404 R1 1065 1,97
1404 R2 1337 18
1404 R3 1967 1,81
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A qualidade do RNA extraido foi determinado por meio do RNA integrity number (RIN),

com um cut off de 7 para RIN (Figura 5B) e Tabela 4. As amostras enviadas com valor de RIN

superior a 7 prosseguiram para o sequenciamento.

Tabela 3. Controle de qualidade do RNA

Clone RIN rRNA Ratio
520 AS1 8,6 1,0
520 AS2 7,6 1,1
520 AS3 7,9 1,1
520 SS1 7,0 1.2
520 SS2 7,0 1.2
520 SS3 7,0 1.1
1404 R1 7,5 1,0
1404 R2 7,5 14
1404 R3 7,0 1,0

As amostras 520 AS correspondem aos clones suscetiveis assintomaticos e foram

utilizadas como um parametro de referéncia para permitir a avaliacdo da variacdo global da

expressao génica em contraste com o gendtipo 520 suscetivel sintomatico (520-SS) e 1404

resistente (1404-R). Os critérios para genes diferencialmente expressos foram p-valor de 0,05

e log2-fold-change >1,0 para de genes up regulados e log2 fold-change < -1,0 para genes down

regulados (Figura 6). O contraste 520 SS x 520 AS revelou 96 genes diferencialmente

expressos, sendo 32,29% (31) regulados positivamente (Tabela S1) e 67,71% (65) regulados

negativamente (Tabela S2). Entre os genes diferencialmente expressos, 0 numero de genes
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down regulados foi superior aos up regulados, consistentes com o fracionamento de genes
diferencialmente expressos em resposta ao disturbio fisiolégico em caules do clone 520. Em se
tratando do mesmo genotipo sujeito as mesmas condi¢fes de crescimento e em estagio de
desenvolvimento similar, estes contrastes revelam o transcriptoma induzido pelo distarbio

fisiologico em folhas.
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Figura 6. Analise da expressdo génica induzida pelo distdrbio fisiolégico em
folhas de clones de eucalipto. No eixo y é verificado os contrastes analisados, 520-
SS vs 520-AS e 1404-R1. O numero de genes diferencialmente expressos se
encontra no eixo X.

A comparacgdo entre o genotipo resistente e suscetivel assintomatico (1404-R vs 520-
AS) revelou um total de 224 genes diferencialmente expressos (DE), sendo 39,73% (89) de
genes regulados positivamente e 60,26% (135) regulados negativamente. O conjunto de genes
diferencialmente expressos nesse cenario provavelmente resultam de diferencas naturais entre
0s gendtipos, além de genes possivelmente responsaveis pelo carater de resisténcia ao distarbio
fisiologico. Além disso, foi realizada anélise atraves da funcdo Gene Ontology (GO) utilizando
o comando “Biological Process” utilizando log2-fold-change >1,0 para de genes up regulados
e log2 fold-change < -1,0 para genes down regulados, com p-valor de 0,05.

No contraste 520-SS x 520-AS (Figura 7A), dos 31 genes regulados positivamente, 5
genes (4.31%), Eucgr.B03208, Eucgr.C00780, Eucgr.F02691, Eucgr.H01200, Eucgr.H02116 e
Eucgr.101153, foram comumente enriquecidos em diversas categorias similares como
regulacdo biologica, regulacdo de processos biologico, regulacdo de processo celular,
metabolismo de RNA, expressdo génica, transcricdo modelada por DNA, etc.
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Figura 7. Categorizagdo funcional de genes diferencialmente expressos baseado em
processo bioldgico, a partir do contraste 520-SS vs 520-AS, conforme obtido na
ontologia dos genes. A) Processos biolégicos down regulado, cada cor representa um
processo diferente. B) Processos bioldgicos up regulado no contraste analisado.

Biosynthetic process

O gene Eucgr.B03208 esta relacionado com os fatores de transcri¢do do tipo NAC, que
em Arabidopsis ja foi relacionado como mediador da sinalizacdo de auxina para
desenvolvimento de raiz lateral e presente em resposta a estresses abidticos (DE CAMARGO,
2007). Uma vez que o estresse abidtico é considerado uns dos possiveis desencadeadores do
distarbio fisioldgico é possivel que este gene regulador de transcricdo seja funcional no
distarbio fisioldgico. Além disso, a familia de fatores de transcricdo NAC estéa relacionado com
desenvolvimento da planta, resposta ao estresse e senescéncia foliar, sendo a senescéncia
caracteristica principal observada em folhas de eucaliptos com disturbio fisioldgico,
apresentando folhas amareladas e encarquilhadas (MA, 2020).

Com relacdo aos genes regulados positivamente Eucgr.C00780 e Eucgr.F02691,
denominados Ethylene Response Factor (ERF) ou seja, responsivel ao etileno, pertencem a
superfamilia AP2/ERF que possuem um dominio de ligagdo ao DNA do tipo AP2/ERF,
envolvidos em regulacdo de respostas a estresse abiotico (YIN, 2022). Sabe-se que estresse
biético ndo desencadeia o disturbio fisioldgico em eucalipto (Martins, 2020), e os resultados do
transcriptoma induzido pelo distarbio fisiologico em eucalipto sugerem que o estresse abidtico
seja fator determinante para o aparecimento desse distdrbio, 0 que seria consistente com a
regulagdo positiva dos genes AP2/ERF-like em resposta ao estabelecimento do disturbio
fisiologico. A condigdo hidrica, irradiacdo solar, ambiente de cultivo e salinidade dos solos s&o
exemplos de fatores que podem ser responsaveis por estresse abiético (ROGRIGUES, 2022).

Ja o0 gene Eucgr.H01200 descrito como glutaredoxina monotiol esta relacionado com resposta
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ao estresse oxidativo, atuando como mecanismo de defesa da planta. As glutaredoxinas séo
responsaveis por manter o ambiente redox celular, que pode sofrer alteracéo devido ao acimulo
de espécies reativas de oxigénio (ROS), desencadeado por estresses bidtico ou abidtico
(MALIK, 2020). Também consistente com esta observacao seria a regulacdo positiva do gene
Eucgr.101153 descrito como REDOX-RESPONSIVE TRANSCRITION FACTOR 1 (RRTF1).
Em Arabidopsis thaliana, o possivel gene ortélogo de Eucgr.101153, possui papel crucial na
regulacdo da rede redox por promover homeostase redox ap0s a exposicdo a perturbacoes
fotossintéticas, uma vez que a inativacdo de RRTF1 torna as plantas sensiveis ao elevado
estresse pela luz. E destacado também o papel do RRTF1 em resposta a estresse salino e fungos
(SOLIMAN; MEYER, 2019). O gene Eucgr.H02116 é pertencente a familia NBS-LRR com
dominio TIR, e esta relacionada com o sistema imune de plantas, devido a resisténcia a
patdgenos, mas nenhuma caracterizacao funcional desse gene em outras espécies de planta foi
conduzida (ZHOU, 2022).

Na analise de processo bioldgico dos 65 genes regulados negativamente pelo contraste
520-SS x 520-AS (Figura 7B), a categoria processo biossintético celular foi enriquecida com
8 genes (18,18%), sendo que os genes envolvidos na biossintese de substancia organica
predominaram com 4,54% envolvidos em processo metabolico de 4&cidos graxos. Os
processos biossintéticos apresentaram genes em comum, sendo eles o Eucgr.A02390,
Eucgr.C02487, Eugr.D00056, Eucgr.D01144, Eucgr.F01170, Eucgr.FO3588 e Eucgr.G03319.
O gene Eucgr.A02390 é descrito como Dehydration-Responsive Element-Binding Protein 2F
(DREBZ2), que engloba fatores de transcricdo envolvidos na tolerdncia a seca e ao estresse
térmico, capazes de ativar a transcricdo por meio do elemento responsivo a desidratacdo
(DRE) (KIDOKORO, 2015). Diversos fatores de transcricdo da subfamilia DREB ja foram
identificados em diversas outras espécies de planta além de Arabidopsis, com atuacdo na
tolerancia ao estresse (MIZOI et al., 2013). O gene Eucgr.C02487, descrito como Wrky
Transcription Factor 32, pertence a familia dos genes WRKY, que € um grupo de fatores de
transcricdo especificos da planta, com papel fundamental em resposta a estimulos de estresse
abiotico como temperatura, seca e irradiacdo UV (ZHANG, 2021). A regulacdo negativa desses
transfatores transcricionais que respondem ao estresse abidtico pode sugerir que o distdrbio
fisioldgico ndo caracteriza um estado de estresse similar a temperatura, seca e radiacdo UV.
Provavelmente, a regulacdo negativa possa ser utilizada como marcador especifico do estado
de distarbio fisiologico.

O gene Eugr.D00056, regulado negativamente pelo distdrbio, é homélogo de 3-

Ketoacyl-CoA Synthase 2 (KCS2), responsavel pela biossintese de acidos graxos de cadeia



35

longa que sdo primordiais para a formagdo de ceras cuticulares que impedem a perda de agua,
lipideos de membrana e esfigolipideos de plantas (YANG, 2021). A identificagdo do gene
KCS2 down regulado pelo distirbio em folhas é condizente com a observacdo prévia
(MARTINS, 2020; patente BR BR102022025625-0, suplemento S1) de que o gene KCS1
também ¢é regulado negativamente pelo distdrbio em caules. Similarmente, o gene
Eucgr.D01144 Protein Eceriferum 1 (CER1), é down regulado pelo distarbio em folhas, sendo
relacionado com a biossintese de lipideos, mais precisamente na formacdo de cera cuticular,
que promove a protecdo contra perda hidrica das folhas (LIU, 2022). A regulacdo negativa dos
genes relacionados a producdo de cutina e cera cuticular, promove uma menor produgéo
desses lipideos, facilitando a perda de agua pelas folhas. Além de explicar o fendtipo de murcha
foliar observado pelo estabelecimento da sindrome do distdrbio fisioldgico, a regulacéo
negativa desses genes envolvidos em algum aspecto do metabolismo de acidos graxos, lipideos
e cera cuticular é consistente com a down-regulacdo da sintese de acidos graxos nos caules
acometidos pelo distarbio fisioldgico. Provavelmente, o perfil de expressdo diferencial desses
genes nas folhas acometidas pelo distdrbio fisioldgico possa ser usado para desenvolvimento
de diagndstico moleculares do distarbio fisiolégico em eucalipto. O gene Eucgr.F01170 €
descrito como proteina da superfamilia reguladora da transcricio ANAC098, que atuam
regulando processos bioldgicos distintos, como o desenvolvimento de raizes e folhas e estdo
relacionados a resposta a estresses bidticos e abidticos (NOGUEIRA, 2005). O gene
Eucgr.G03319 codifica a proteina ribossdmica S6 (RPS6B), sendo ela uma proteina que sofre
fosforilacdo desencadeada por estimulos fisiologicos e patoldgicos (RAJAMAKI, 2007).

No contraste 1404-R x 520-AS, dos 89 genes up regulados, apenas 8 genes constituiram
categorias significativamente enriquecidas (p<0.05), sendo 7 classificados em categorias
relacionadas com transporte e 1 nico gene em gliconeogénese (Eucgr.E02131, phosphoglucose
isomerase 1). A categoria transporte em geral incluem os genes Eucgr.FO0506, Eucgr.H04444,
Eucgr.H04447, Eucgr.H04448, Eucgr.H04527, Eucgr.L03170 e Eucgr.K00968, classificados

na categoria biologica transporte, localizagdo, e estabelecimento de localizagéo (Figura 8A).
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Figura 8. Categorizacdo funcional de genes diferencialmente expressos baseado em
processo bioldgico, a partir do contraste 1404-R vs 520-AS, conforme obtido na ontologia
dos genes. A) Processos bioldgicos down regulado, cada cor representa um processo
diferente. B) Processos biolégicos up regulado no contraste analisado.

O gene Eucgr.F00506, é denominado como gene Mate Efflux Family Protein ou gene
de Extrusdo de Compostos Toxicos e Multidrogas (MATE), pois sdo responsaveis por realizar
a remocdo de toxinas, garantindo condi¢des ideias de sobrevivéncia da planta. Essa familia de
genes é responsavel pelo efluxo se substancias através de um gradiente eletroquimico de cations
e anions na membrana celular, sendo responsavel pelo transporte de metabdlitos secundarios,
eliminacdo de xenobioticos, desintoxicacdo por metais pesados e aluminio, além da regulacéo
da resisténcia a doencas (LI et al., 2019). Eucgr.K00968 também descrito em transporte é
homoldgo de Polyol Transporter, envolvido dessa forma, com o transporte de polidis. Os polidis
possuem a capacidade de retirar espécies reativas de oxigénio (ROS) com intuito de regular a
pressdéo osmotica (YOSHINO, 2019). Os demais genes categorizados em transporte,
Eucgr.H04444, Eucgr.H04447, Eucgr.H04448, Eucgr.H04527 e Eucgr.L03170, correspondem
aum grupo de proteinas que possuem dominio NTF2L comum, responsaveis pelo transporte de
proteinas para o nucleo das células além de participar do processo de homeostase de oxigénio
(ROS) em espécies nativas (LUO, 2022).

No contraste 1404-R x 520-AS (Figura 8B), 16 genes constituiram a categoria
significativamente enriquecida de fosforilacdo de proteinas e 10 genes, a categoria transducéo
de sinais, resposta a estimulos ou comunicagdo celular. Com relagdo aos genes do processo de

fosforilagdo de proteina e fosforilagdo foi identificados os genes Eucgr.A00693, Eucgr.C00989,
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Eucgr.C02543, Eucgr.C03748, Eucgr.D01480, Eucgr.E03625, Eucgr.F01313, Eucgr.F01840,
Eucgr.G00291, Eucgr.G01270, Eucgr.J00545, Eucgr.K00502, Eucgr.K02406, Eucgr.K03098,
Eucgr.L01669, Eucgr.L03256, que codificam receptor-like kinases ou outro tipo de cinase.

Os genes citados sdo descritos como Protein kinase domain (Pkinase), codificando
proteinas com dominio quinase, que realizam a catalise de proteinas quinases. Essas enzimas
sdo responsaveis pela fosforilacdo de proteinas atraves da transferéncia de grupamento fosfato
para residuos de treonina, serina ou tirosina, sendo essenciais para a comunicagao intracelular,
regulacao e transducéo de sinais (CASTILLO, 2019).

Com relagdo ao grupo de genes incluidos no processo resposta a estimulos, 0s genes
Eucgr.E02595, Eucgr.B01064, Eucgr.L03738, Eucgr.H01823, Eucgr.H02207, Eucgr.E02315,
Eucgr.J01316 codificam proteinas de resisténcia (classe TIR-NBS-LRR), envolvidas no
processo imune de plantas, conforme ja descrito anteriormente (ZHOU, 2022). Também
incluido nesta categoria, o gene Eucgr.E03204, um receptor transmembrana envolvido em
processo de resisténcia a doencas (WANG, 2020). Estes resultados indicam que de fato o
mecanismo de resisténcia ao distdrbio fisiolégico ndo esta associado ao sistema imune e,
consequentemente, substanciam o argumento de que sinais abidticos sdo os determinantes
predominantes que acionam a sindrome do disturbio fisiolégico. Também foram incluidos nesta
categoria 0s genes Eucgr.H04573, exonuclease Ill, com funcdo de fosfomonoesterase na
posicdo 3' do DNA (LIU, 2020 e Eucgr.L01744, Extra-Large Guanine Nucleotide-Binding
Protein 2, que estd relacionado com transducdo de sinais envolvidos no crescimento,

desenvolvimento e respostas a estresses bioticos e abioticos (PETUTSCHNIG, 2022).

4.3 Analise da expressdo genica de genes candidatos diferencialmente expressos

Para validar os resultados obtidos no RNA-Seq, foi utilizado como metodologia de
analise PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) das amostras 520 SS, 520 AS e 1404 R.
Para as analises foram selecionados trés genes up e down regulados no contraste 520 SS x 520
AS. Os genes regulados positivamente escolhidos foram, bHLH (basic helix-loop-helix)
relacionado com diferenciagéo celular e regulagdo do ciclo celular, Leucine pertencente a
familia de proteina quinase e TIR-NBS que esta relacionado com resisténcia a patdgenos. Com
relacdo aos genes regulados negativamente, foram selecionados o gene KCS 2 envolvido na via
da sintese de acidos graxos, ANAC098 (No Apical Meristem) relacionado com fatores de
transcricdo envolvidos no desenvolvimento das plantas e DRT 102 (DNA-damage-
repair/toleration protein) relacionado ao reparo de DNA. Como controle endogeno foi utilizado
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0 gene ACT (Actin-related protein 3).

De modo geral, todos os genes selecionados apresentaram acumulos de transcritos
consistentes com os resultados do RNA-Seq (Figura 9). Com relacéo aos genes positivamente
regulados (9A) bHLH e Leucine, foi verificado que o acumulo de transcritos foi superior na
amostra 520 SS em contraste com a amostra 520 AS, confirmando o resultado obtido pelo RNA-
seq. Com relagdo ao gene TIR-NBS ndo foi possivel visualizar diferenca entre o contraste 520
SS x 520 AS, mas foi possivel confirmar o enriquecimento do gene em questdo na amostra 1404
R (clone resistente) em contraste com o clone 520 AS (clone assintomatico), conforme
verificado no RNA-seq.

Com relacdo aos genes regulados negativamente (9B) KCS 2, ANAC098 e DRT 102,
os trés apresentaram um padrao de resultado esperado, com maior acumulo de transcritos no
clone 520 AS quando contrastado com o clone 520 SS. Além disso, os genes KCS 2 e
ANACO098 se apresentaram regulado positivamente no contraste 1404R x 520 AS. No RNA-
seq, foi verificado que o gene DRT102 é down regulado no contraste 520 AS x 1404 R,
conforme confirmado pelo PCR quantitativo. Portanto, o resultado obtido pelo qRT-PCR

confirma o resultado obtido pelo RNA-seq, validando dessa forma o ensaio de sequenciamento

realizado.
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Figura 9: Acimulo de transcritos de genes marcadores em folhas de eucalipto de clone sintomatico (520
SS), clone assintomatico (520 AS) e clone resistente (1404 R). A expressdo dos genes indicados na figura
foi determinada por gRT-PCR e a expressdo genica foi calculada pelo método do 2-ACT. A) Expressdo
genica de genes regulados positivamente no contraste 520 SS x 520 AS. B) Expressdo genica de genes
regulados negativamente no contraste 520 SS x 520 AS. ACT (Actin-related protein 3) foi utilizado como
controle enddgeno. As barras indicam o desvio padrdo da média, baseado em repeti¢bes técnicas e
replicatas biolégicas (n=3)
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5. DISCUSSAO

5.1 Desenvolvimento de marcadores moleculares associados ao disturbio fisioldgico

O disturbio fisiolégico € um estado de anomalia fisiologica que acomete clones
suscetiveis no sul da Bahia, resultando no comprometimento da qualidade da madeira. Apesar
de jéa ter sido identificado um componente genético no carater resisténcia e suscetibilidade, as
modificagdes moleculares associadas ao distdrbio ndo sdo conhecidas e marcadores
moleculares que poderiam ser introduzidos em programas de melhoramento associados ao
carater suscetibilidade ou resisténcia ndo foram identificados.

A utilizagdo de marcadores SNPs no cenario atual é crescente devido sua abundéncia no
genoma, identificacdo mais barata, especificidade do locus, além da sua quantidade no genoma
e a facilidade de identificacdo através de tecnologias de sequenciamento de proxima geracao
(NGS). A utilizagéo dessa ferramenta de sequenciamento permite verificar a presencga de SNPs,
presenca de insercdes ou delecdes e tamanho ou nimero de repeticdes em tandem ao longo de
uma sequéncia de DNA em estudo. A analise desses aspectos fornece subsidios para
identificacdo de marcadores moleculares, podendo ser utilizado para identificar uma variacéo
genética em determinada regido do genoma (KUMAR et al., 2021).

Nesta investigacao, foram selecionados genes diferencialmente expressos pelo distdrbio
fisiolégico e analisados a presenca de SNPs nos respectivos promotores que pudessem estar
associados ao carater resisténcia ou suscetibilidade. Foram utilizadas sequencias de promotores
de quatro clones resistentes e cinco clones suscetiveis. Esta estratégia permitiu identificar SNPs,
mas ndo Indels, comuns aos promotores de clones resistentes e de clones suscetiveis. Além de
clones suscetiveis e resistentes apresentaram Indels nas mesmas posicdes de promotores
avaliados, os tamanhos de fragmentos preditos ndo foram consistentes com a mobilidade
eletroforeética dos fragmentos amplificados. A néo ser pela baixa qualidade de sequenciamento,
nenhum outro argumento cientifico é passivel de ser levantado para reconciliar esta aparente
contradicdo. Um exemplo caracteristico foi a presenga de insercao na regido promotora do gene
KASIII de todos os clones de eucalipto resistentes ao distdrbio fisiol6gico 1572, 1644, 1407 e
1404. Entretanto, foi confirmada a presenca de inser¢do em dois clones de eucaliptos
suscetiveis assintomaticos 520 e 5204, ndo caracterizando a insercdo exclusiva de clones de
eucaliptos resistentes. O gene KASIII seria um étimo candidato para marcador molecular pois,
é regulado negativamente no estado de distarbio fisiolégico conforme verificado no

transcriptoma de caule. Além disso, esta envolvido na sintese de acidos graxos de cadeia longa,
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sendo importante para a condensacéo inicial da biossintese de &cidos graxos (NOFIANI, 2019).

Por outro lado, alguns SNPs puderam ser associados ao carater resisténcia e
suscetibilidade, embora uma associacdo genética ao fendtipo ndo foi avaliada ainda. Por
exemplo, foram observados SNPs nas posi¢Ges -1366 (T/C) e -1373,-1374 (AT/TC) do
promotor do gene RPT2 conservados para clones resistentes e suscetiveis. RPT2 é induzido por
estimulos abidticos e regulado positivamente pelo disturbio fisioloégico em caules sintométicos,
sendo esse gene responsavel pela transducéo de sinal regulacéo do fototropismo em Arabidopsis
(SAKAI et al., 2000). Os oligonucleotideos desenhados para 0 SNP -1366 ndo reconheceram
especificamente o respectivo promotor e amplificaram dois fragmentos, indicando ndo ser
especifico para esta regido do genoma de eucalipto. Consequentemente, 0s experimentos de
associacdo genética com o fendtipo, utilizando estes oligonucleotideos marcadores néo
puderam ser realizados. Experimentos para selecdo de oligonucleotideos marcadores capazes
de distinguir SNPs na posicéo -1366 e -1373,-1374 estdo em progresso.

Existem outras metodologias com maior sensibilidade para realizagdo da genotipagem,
como por exemplo a KASP (Kompetitive Allele-Specific PCR) que permite realizar
identificacdo de SNPs em regibes especificas, através da leitura de fluorescéncia terminal,
utilizando oligonucleotideos fluorescente-especificos que permitem a marcacgdo bialélica de
polimorfismos de nucleotideo Unico em uma reacdo de gRT-PCR. Essa metodologia é
altamente precisa e com custo acessivel e, para que a metodologia de KASP seja eficiente, 0
desenho dos oligonucleotideos devem levar em consideracéo as variacdes entre sequéncias nao-

alvo, garantindo a deteccdo dos alelos polimérficos alvo (STEELE, 2021).

5.2 Transcriptoma induzido pelo distarbio fisioldgico em folhas de eucalipto

O disturbio fisioldgico em eucalipto atualmente interfere diretamente na qualidade da
madeira, devido aos seus principais sintomas como a necrose do tronco principal, perda da
dominancia apical, clorose e encarquilhamento das folhas. Devido a grande producdo de
eucalipto no Brasil, principalmente na regido sul da Bahia, é importante esclarecer as bases
moleculares do disturbio fisiolégico com um objetivo de realizar diagndsticos precoses,
evitando maiores perdas na producdo de eucalipto. Nesta investigacdo, foi determinado o
transcriptoma induzido pelo distarbio fisiolégico em folhas sintomaéticas do clone 520. Além
disso, foi determinado a variacdo global da expressao génica em folhas do clone resistente 1404,
crescido nas mesmas condi¢Ges indutoras do distarbio fisiolégico como do clone 520,

comparado com o clone 520 assintomatico.
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O transcriptoma induzido pelo distarbio em folhas sintomaticas do clone 520 revelou
um enriquecimento de genes regulados positivamente na categoria fatores de transcrigdo
induzidos por estresses abidticos, como genes da familia NAC e ERF, que estdo de fato
relacionados com respostas ao estresse abiotico em plantas. Além disso, foi verificado que o
gene que codifica a proteina glutaredoxina monotiol e genes da familia RRTF1, que promovem
a manutengdo de um ambiente redox quando desestabilizado por espécies reativas de oxigenio
(ROS), induzido por estresses abidticos, foram também regulados positivamente. Estes
resultados indicam que o ambiente redox é um componente importante no estabelecimento do
estado de distarbio fisioldgico. Além disso, indicam que o estado do distarbio fisiol6gico
compartilha com outros estresses abioticos a regulacdo positiva de fatores de transcricdo
normalmente induzidos por estresses, ndo caracterizando uma resposta especifica do distdrbio
fisioldgico.

Na andlise de genes regulados negativamente pelo distarbio fisiolégico em folhas
sintomaticas do clone 520 foi observado um enriquecimento da categoria “metabolismo de
acidos graxos”, sendo consistente com os resultados previamente obtidos para o transcriptoma
induzido pelo disturbio em caules sintomaticos do clone 520. A producado desses acidos graxos
de cadeia longa, cutina, suberina e ceras é importante para a manutencao da turgidez das folhas,
uma vez que se trata de substancias hidrofébicas responsaveis pela impermeabilizacdo de
tecidos evitando a perda de 4gua por meio da transpiracdo. Além disso, os acidos graxos de
cadeia longa sdo essenciais pera 0 desenvolvimento das plantas por isso, um declinio na
producdo desses acidos graxos afeta diretamente o desenvolvimento da planta (DE REZENDE,
2016).

Na andlise dos genes diferencialmente expressos em caules de eucaliptos 520 suscetiveis
realizado em estudo anterior (BR102022025625-0), foi verificado o enriquecimento de genes e
fatores de transcricdo relacionados ao estresse abidtico, sendo esse resultado compativel com
0s obtidos na analise dos genes DE em folhas dos clones 520. Além disso, foi destacado a
repressdo de genes relacionados a sintese de acidos graxos de cadeia longa, sendo também
verificado em caules suscetiveis. Estes resultados confirmam a hipdtese da presenca de genes
diferencialmente expressos comumente associados ao estabelecimento do disturbio fisiologico
tanto em caules quanto em folhas. A observacdo de que a diminui¢do do acumulo de &cidos
graxos pode ocorrer em dois 6rgdos distintos, que apresentam sintomas fenétipos diferentes
durante o estabelecimento do distirbio, deve ser analisado em experimentos futuros como
estimulo molecular que leva ao desenvolvimento dos sintomas do distarbio fisiologico.

No contraste dos clones 1404 R vs 520 AS, crescidos sob condigdes indutoras do
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disturbio fisiolégico, a categoria bioldgica antioxidante foi enriquecida para genes regulados
positivamente, além de genes envolvidos em transporte e localizacdo celular de proteinas (ROS)
(LUO, 2022, PINTO, 2016). Possivelmente, a expressao aumentada desses genes contribui para
carater de resisténcia do clone 1404 em resposta aos estimulos que desencadeiam o disturbio
fisiol6gico. Em contraste, sob condic¢des indutoras do disturbio, houve uma repressédo acentuada
de genes envolvidos no sistema imune de plantas no clone resistente. Estes resultados descartam
a possibilidade de que estimulos bioticos seja fator determinante para desencadear o disturbio
fisioldgico, sendo absolutamente consistentes com os resultados do transcriptoma identificado
nos caules do clone resistente comparado com o clone suscetivel.

Em resumo, a anélise da expressdo diferencial de genes demonstrou que o distarbio
fisiolégico induz mudancas moleculares tanto especificas como comuns a outros estresses
abioticos, como seca, temperatura e luz UV. As mudancas moleculares conservadas induzidas
no estado de disturbio fisiolégico incluem genes envolvidos no controle do estado redox,
revelando em comum a outros estresses abidticos, o estado antioxidante com um dos
determinantes do distarbio. Como mudancas moleculares especificas do distdrbio, destaca-se a
repressdo de genes envolvidos no metabolismo de &cidos graxos, consistente com o
transcriptoma induzido pelo distirbio em caules sintométicos. Além disso, foi possivel
comprovar uma sobreposicdo de mudancas moleculares na expressao génica no transcriptoma
induzido pelo disturbio no caule e nas folhas. Uma vez que os sintomas do disturbio divergem
no caule e nas folhas, o trancriptoma sobreposto derivado de diferentes 6rgdos deve revelar

estimulos moleculares comuns que podem levar ao estado do distarbio fisiologi
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Figura S1: A) Reacdo de cadeia polimerase com o0s
oligonucleotideos do promotor do gene KCSI. B) PCR como 0s
oligonucleotideos do promotor TILL 1 e C) PCR com o0s
oligonucleotideos do promotor MSH2. O nimero na nomenclatura
do oligonucleotideo corresponde aproximadamente “a posi¢do de
anelamento no promotor do referido gene. Os clones 1572, 1644,
1407 e 1404 sdo resistentes e os clones 5341 2361, 520, 1296 5204
sdo suscetiveis ao distdrbio fisioldgico.
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KASTIL s7ERc

KASTIT 1570

KASTIT 157000

KASTIT 157000

KASTIT_ 157205
KASTIT 1644
KASTIT_LA07AS
KASTIT_L40ans
KASTII_B2od
KASLII_H341RS
KASILI_62Z0
KASIIL_Z3G1AS
[seauencia_ReFeroncia
KASIII_1296AS

soo

FRGTIT_Te00ns
KASTIT_1572AS
KASTIT_ 1644
KASTIT 150 GIclTlnm:l:rnGtrnn'n;'ll;ncrtn'lrt
KASTIT_1a0dn: ACCATGCTARTGTGRCTCATTE
TT_s20d TOCTARTGTGACTCATTC
KASTII_S341AS ERTOr TRATOTARETEATTC
TLT_520 ATGEE TAATGTGACTEAT T
KASLIL_23B1RS
Jsequencia_Referencia CTCCCGTGCTACTATTTCTCGTT GTATATATTGACA TGCTYATATAGTCY T TAAC
KASIII_129GAS TRCCCTTaE TN T aTaNTIENTTE
Consensus A =t L T S e

w20

TATGGE TEC TACA AR Tan SCTRc S 5
TATGGETCCTACA TCCARTTAATARAGAGARACC TACCARGE LA
TATGGCTCCTACAT TCCARTTAATARAGAGARACCTACCANGECAMC
TATGGCTCCTACA TCCARTTARTARAGAGARACCTACCANGECANC
TATGGETECTACA TCCARTTARTARAGAGARACC TACCARGE CRARE
TATGHETECTAGA TCCARTTARTARAGAGARACC TACEARGE CHRE
TATGGETECTACA TCCARTTARTARAGAGAARCC TACCARGE CARL
TGEGCTEC THE AL CEARTT GARACE TACCARGE CAAC
TATGGETECTAEAT T TEFEC T C THECAACE THACCARGCCGHC TCERA T AN TRRAGHGARACC TRCCARGECHIG
TATGGE TECTACATT TCTCCTCTACCAACE TARCCARGCCGACT TCCAAT TAR TARAGAGARACC TACCARGECAAC
TEETHaCNATCARNTONE GO GNCTTOCANGRTOROBOTETTTATORE TECTREATITETCETETHECANCETANECANGEEGAETTECANT TN TANIGNGANACCTRCEANGCCNCTTENTGCTE
670 sa0 F10 F20 7ao 7a0 FHo 760 770 700
AR TACARCGAC CRARR CATTARARTGTCC CrrrEicey TERTCT TTGAGH
GRARTACARCGACCANRA GRCATTARANTGT CC TETCE: TTGAGAT!
GRAARTACANC GACCANRA GRACATTARANTGTCC T CT B AACEARGACT A TE T ARCCANCAEATTTOROAT CACAICANAEGCCEAN
GRARRTACANC GACCANNT GRCATTARARTGTCC lG'll:r-l'El:ﬂnGnnllGl":nTl:ﬂ'lt.'lI.'.nDcllnl:Gl:n TronGRTERCANCANNECEGEAN
AR TACARCGA GACATTARARTGTCC GERRGEARGRCATGATCTORCEAR TroRGATCACH
AR T CE RARTETEE
SRRATACAAL . RCA 1mmn v ARGACHT AR
AR FAC) N T ARCGNECAARAT TOCARTECCCGAT TOACAT TARARTETCE TGEARGEAAGACAT G T TORGATCACARCIA
FUAE TARCE TE FRACCT 1 QAN TACANCGACCRRNT TGEARTECCCGT TGACAT TARARTG T CE T8 COTGERAGERNGACH T GATE T GACCANCGGAT T T GAGRT CACARCARAEGEGCAR
AAC TAACC TC TARCCT TGAAATACARCGACCAARAT TGCARTCCCCGATTGACAT TARARTGTCC CGTGCARGCARGACATGATC TGACCARCGGAT T TGAGATCACARCARACGCGCAR
ARG TAACE TC TARCCT TGAARTACARCGACCAARAT TGCARTCCCCGATTGACAT TARARTGTCC TGTCGT GENNGENNGREN T GRTC TOACEARCGGIT T TGRGATCACANCHINEGEGE M
Fao 800 a0 a2 B30 a0 a5 s60 870 ane 890 200 a0
AT A TRCCTCGAT T T T T AT Tan T A T G B G T T T T G T AT TG TRCGETECCAn—CARGTCT
AGCGTACGTARAATCARATTANATGCACTGTCART TAT TAGARTACGGTCCCAN—CARGTCT
AGCGTACGTARMATCARATTANATGCACTGTCORT TAT TAGARTACGGTCCCAA—CARGTCT
AT AT AN T TN AT CNC T T CaNT TAT TAGAATACGATCECANRCARGTCT
AGEGTACGTARRATCARRA
TR G TARAA
G w Hmn T
TRRATGCACTAT ATACGGTC
TRNATOCACTGTEGRT 1T TRGARTRCGOT CECAN—CARGTCT
TR TACACTGTEANT TR TRGARTNCGOT CECAN—ENRGTCT
ARTTACTGEC TCGG AATGRARA COATGACCCCATT TAGEGTACG TARAATCAARTTARATGCACTGTC AT TAT TAGARTACGGTCCCAR CARGTCT
11 aze 930 aa0 aso aco azo ano ase 1010 1020 Lo
COGAGARRACARGGANATAGGGACANAGGARAGCATCEC TG T TCTCARRG_CATGAATC Y TCAGE TCARGRARATATCGE TETGGT TGE T TGACATGTC TGGCGON
GO CCCTO-TTCTCARAG_CATGAATCTTCAGE TCARGRANATATCGE TOTORTTOCTTARCATETE TOREaEnn
T T T TCnNNG - CATGNATCT TEAGE TEANGRARATATEGE TETEGTTOE I TONCATGTETRCACAN
CECTEETTETCAR TGAATCTTCAGE TEARGARARTATEGE GTOGTTACT TORCATATE TERCGEAR
CTennn rn1rnn1r1rrurr CARGAARATATEGE TEGT TARCATGTE TRRCGEAR
RGRARNTATE:

CoonoRRRRCARGERNN

CECTOoTTETChAN
CCCTG=TTCTCARA
CCCTG TTCTCRAAA

AGGGACAARGGARAGCRA

HATC T CHGE FE
BoEATGRATCTTCAGETE
G-CATGAATCTTCAGE TC
6 CATGAATCTTCAGE

CARGAARATATCGE

it
ARGHANNTATCGC
ANGRANAATATCGE

i
TG C T GGCGCIn
BETTONCATOTE ToBCRCAN
GCTTGRCATGTC TOGCGCRR

TETGGT TGCT TGRCATGTC TORCGCRR

oa1 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 11490 1150 1160
T T G T G T R T L T L T T T G T TG T T T G N GEC T TC G TN T T TG TCANNAC ETATCATAGANT,
ANATTARTGGACGEOGAGGGTCCG COCCCAGGTTTCACACTTETCACGANNTAMTAGACATCATT TGCANAGCCT TCGTARNTTTGTCARNACGTATCATAGARTE

TR T GO COGUGNGO0 T el THBECCEC  TCGEECHGRT T TEACACTTETEACONIT I EAGNCHTCHT T TGCRAIGEC T TEG T 11O CRIINEG1ITCNTRGHNT
471 1180 1190 1210 1220 1230 1040 1250 1260 1270 1280 1290
TATGATGAGATGAG CAGTAANTGAGT T TATARATANTATGGGTGT TAANTGGETCA ARnn T
TATGATGHGATGAG CAGTAARTGAGT
TATGATGRGATGAG CAGTARRTGAGT
TATGATGRGATOAG AGTAARTGAGT
HT AGT
P GHGT
1T GRT GRGATGAG TGAGT nrnncrnnpn
TATGRTGAGATaRG CAGTAARTGAGT
TATGATGGGAT! CAGTAARTGAGT r.nrn
TR TGNT GoGATGNG CAGTAARTGAGT GGAT
TATGAT GHGATGRG CAGTAARTGAGT TARATART AT GGETGT TANR Tl teraec.cunt

KASTIT 157200
K

AST:
beauancia Gatarancia

1301 1310 132 1370 1390 140 A 1az0
ARCT TARACE CARCCCGEE TTCGTGETCAT GCCTCAGTTTTGATGTANT AANT TAGAC TARATATGH
ARCT TARRCCARACCCACE TTCGTGETCAC GCCTCAGTTTTGATGTARA ARATATGA
ARCTIARACCARNCCCOCE GECTERGTTTTGATGTANG ARATATGA
ARA ARATATGA
ARRA
CTCAG AHA
GECTEAGTTTTGATGTART
CRACTTGA GECTCAGTTTTGATGTANG
cRC GCCTCAGTTTTGATGTANG
AAC T TARACC ARACCCGCE cAc o GCCTCAGTTTTGATGTANA
ARG T TARAC CRCTTGAT TTEGTGE TR TC g b An GRTGTAR.
1431 1440 Laso 490 1500 ans0 1530 1540
ARGTCTITTAG ThNTATGN AGAANT TGGTCANATCGOGT TOG! GOATTGEACCA
T TARTATGA GARTTGTACCA
TTTARTARRTATGR GAA
T AR—TATG GG
TTAATAR-TATGA G
AR—TATGA T
TAA—THT G GAR
TAA-TATGG GAR
TTTAATAR-TATGG GAN
TTTAATAA=TATGGTAATGTA TG GAR
TTTTAME aF . TATGETASEGTATGRA AGAART gGATEAR awh Than c
1880 1590 1620 1630 1650
TANGGTT—GACCTATC TTGOTGT TGGTAGCANANGA———GAGEC T T TCOACCACGARRTATGCCCAT GG TCGANTGOCGE GECTAGAACCGATAGGETCANGACANCACANTCGAGTTE
TARGT TT—GACCCATE. T T G~ GG T T N G T TGN T (6 T AN G GE GG CTNOANC CON TG TEANGACANCACANTEGRGTTG
TARGTTT—GACCTATE T T T G~ G T T G R G T A T~ AT G T AN GG GG T T AGAAC COA T GGGGTEAGACARGRCARTEARG TAG
TTGGTAGEARTAGA=——GAGECT AR —AT CARGTAG
GT TTGGTAGEARARGR———GRGECT H i CARAG
GHGT! lnnmrrn.m_(.vnn_ T TOGTAGEARANGR——TGRGEC T T1CEGRCACAN CGRAT GOCOE GG 'm.nm.r_c.nmm.cn.um.m.uunm_nu CARGTAG
GAGT! T—GACC T TG T HGCAATHONGRRRAGEC T 1 1CoGRCACGRNN CGARTGGEGEGG T TAGAACCGE T GHGGT i
BRGTETANGTT T GRCCENTE T TGGTAGCARTAGA-——GAGEC T T TC-GRCACGARR AT GOCOC 0 T TIGRACCON T BOGOTCANGATANGRCAN
GRGTCTARGT TT—GACCCATE T TGGTAGEARTAGA-——GAGEC T T TC—GRCACGARR COANTGHCGCGGTTAGAACCGATGHGGTCANGACARGICAR
GAGTCTARGT T T =G TTGGTAGEART AGR-—=GAGEC T T TC—GRCACGAAR CORRTGOCGC GG T RGRCCGA TGLES ¥ CRAGACANGRCHN
GAGTCTAAGETT G TTGGTAGEARE AG) AGECT 2 FTCGART T GGG T CHAGAC AR ERCART
1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1780 1790 1800 1a10

TCATTGAT TAGGARAACGGARGACCARCCOCGCACGET TGCARMAATACGCOATGET TGOAGACH
ll'llll:l'll:l‘lﬂ'lﬁlll"lnﬂnﬂnE

TERTTARTTRGIARARCAGANGACCARCCACEENCAGT TacARNN!

CCORGTGE:
CCOAGTGE
AGTH

'
GCTGCACGCTCCATCGARCCE TCCONAC TCCATCCANCGGE
B T CNCGETCCNTCOANCCETECGANCTECATEEARCHGE

GEACOETCCATCGRAACE TEEGRAE TECATCERRCHOnE
GCACGETCCATCGARACE TCCGANC TCCATCCANCGGG
GAACGETCCATCGARACE TCCGANC TCCATCCANCGGG

GCACGETCCATCGARACE TCCGRAC TCCATCCARCHGE
it Lol RAC TCCATCCARC

GEGAC
GEGAC

CCACGCCTCCGOACGACE
CEACGECTECGEACGRCE

COCOGGCGTGARTCCTACACCCCTTC
COCOGGCETAARTECTAEACCEETTE

COCOGGEGTGHATEC THEACCECE TE
COCGGGCGTGANTCC TACACCCE
COCOGGCGTGARTEC TACACCCE

coEATCCGETOGNEANARN
ECEATCEGETARRCARAR
ECEATCEGEC)

COCOGGEGTEARTECTACALCCE

CECCNTCCOLCOGACARNANTCEGTCR

Soqu-nc.l. et orancie
ASTIT_1296AS

GCTGGARRGTCGATCG
GETGGARAGT COATCG
GETGGARAGT CEATCG

rnst:lx 23 E5EnS : COGAC ARARATC
HGACARARAT
1990 2010 2020
KASIII_1572AS CGTTITOGGANCTCAGCGGAGCATTGCACGACTE TCCCACACGCOEGEGEACEEGEACGETATTGAGTAC CAGGGANGCACAGAGAGGGAGAGGGRGNGEGE W
T lBad COTTITOOGARCTCAGCOGAGCATTGERCGAC gl'l.'.EEEE:EECECBEBCRI:EI:EI:HI:GI: ATTGEAGTHA :nnﬁﬁﬂnncncnﬁnﬁnﬁﬁﬁnﬁnnsﬁnnnncﬁc:

RACGACTE
ANE TEAGCOGABEGT TGEACHACTETCCOR0nT ChChEGEGEACGE AU GGARGCACAGRGGEOAGAGGLAG
COGANE T ENOE GGAGCGT TREACEACTE TECCECACCOCOEECREGEGETaE AGGGRGNGE
B GHAC CRG G GG GCG T TG RC A T C T CCCUCACCICGCOENEGEaCATGE
ACTCAGCGHAGCG T TGCACGAL T GCRCECHCOCLCNCGEGLHLGE
EGERHI’YC“E(EBNEL&: C CACGETAT TGNG TAC
(= TATTG ACTGTT
2100 2130 2140
T COGACCETECARTGATT AAGACCCGATCOCTGT)
T CHGACCETECAATGRTT ARGACCEGATCOCTAT CTCTCTGTARTE
v i ¥ AT G ART
T CHGACCE v CCCGATCHCT G
T T ARGACCCBATCOCTAT
T ¥ AAGACCCGATCGCTGT!
T i) ARGACCCGATCGCTGT!
T v ANGACCCONTCOCTGT
v c T AAGACCCGAT G Teee e nTe
A T nr e ATCT CreTaTAnT
AT AT ELCCCETTAT T AT T TAAGGE T T T TRGEE T TTE T T COLAECE T ECANTORTT T EAGE TATARGACCCGNT COETGTETCCCCT TEGE T T ECECRECENTCT TEGRTETETETETOTANTG.
2211 aaz0 2230 2aa0 2280 2260 as7o zan0 aa00 2300 2310 2az0 2330 23
GGTTOTCCORGCATGECTO O GR T AGAGE TG ARGGARGAGARNANTCCGRGE COGTROCTG AGAGACAT COAGAGAG
GRTTG A GRAGRARR EaGT I} £

2341

Hiths u ﬂn s -nunm:n
CHEGATHGHG R TG G
ETCOEGATHGRGE | CGHEARGGARGAGRANRN | CCONGE

CTCHCaNTGAGE TCENGINGLANGGHRNNN TCCGNGE
CTCGCGATAGAGE T CGAGAR GRAGAANANTCCGRGE

T n:liﬂlscﬁtlsl’.l,l.u LGCGBI’HERECTCEHEHRGWBGHGHIIHIIHTCCGHGI.

TCT

2350 2360 2370 2379

GRAGAGAGA
GRGAGAG

GRAGAGAGAG
GRAGHGAGAG
GROAGAGA

hﬁhﬁrﬂﬁ

GAGGGAGGEAGGEGAGGCTCCARGTGATTTTAAR

Ga
ERRGACARS e+ e s ee v asmsasosesansnsasosnnnnn

GEAG
GCAGACH

COAGAGAG

TATTY RGRGAG

Trarar TCG
BT T T ECGAGET BEC oG T T ETC T COEONTRGHGE T CENGANGEANCACHANANTCCGREET T TGTCTEGGTGOC TG TGN T THCNCACAT T CENGACIT TGO TTGTTCOT TG TETTCORGAGNG

Figura S2: Sequenciamento do promotor do gene

1644, 1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204.

KASIII com 2000 pb, dos clones de eucalipto 1572.
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T To ) EQ £ EQ &0 7o B0 L EX Ti0 1T0

Ty AT T GGG TC—GhTCANA-—GACGCATCGN— GAATATGNARATCCATTYCGTTGRACCATC

TGGCT TGYCAT

GAACCATCATTGE TGA

TYAAT TG RATCCRTTY GAACCATCATTGE TGA

T T T T TCGGT T TE GOTERN . hoa CatCOn T TGEGNN AT GRRTCORT T TCOT TOINCEnTENT TGETon

131 190 15 160 170 180 190 200 za0 2a0 250 260
TYACCCCARARAT TCTATGARTE TAAT TCAACCAT TGAAATGAAAAGAGAGE TAGARA TGCARGAAR TTATTTHCCTATCGART TTCATGTTTA

THGAGTTTACCCCARARAT TCTATGARTE THAT TCARCCAT TGAAATGARARGAGAGG TAGARAA T GCARG AT T TACE TATCORAT T TEATOTTTATOOAATTCR

TOGAGTTTACCCCARARAT TATTTACC TATCGARTTTCATGTTTATGGARTTCA

TOGAGTTTACCCCARARAT TTATTTACCTATCGARTTTCATGTTTATGGAATTCA'

TOGAGTTTACCCCARARAT AT T TACE TATCONATTTEATGTTTATGGARTTCR

TEETTTGTGTTGT TTEATTATTTACE TATCGA
aa0 ase a6 a7o

TGGAGTTTACCCCARARAT TETATGARTEC TAART TCARCCAT TGARARATGARAAGRGAGE TAGARATGCARGAARCT
261 =270 280 280 300 a1 azo a3o

S00

AR AR ATG AAL AAGAGEARCCCH AR il CORACGAGACAGATCTATGCARACCCAT
BACCCOACEAATOOEARACEEATOCHTOTCCET TOTATOECE TAAC GHGTARGAGEAACE TEEGACORTARGATEE AGERRARARGAT T TEGRACOAGREAGATCTATOCARACCCATEOE
Glu:l:l:l;nl:l:ﬂﬂ'rl;l;l:'lﬂntCGIIYGI:G'IG'II:I:C'ITL‘.IHTEI:l:l:rﬂntGl;l.:tnnt.nGl:nﬂctl:l:I:Gﬂtl;l;'lllﬂcn'rl:I:GI'ITTI:l;l:l:ﬂctﬂnllﬂﬂnnl;llrrrtGnl!ccnt.nl:nGﬂTEanGcnnﬂl:cl:n'n:Gr.

CCTTGTATGECE TAACGE nrGEaAnnccoaT
TEEGTGYCCETTOIATGCCCT, ATEConT T TETA
GACCCGACCARTGGEARACCGA AT BECE AN T ARG ANCE T CCGACGE ARG ECORT TE ARARGAT T TEGARCGAGACAGATE TATGCANALCCATCGG
GRCCCONCENAGGGEANAE CONTGEGT 0T CECT T O TAT GCCE TRAC GGG T INGNGEANCE TCEONCGG T ANGNTECON T TEOOGHGCRNANNNNGAT T TCONNCONGRCAGATC TATOCANAECCATCG0
GACCCGACCAATGGCARACCGATGCGTGTCCCTTGTATGECE TAACGGGTAAGAGCAACCCCCGACGE TARGA TCCOAT TCGGGAGCGARARARGAT T TCGARCGAGACAGATCTATGCARACCCATCGG
B T T T L T T F G L L GG T A Gl T G T T GGG G AR G T T T CGRNCGHGACAGH TC TATGCARACCEATCGE
GRC A ARACCGAT AT THAL THAGAGEAAL THAG T ARARARGHT GRACGAGACAGHTCTATGEARACCCAT

521 530 570 580 590 £00 630 &40

AARCTTCT TEANTGGCTTGACCATGTTARTAGTCTANTT T TGGA
ST B T

ARRCTT C ACCCGATGHA

ARACTTC T OCEEGNECECONECECOACECCONEEE TONECECONCECCONCECanTaon

=§2§¥H§ AAAGARGCCT T TGGTAAGTACAGCARAT ACGAGTCAATGGE T TGACCATGT TARTAGTCTAAT TGCCCGACCECAGECECGACCECGACEE TEACCCCGACCCCGACCCGATGGRA

GANGCC T T TGGTANGTACAGCARRT TECECENCCECRACCECGACCCCEALLE TERECCCUREECCGREECURT GER
HA-CE THR HART L GHT

0
AATCGGACGAG TC A
AT CRORCORGTCAATEOETTORECATOTTRRTAGTETAN

llb'lﬂDnﬂlEC;TTGI‘IYRgGTﬂEI‘lDcnl\n' B CCONCEE CONECECOACCECERCCE T ORECCEOREECCONEECanT o0

AAAGARRCCTTTGGT AT TG GGG TN TG GC T T GNE C AT T TR TG T CTANTTCCCGNCCECENCCECONCCECONECCTOACCCCONCECCONCECanTaGn
ARACTTE AR, CAATGGC TTGACCATGT TARTAGTCTARTT! T TGGA
651 G560 G70 GO0 G0 700 710 720 Fae Fan 750 60 770 70
GECGACATET TCGGET T TAGGAGE TRACCEG TEGE T TCACCANCANGRGE TGACCACE T T TEAGALGTGAG GCARATHGGAG——CCCTCCT T T TCCARAGGTAT.
GECGACATGT T TTTAGGA CBET CRACARGAGE Gh CHAR TAGGRA G- =TT ARGETAT

GACCCGTCRET
GACCCGTCGET
GACCCGTCGOT
GACCCOTCRET

GCCGACATGT TCGGGT T TAGGAGGTGACCCGTCGE T TCACCAACARGAGG TGACCACCTTTCAGAGGTGAGTC TAAC TGCARATAGGAG-~CCCTCCTTT TCCARGE
BECORCATET T CROBT T THGGAGGTGRCCCOTCRE 1T CACCRAACARGRGH TGACCACE T TTCROAGE FGAGTCTAAETOCARATABOAD . JCCCTECT T TECANGOTA

AT
TRRGCCATETEAGCTETT

7oL 780 B00 a10 Bz B30 aa0 a50
T T TG T TG T G T T T T T AT TCOCT T TCGE TGGE TN GANCACGACAGT TCATACTGATENGTGN

BEG a7o 890
TETCCOTTGTTCTITTGTGATAGCAT
TETCCGTTGTTCT T TTGTGATAGCAT

a00 210

TAACTCCTACGTCTGGTCGTCTTCT TCATACATCGET T TCGE TGGE T rnranrrnr.vrur
CTTCTTCATACATCGE T TTCGE THGE TERRCTGRTENE TG CCG C A
cC CRTACATEGE 1T TEGE TGGE T IANGANCACGACAGE 1O TAC TGATCAG LA TCACANN AACCGGT CCG oA
cc CATACATCGET TTCGE TGGE TRAAGAACACGACAGT TCATAC TGATCAGTGATCACARAGCCAGACGEC T TAACCGGT TGTCCG C oA
CE: CTTCATACATCGET T TCGETGGE THARGAACACGACAGT TCATAC TGATCAGTGATCACARAGCCAGACGECT TAACCGGT TGTCCG C GA
CE: CTTCATACATEGET TTEGE TGGE THARGARCACGACAGT TCATAC TGATCAG TGATCACARACCCAGACGECT TRACCGGT TGTCCG C GA
CE: CTTCTTCATACATE CGETGGE TARAGARCACGACAGT TCATAC TGATCAGTGATCACARACCCAGACGEE T THACCGGT CEG C GA
cE CATACATCGETTTEGE THGE TRARGARCACGACAGT TCATAC TGATCAGTGATCACARACCCAGACGEC T TARCCGGT TGTCCG, c
cC CTTCATACATCGCTTTCGE TGGE TARRGAACACGACAGT TCATACTGATCAGTGATCACARACCCAGACGECT TARCCGGT TGTCCE C G
cc CTTCATACATCGCTTTEGE TGGE TAARGAACACGACAGT TCATACTGATCAGTGATCACAAASCCAGACGECTTAACCGGT TGTCCG c G
a0 a5 260 azo avo 290 1000 1010 1020 1030

TG GECGANATACTANTTEG MACT TCGAGC T TAATARCCTTTTGAT TARTC TGTAATCARAGCAT TGAARATCCCTCAGTGEG c
T HYACTAAT TCG HE T TEGHGE | YRR THHCCT LT GH T THH TC TG T A T CARAGCHT TEHARA T CEC TCRETECaTE TS E
TG AR TACTART T AACT TEGAGE T TAGT AR T TAAT ARTCARAGCAT TGAAAR CRl 3
TG GCCGARRTACTART TEG ARCTTEGAGET TAGTARCETT 1TRRTTAATETOTARTCARAGEAT C
TG GCCGARRTACTANT TEG ARCTTCGAGC TTAATARCCTTTTGATTANTC TGTANTCARAGCAT C
TG GECGANATRCTANTTCG AN T TCGAGC T TAATANCCT T TTGATTANTCTETARTCARAGCAT c
TET ATACTAAT MG TGATTARTC TGTAATCARAGCAT

G
G m’ T CT AT TGAAR TG
TEorarey A TACTART VL ATARCCTT AT 16 T AN EARMGCRT T GANNNT COC TIRTCTTeCT T
T GT BT EOGCE T AT GG TGCE AR TACTART TEGTCC TETTET TR TARC T TEOAGE T TROTANCE 111 TGAT TARTC 1O TANTCARAGCAT T GRARATCOETCAGTOCGTETETTRTCT TacRT T
TEGTGTGTCOGECTATGAGTGCCGAAATACTAATTCGTCCTCTTCTTGT TARCTTCGAGE T TAaTARCCTTTTGATTAATC TGTARTCARAGCAT TGAAAATCCCTCAGTGEGTCTCTTATCTTGCATTA
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Figura S4: Sequenciamento do promotor do gene MSH2 com 2000 pb, dos clones de eucalipto 1572.

1644,

1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204.
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GCTICTCTATGAGEC T TCTCCE TEGGLC TAANCGE THOC TCCGGL FCCGACATCL THCARTCCACGCGEARAARNACA TGC
T YT T GG T T T CCE TG THANC GG T GG T CCGHE TECGNCHT CC TGCARTECNCGEGCAAANANNCATGE

GCTTCTCTATGAGC T TCTEC GHCHTCE TGCAR T CCHERECCARRARNACATGE

TECTTETCTATGHGETTC TECE TEGOEC T tonc TGCAATCCACGEGEARRARARCATGE

TETCTATORGE T TETECE TEOOECTARNCGE TOGE T CE BOE TECOREATEE THEARTCCREGE BEARAANANCATOE

n_nmw T T AT GAGC T TETECE TEGGCC TANNC GG TRGE TCCGGETECEACATCCTECARTECACGEGEARANNRNCATGE

I Ch ACATGE

GETTETCTATOAGE TTCTECE TERGEE TAANCOETGOETCEGHE TECORCATEC THCAR TECAEGEGEANNANNNEATOE

GTACGGTCCCT TEAGGTACGTGRGCT TG T TGATGGT T TRGARRTACT TETGE T TCTETATGNGE T TETECE TEGGEE THNACGE THGETCCGGE TECOENTEC TGCAR TECACGEGERNANNNNCNTGE
TYCTCTATGAGE T TETCCE TCGGEC TAAHCEG T CTCCGACATCE TGCARA TCCACGEGEARARRAAGCA TGE

. BETTETETATOABE TTCTECETERRECTHARCGOTROET CEBGETECOACATECTOEART ECAEGE REARRRRARCATOC

131 Lao 150 160 170 180 190 200 210 220 230 a0 250 260

A

COCGAGGCATCATG TGAAAAAATTACCANCGCARG T CHGCAGGAGGANCGAC TCCCARNAGCANG TCGOGE TAGAGT TCATACAGAT TGGT TCAGCAGGGANNCGARGARAGANGAAGAAGCAGCE TGAC
O GRGGCH T CH TG T GARANAA | TACCHHCGEARG T C GGG RGEAAC GHE T CCCHRANGEARG T CGGGE TAGAG T T CH T HCAGR T TGG T T CNGE GG GARACGRAGHANGANGARGAAGCAGCE TEAC
GGEAT GARAARAT THA CGECAGEAGGAACGAL ol TC RAGA TH CHGEAGGGAAACGARGAAAGARAGARGARGCAG
AGTCGGCAGGAGGA TOGTTCAGEAGGGARAC GARGAAAGARGARGAR

CLEGRGGEATCR CEARANGEARGTCGLGET!

EHHAANAT TACCANCGEARG T CHGCAGGRGE: AGAGT TEATACHGAT TGGT T CAGEAGGS ARGARGARGARGCAGCE TEAC
HAARATTAC i TEATACAGR! TCAGCAGE GRAGAARGARAGHR
COEORGECATERTHTGARRARATTACC ANCOCARG T COGCAGEAGBARCGACTCCCANARGEARGTCOBGETAGAGTTCATACAGATTGOTTCAGCAGGGARACORAGAANGANGARGANGCAGEE TBAC
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TILL1-1572_A3  RCTTIGGATTGATGCTCTONGEAGCGAGTANARG T TGACGANGCGAGTGHNNGT TRANCGANGCAGAGT TE TAGAGGCANG GAGRRGAGGA TACARGCA TAN TATATGCCAGNGAGCATGCG TG
TILLaTizaetas TTTGGATT nc RAACGHRG GTTC ICARGEATAARTATATGECAGA
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JELLi-Td04 s ACTTIGGATTGH € TRORGGCANC ORGRRGABANT ACARGCATAR TATATGCCASRORGCATACETE
L1—5204. ACTTTGGA
TILLATB3a1-AS NCTTTRONTTGRTGETCTONGERGEGAG TINANG T TGACGANGEGAG TGANNG T TANNCGRNGENGAGT TETAGAGOEANE GRGARGAGGNTNCARGEA THRTITATGECNGNGAGEATOCG TG
TILL1_2361_AS RACTTTGGATTGATGCTCTGAGCAGCGAGTARARGT TGACGAAGCGAGTGANAGT TAAACGAAGCAGAGT TC TAGAGGCAACGAGARGAGGATACARGCATAATATATGCCAGAGAGCATGCG TG
Fermnala G L N T T A HG TG | T GGG GG | ARG T TG G AGAG | T TG AGGE AL GG GRGGH THCARGEH THA T T T GECHGHGNGCRT GEG T
TILL1_1407_AS RCTTIGGATTGATGETCTGAGE ARGT TEAGGAAGEGAG TGARAGT TARAC GARGCAGAG T TC TAGAGGECARC GAGARGAGGATACA-GCATA-TATATGCCAGAGAGCATGEG TG-ARAGT

THETE TARAI A T
Eonaonmus  RETTTOONTTORTOCTCTORGERGEGRGT ARARGTTORGORRGEGROTGRRRGT TRAACORNGCAGAGT T TRBRAGOCAACOAGARCAOGRTACAAGEAT AT TATOE CRORCAGERTGEOTOnARRG ]
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bt GEGAGHGCHT GG TGH cen TCAGGARGRCGHARG ARTGT TGTGTTT HTGEECCAER
T TOOATOCTTETE AGGARGACGAA AART G TOT 61T TREGCONCT
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i CETGATGCCARNCC GECCTTTTIATITCTCTTCTCS
T coron PTG T TR T TCTETTETEE
T CGTGATGCCARACCE TAC TCGCCCTITTIATITCTCTTCTOC T
T = i CGTGATGCCGARACCE TACTCGCCCTITTIATITCTETTETOE AT
eauencia_Referencia CCTCGTGATGECARACCC TACTE STETTETE AT
TILLL_1407_RAS CCTCGTGATGECARACCCTACTCGCCCTTITTTIATTITCTCTT AT
T T R T G CARRE T A T E CT T T TAT T T T T C T e T e T T AT T T T C T CARAT T CRCT TARGET AL TCTOOTARNAANGAR . - - CTOCTARCT TANCAREACACEARAECAT
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TILL1-1572_AS  GIGCICGTAGRARTGIGEARAT TCARGTCHT T TCGRGE TGRRARGETAGRE T6C T TCGAHTRCGTTTGA T THARRRARAAGARRACE THAAAAG T TG TAGGARA TRCART TAGGTTTTETARTTCTATT
TILL1_1286_AS CTCGTAGARATGTGGAART TCARGTCAT AARAGEG TAGGE THEC T TCGAATGEGT T TGAT TARRARARAAGH AAAGT TGETAGGARATACAAT TAGGTTTTGTARTTCTATT
TILL1_1644_As stll:rccrncnnn":rccnnnn—cnncrnm—n—:nncctcnnnnm:rcnm—tsc11ccnm-|:c|;11n:m-rnnnnnnsmm:nnnm:l:rnnnnm;11ncrm:nnnn1ru:nm-tnc.s111n:1-ﬂn1n:1nrr
TULT_S20-AS% TAGAARTGT GG TEARGTCAT T TCGRGE T GRNANGE TCGGT TGC TTCGANTGCGT T TGATTARRNAANAAGARNACC TANRNAGT TG TAGGTTTTGTARTICTATT
TILLI_T404a_ns eTh eannT G ARTTCTATY
TILLAZ AS GG TAGGE T 1ﬁtTHGEHHH1RCHHTTHGG1I TATT
] GTRGHRH1GrGGRRHTTEﬁHGTL‘RTTTI:EnGCTGHHaHEﬁERFEETEEIIEGRR GEGTTTGHT TRRANRARAAGARAACC TRARNAGE TG TAGGARN AT T
= i G GHG FIGE TG G C i C T AIGH
bequencia_Referencia GIGETCGTAGARATGTGGAART TCARGTCATTTCGAGE TGARARGE TAGGE TGETTCGAATGEGT T TGATTARAARARAAGAARACC TAARAAGT TGC TAGGARATACAAT TAGGT T TTGTAATTCTATT
TILL1_1407_AS GI-CTCGTAGAAATGTGGANATTCARGTCATTTCGAGE TGRARNGGTCOGT TECTTCGAATGEGTTTGATTAARARARAAGARRACC TARRAAGT TGC TAGGARATACARTTAGGTTTTGTARTTCTATT
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TILL1-1872 A% i AAGARARAG
TILLA-1256- A8 TOOTCTCTARTTTTOBATAGAARCCCARACEAT TRRGBOTCAGT I TO0TTTRRT 1110 TANACTCTCTARRGRRARRGT TT1CT TRRACCOTATCAARTCORRGTE TGCOANTTARARGCTAGTARCEAR
AGARRRCCARANCCATTARGARTCAGTTTGGTTTGATTTTGTAAACTCTCTAARGGARRAGT TTTCT TARACCATATCARATCGANGTE TGCARNTTARARGCTAGTARCCAR
TTARGAATCAGT TTGGTTTGATTT TGTARACTCTC TAANGGAARAGT TTTCT TAARCCATATCARATCGARGTC TGCARATTARAAGE TAGTARCCARA

GETTGGT T TGAT T T TGTAR GGAARAGT T Ci TCGANG TC TGEAR ARG TAGT AR

GG T TG T T TG T T TG T ARAC T CTC THARGGRRRAGT T T TCT TRAACCATATCAGATC
T GAATCAGT T TG AT TTTGTARACTCTC TAARGERA) T
bouonci s RoToronoia TORTETCTARTTTTOOATAGAARRCCARACERTTARGAATEAGT TTOGTTTORTTTTOTARACTETC TAARGBARRAGT TTTET TRAACCATHTCRRATCORAGTE TRCARATTARARGET AGTARCCAR
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TCTCTAATTTTGG VGTARACTCTCTARAGE!
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L1_1572_AS TGGCACARCATCTT THARTACACTGATGTGATATGTCARARARGARGEC T TCARACACC TATCACGARATAT TAAGAAGAGACCARATCACG TG T TGECAAGARCACGGAGA T TARAAT TGTARAGATAG
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AANTACACTARTGCGATA TRARGARGAGACCARRTCACATGCTTEC ARAAR, TTGARAT TGTARAGATAG
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L1_2361_AS TGGCACARCATCTTTAARTACACTAATGCGATATGECARARARGARGECTTCARACACE TATCACGARATAT TAAGAAGAGACCARATCACATGE T TGEARAARCGCGAAGATTGAAAT TGTARAGATAG
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1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

TR T T T TG T T TR A NG T TG TG AT AT TG T T T TG TGN T T Tl CTaGTCTCTACT T T T ToARTAGAANNCCARAT TGT TARGTATATCANATCARA

T T AT T T T T TN N TG T AT A AT TG T T T TG T G T T AT CCaGT CTCTACT T T TaNATAGARNACCARAT TGT TNAGTATATCAARTCARA
GYTACTTCAATT it
T T L T T T G T G T T R T TG T Y T TGN T T AT CCaG T CTAC T T T T ToARTAGHANACCRRRT TAT THRGTATATCANNTCARA

A

-
=
=
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DI ia07oAS  G1IRCTICANT TREATTTCNT TARARGANANAANC T HARANGTCOE TACANNATACART TAGET 11 1G] G TETATCCOGTETCTACT 111 1GARTAGAARACCRAAT TG THAGTATHTCARA T CARS
Conzensus GETACTTGAALTGCaTTTCAT TARAAGARAAARAC TARAAAE TCGE TaCARAATACARTTAGCTTTTGTGATTC TATCGGG TCTCTACTTT T TGARTAGAAARCCARAT TGT TARGTATATCARATCAARR
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GaTCRCTOL TEATG! GG CTTGAG AT TGACABE

ATTCGTAGAT TARAAGE TAATARGCAG T GAT GCT TEATGTGATATGCCARAAAGGGAGE TC T TGA) CCACCARAATCATCACARG TCARTC T TTART TGACAGE T TARCC
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LL1Z1286_AS  CCGACGHACHTATRGATACACHTATARTGETTC

LU 1644_AS COATCGAL

TLLT _s2o-ns CERTEOACATRTA- ———CACHTRATARTGCTTH
L
L
L

1_T40d4_AS CCATCGACATATA-——CACATATARTGCTTATACCTTTGTARAATCGAATTTTICTTT
A———— Th TTGTARAATCGAATT T
TACCT T TGTARRATGGAATTTTCTTT

T;
T
T
T;
¥
T
T
T

T
E o CaRERTATR, .. CRCATATARTGCTTaTRCCTTTOTARAATOGRNT T TTCT TLNTCORNCTARTOCCTTCT TATARNTTAGT TEATTTTOECANATTANGG TRRARGGCARATARRTCCTRCEAN
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 510 As20 1530 A%a0 1550 1560

T Hnl‘lllIII'I'TEGTTI:EHGEIITI’ITH11IllTTl'l'l'lET1Ill[TTl’ITnIIiIlIII’I’:l’ITTTiIIIGTEGTH“TI‘"InnTCnnCTEEIGTGn{CE}}I’.‘;ECT{}'GT“ECL‘TGTCCETIII"C(:GT“HEIIﬂCGnTnCI‘IEIlI:I’
T
T
T
T
T
s e quenci.
T
1561 1579 1580 1590 1600 1610 1620 1630 AGa0 1650 AGE0 1670 1680 1690
TILLA_1572_AS RACAGAGATCATATGGT IGCAGGARART TATTGT TGACTCCCAGE TEATGIGAGETEGT T TCGCATGAGACGT TAGAT T T TCG TGGGACCCAG TATCG TGCC TATAATATCAACGGEACCGG TGACT TAAR
TILL1 1296_AS AGAGATCATATGGT THCAGGARRAT TATTGTTGAC TCCCAGE TEATGTGAGE TEGTTT ATGAGACGT TAGAT TTTEGT GTATEG TGEC THTARTATCAACGGEACCGETGAC T TRAR
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G T T TG T T G G A T T T TG T T G T O G T T G T GG TG T T T AT GG ACG T TGN T T T T T GGG C G TNTECTACC TATATATCANCOGCACCEETENCETTARN
T ACACAGATCATATEGT TG AAAT TATTGTTGAC TCCCAGE TCATG TG GAGACG T TAGAT GGGACCCAGTATCGTGLC TATARTATCA ACCGGTGACT TAAR
I RERGAGATENT AT GG TREAGERNART TR 15T TERC TECERGE TEAT L TRNGE TEGT TG TERGACE T THGAT T 1 T T BeGACCCRG THTE C THCE TR T T CANCGOEACC GG TN T TRAR
T
fsequencia_l
TILLL_1407_RS
na ACAGAGATCATATGGT TECAGGARARTTATTGTTGACTCCCAGE TEATGTGAGE TEGTTTCGCATGAGACGT TAGATTTTEGTGGGACCCAGTATCGTGEC TATAATATCAACGGCACCGGTGACT TARA
1691 1709 1710 1720 1730 17a0 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
TILLA-1572 RS CARGGHGALCGARGCCCETAECCCOEGGCHANGEGRCEG | | CAGE T TRARG TG |GGG GEGHRAGHARR | TRRCG TR GG ECCANGG T CCEALEERCCCA T HAGGECCAAL TCGAGA T GARRR
TILL1_1286_AS CGTGH AGCGACCGTTCAGGT TAARC TAGATCG TAATGGECCARC GECEATARGG!
TILL1_1644_As l:nnl:l:nGnl:cGnnrd:cl:G'rG(El:l:l.:cGGL‘.nnﬂl;l:l.:ill:l:n'l'Tl:nl:l.:l‘rnnnt'rnl:n'lc(:nﬁntl:l:l;l:cl'lﬂ tcncctnntuncncnntsn:r:cm:cm:tccnrnncccncnn:rccﬂcntsnnnn
TULT_S20-AS% TERGGTTA ATCGAGACECGEGANAGNANNTTGGCGT cenenTGRRRn
TILLI_T404a_ns CC6 ST YARAL TACAT “CC TTG CCCACE G AT GARAR
TILL1_ 5204 A% cnnnﬁnan:cnnnuﬂ:cﬁnﬁc:ccm:am:ﬁnnacnnccﬁrr:nasvtnﬁﬁctnnnvcaﬁﬁn:ccGcﬁaﬁﬁﬁnnmﬂvﬁncﬁtnntonc:cnﬁcnic:-cm:cmscccnvnﬂﬁﬁcccnnctcﬁﬁﬁntnnnnn
TILL1_5391_A% GACCGHAGCECG GAGH AT TG ICCGGCCCATA:
TILLL_2361_ Eh HAL T RGH T CGRGH HOGHRRA T Chi
boquenci s ReTorenoia CARGGRGACCORRGCCCOTOECEEBEONEARABEGRCCTTERGGT THAAC TABATCOAGACEEGE GRARGARRRT TGO TARTOOCCCARCH TECEACEBRECENTAAGNECCAACT COAGATORAAA
TICLI_1407_AS ChMGGAGHCCGANGCECGTOCCCCaEGaCANNGEGACCOTTCRGGTINNNCTAGATCGNGACCCGEGN COTANTGOCCCANCGTECCACE GECCCATARGGCCCANETCGAGATGRARARA
TTCAGGT TARACTAGAT TTGGCGTAAT TCCCACCGGECCATARGGESCARCTCGAGATGARAR
1ez1__1wag 1ma0 1850 1860 1870 1880 1890 1300 1910 1920 1930 1390 1950
TILLi-187Z A8 GAARAGAGEA TCARTAGATTARTCATT T TAT TTET ACT AT T GHAAAL ATTC
TILL1I 12896_AS GCGCGGGARARGAGCAGCATCARTAGATAARTCATTTTATCGCCCCGECCTTETTETGTCTCGCGGEAC THCGAAC TGAGATEG TCGEGGGE TCGARRACEE TCCETECCTCCCTEGETCCOEGGGATTE

GTCTCGCGECAC TEEGAAC TGAGATCGTEGCGGEE TCGARAACCE TECETECCTECC TCGETCCGEGEGATTE

TCTCECGHOAC TECGARE TEAGATCGTCGCGGGE TCGARAACEC TCCC TECCTCCCTCGETCCGEGGGATTE
T T GGG TG LA TEAGATCGTE G GaGE T GAARNCCCTECCTECCTCECTECETECREGREATTE
GGCACT TCGT GRR EC TC GGATTC

TATEGECCCGECCTTETTETE
TATCGCCCCGECCTTCTTET
AT C CCCTTETTCY

TILLL
beoquencia_Referencia
TILLl 1407_ns

1951 1960 1970 1980 1990 2000 2007

TILLLI_1S72_AS GCTTTCTGCGGARGTEGTC! CTACCEHTACTCCGATCGCCCACGAG
TILLL As m:11rctur.m;nm:n:c1-r.c.u:|;|;vrrc.r.n:n:1n:cctm:tcl:l:nn:r.cc:m:l:nc
TILLI_1644_AS GCTTTCTGCGGARGTCGTCGGCGGTTTCGTCTCTACCGTAC TCCGATCGCE Cal

I

TILLT_s20-AS TITC ARGTCGT T CTACCHTAC G REahe
TILLd da0a HS GOy GG T CG T CaGCaG T T CaTCCTACCaTHCTECONTCACCOnT GNG
TILLAToZea A%  GCTTICT GGGl CG T CGaCGGT T TCaTCICTACCGTACTCCGATCOCCC
TILL1Z5341°AS rr-11rrtrr-r-rnnr.lrrrr- rn:nn:nnm:cnrm:n:r.nnn:nr:r:r:ar.r,nn
TILL1_2361_AS GARGTCGTCGGEGGTTTEOTETET T

ReTorencin OC 11 rc'rGl:Gl:nnl;l‘cGTl:Gth;l:'lr TEGTETET rl:l:GTntT(l: Ell TenEccnconG
TICLL_1407_AS
Conzensus C

Figura S5: Sequenciamento do promotor do gene TILL1 com 2000 pb, dos clones de eucalipto 1572, 1644,
1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204.
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RPTZ_1572A5

TGGT TTITCGAAAT TACCETACGANT TCACCGAGANACTGCANGCGR

131 140 150 160 170 180 190 zoo 210 220 230 zao 250 26
RPTZ_1572AS R T T T T T GaCCCaECEan T T GTCCC T TacaT AT CanGnTaanT
RPTZ_1Gaans ARGE TH GGEC! GRATTATGTCCET T
RPT2_1407A% E 2

fsequencio_Reeferenci CTGAT "y Co TYrTIRcenT reeY v
BeTE_Shoans
ReTZ_1acans ot

PIZ_B3a1ns CHE TGAN Gicc
RPTE_520RS AT GGECEaEECanT TRTGTCCE T TRENTIT R
BPTZ_IzS6AS AAGE TATTET TAGOECCOECEOnT TRTGTCCET TAEATATCARGATGGRT
RPT2_2361AS R T GRRGE TR 1T TRGGECCECCGRT TRTGTCCE T TRCATIT CANGATOGHT
Conmensus  <ooeeas CAETGARGE TATTET TAGGECCGECCGAT TATGTCECT TACATATCARGATGGAT

261 270 300 310 3z0 aso 3q0 350 360 370 380 39
COTECARANG TRGGGRCNTCRRT
CGTCCARNAG TRGGGACATCGAT
T CCARRAC TGGGGACHTCGIT
SrCcnnanc rGCGGRCHTCGNT

391 oo a10 azo azo aao aso aso azo aso aso s00 s10 52
BETZ_137205  AGGAR TGN ARG TR CAT G CEnERnnT TEGRnGGT T TaTCCE T T GG T ARG T 1 GG TG T AT ARG T TCANG T TGCAC T TRGGTConnnG TE AT
CEnCARATTCOANGET T TGTECE TE T AGE GRS ARG T GG TG TR ARG T TC T TG T ARG T o
i TITGTE GIeT it r::m;nvmnm GV T c G T
GERETTRGGTCCARRGTE
21 53 s70 se0 s90 Goo 610 620 &3¢ Ga0 65
e e B T T G Y GG T T G T G ARG T T e T CERANGECCCOT TRCANTGGTGT TCTTTGICGIGANG T TGGG TG
e e GG TN AN T GG T GGT 16T GGCGRRANG TC TR T CCRARGECCCGT TARCANTGETGT TETTTGTCGTGANGT THGGTGE
< T R T GG T TGT GG ¥ CCHRRGEL TIRACARTGG TG T GTCGTGRAGT TOOGTGE
< TGO e & it z < G ¥
< ic TGTGGAC T
© Tc TG TGGACGARRAE
3 ic GTGGRCGARRRC
© Tc GTGGACGARRRC
Te Tc TG TGGACGARARC
T cTC TGTGGACGARRAC
e cTe GG TRCCARRT COGTRGT TR TRORCGRRRAC GTEGTanncT ToGGTGE
51 670 sao sa0 700 72 72 750 760 770 78
crl T T T T G AT C T T T eI Teace et cerRTTee ShCTGETaRTCAGEARCARNT GG T
cr i G nITTTC E nYTCE SRTCAGEARCHRAT "
v BITTTC E nITCe CAGCARE "
cr " © ceiniice "
v AITTTC c cernice "
i AITTTC ceTRTTcE "
i ATTTTC ceTRTTCe Av
Tl ATTTTE ceTRTTCe AT
Tl ATTTTC AT
Tl ATTTTC E av
CTGTTOCE TACCCATORTGTATGOANTGATARCACATCTATTTTCT TEGECTOE TGTGTATTARTATGEGGE ATCAGCARCARRT TGGRTAT
ey 790 soo B10 Bz0 B30 sao 850 860 870 Bo a0o s10
T T G T T G G T T TG T 1 T F o T G T L T GG T Gaaan T GG e T AN T 6T T CCCCANCET TRGCCCHT TGCGTNG TITARTITGT § INATGC
FECHTCEAGACEGE TR TCORCAT T TRGACT T T TCATRCATGN Gr CTTGLECCGT T TIVART TG T TART
CCATECAGACCGE TRRAAT CGAC GACT T T TCRTACHT G TITART T TGT T TARTAT
= CAGRCCGE TARAR T RCTTTTCRTACAT TTARTTTGT T TARTAT
TECATECAGRCEGE TARARTCGRCAT T TAGAC T T T TCATACAT| TITART T TGT T TARTAT
TECATECAGACCGE TARARTCGACAT T TAGAC T T TTCATACATGA TTARATTTGT T TARGAT
TECATECAGRCEGE THRARTCGACAT T TAGAC T T T TCATACATGR TITAATTTGT T TARTGT
TECATC—AGACCGE TARARTCGACAT T TAGAC T TTTCATACATGA TITAATTTGITTAATAT
TECATE—RGACCGE TARARTCGACAT T TAGAC T TTTCATACATGR TITARTTTGITTARTAT
TECATECAGACCGE TRARARTCGACHT T TAGRC T T TTCATRCHT G TITAAT T TGI T TARTGT
TECATECAGACEGE TARARTCGRCAT T TRGAC T TTTCATACHT G TTLARTTTGT T TRAL at.

a11 az0 230 sa0 aso 260 270 s80 s90 1000 1010 o 1030 1040

TTIGAGT TNGTGLANTGIGGTGG T GTGAC ACGG T GARC A0
1T TGRGT TAGTGGAATG TGGTGG TG T GAC
Ty o
ATy
T
T

RPT2_I296AS T

RPTZ_2361R5 Tor G T GnGTCAGTAGAT TR TGCTARTGTONG TEGTTGACT

Consons: AANTGT TCEAT T TAGEC TCTAGAG TaCATABINA . TOLTCEEE - - - GCoeT T TGAGT . TG TOaC T YO ToaT TG

1070 1080 1030 1100 1110 1190 1150

BETE_ 1572 nRTCCART TARTAT nycH TRTRR TG C GINTT IANCGE TACARNT T
Rrrs-ieaans T En TR TCCnT TN T AT AT TCATATCRTATCANGATRTINTGAT 7
RPTZ_1407A5
[seauencia_RecFerenci
BPTe_Sooans
RPT2_1a0ans
RPT2_B3a1AS
TE_S2ons
RPT2_iZaGAS
RPTZ_2a61n%
mensus GARRARGAREARGING T TRCATGTGGATANTCCANT TARTATATECATATCRanTCanGiT ol ARTGATCCR. GTCATE TARTGATGoRTATTARGCG . - cootm,
1171 1180 1190 1z10 1zz0 1230 1zao 1250 1260 1270 1280 1290
TAGGTGGATGARARTIT TGAGH TRy
THGG TGGHTGARART AT TGACH Tra
THGG T GGH T GGHART AT GGACH iia
TRGG TGN TGGARATATGGRCAT TTa
THRGGTGLATGGARRTATGGACATGT TGAC T iia
AGGTGGATGARARTATGGACATGT TGAC T Tih
TAGGTGGATGARARTATTGT TATGT TGAC Tia
AT AT TGATAT TR
TR TR TG TR T e
TRGGTGGAT GARAR T AT TGRTATG TInTT YT
R R RS
1320 1330 1390 1a00 1410 1az0 1a30

CTARAGAT TACARTACAT ————— TGAGGTATAG TGACANCA T TGAAC TARAGT TCATAGATTAT I TGTATCAT T TCATAT TCANARRNGATC TAT TARTGCARRT TATCACANGARNTGAG

ATTARTARTC TARAGAT TACARTACAT ————— TGAGGTATAG TGACARCAT TGARC THRRGT TCATAGATTATTIGTATCAT I TCATATTCARARRRGATC TATTARTGCARAT TATCACARGARATGA
AT TARTAATCTARRGAT TACARTACAT ————— TGAGG TATAG TGRACARCAT TGARC TARRGT TCATAGATTATTTGTATCAT T TCATAT TCARRNAAGATC TAT TARATGCARRT TATCACARGARATGAG
T TACARTACAT ————— TGAGG TATAGTGACANCAT TGARC THANGT TCATAGAT TATTTGTATCATT TCAT! ATCTATTARTGCAART TATCACARGARATGAG
TGAGG TATAGTGRCARCAT TGRRC TARRGC TCATARRTTATTTGTATCATTTCATA AARGATEC TAT TAATGEAART TATCACARGARATGAG
ACTARTAATC TAAAGATCACANTGARTGARTATGAGH TATAGTGACANCAT TGARC TARRGT T TATGGAC GIAT—ATTTCTCAAT TCAGARRGATEC TAT TARTGEARAT TATCACCAGRRAT
AT TARTAATCTARAGATCACANTGARTGARTATGAGGTATAG TGACANCAT TGARC TARRGT TCATGGAC T AT AT T C YA T T CRARNARGATCTAT TARTGEANAT TATCACCAGARATGAG
T TGRS TAARGTTCATGGACTAT T TGTATCAT T TCTCA TAT AR AT TATCACCAGRRR
P TG T C T ARG T CACAN TGARTGRRT AT GAGG TR TG TGRCARCA T T GIRG TARRGT TCATGGACTAT T TGTATCRT T TETCR 1cnnnmmonrcrnnanvccmnv TATCACCAGARNCANG
TRRTARTC TARRGA T EAGHANE 2o GYRTAGTGACARCAT TGARC TARAGE TCATagE TATTTGIATCAT T TCatn T TCARAIARGITCTIT TARTGCARRT TATCAC anGRRn T GRG
1431 1aac 1a50 1azo 1aso 1as0 1500 1510 1520 1530 15490 1550 1560

TGATARACARAT T IGATGTGCA TG TARG TGAC TARAGGACCARAC TAT TAC TAR

RPT2_1%72AS ACTCTTTACATAAGARACACACCANC TCATGTATG IGACTAGT T TGARGT THAAT TACGCARARCACGA TAGT
RPTE_16aaRs  Ac By 3
RETEZ1d070S

Cv
THRE T CCRRCCAGRGEORGONGHGIG
1830 184 1850 1860 1870 1880
T R GG GGG GAC T L AR GGG GANAN T TCANANRC e T CORGAGAGCANGCGGNC T T TRGCGTCTGARNTCAGE T ThT TAC TRGRCCANGA

CTCARRGE) T CCH
TEEC TEARRGEAGAGEGGGGAE TCCRRRN
1980 1990 zooo

TTTGGE TGAC
2100

onaenaua

RPTZ_1572AS
BETZC1gaans

bseauencie Resterencl
RETZ_Saoans

Figura S6: Sequenciamento do promotor do gene RPT2 com 2000 pb, dos clones de eucalipto 1572. 1644,

1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204.
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701 790 BoO 810 ozo 830 Bao as0 860 870 ss0 e90 s00
Galac_1572AS ATARTCANGTTCTOCATAGAGATARGCCY TGGET TCTATTGTTGAATGATCAGTTTA
G
TCARCTGCCTATAGAT TCYTATGGY Tar
Conaenaua
21 92 230 sao aso 960
Galac_1572a5 TGARRACAT T TCARAGCANT T TCT TGARRNG TCAGE T TRAAGARNGE TC TAC
AS TGAARACAT TTCARAGCAAT T TC T TGARRAG TCAGE T TARAGARAGC TCTAC
TES VG
TGARANCA T
mun TERRARCAT T 1CanRGCRNT T TCT TG CRGE T TRRAGANAGE TC TRCTTETETECTACT T GCCCABEE TERTCOEATGANGORT 1 TCCOITRCAGATRAC TG TRCGGRGA T RNGANCG T CO60
oa1 10w 1060 1070 1080 1030 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
cATACAH R GEGTGC TCATCANE TGGATCANRC TART TGT TART TGTCC TCARGA TARCAGAGGGCARCCGCCCANT GGE T TGGCARCAGGE CIGATT IGGTCGT T TG 1!
CCATACAT T TARARC GGG TGCTCATCANC TGGATCANC TART TGT TAAT TGTCCTCRNGATANCAGRGGGCARCCACCCANTGGCT TGGCARCAG TCTGATTTGGICGTITTTIGI TG
CCATACAT T TARRAC ARCAGAGGGC AR TCTGAT GICGTITIGITG
CATACATT TANARC TETGAT GICGTTTIGTTG
cCATACA AARAC TCTGATTTGGTICGT T T TGT T
CCATACAT T TANANC TCTGATTTGGTCGTTTIGT T
CATACAT T TARRAC TCIGATTTGGICGTITTTGT TG
CCATACAT T TARANC TGATTTGGTCGY TV TGT T
CCATACAT T TAAARA TCIGATITGGICGTITITGI TG
CCATACAT T TANANC TCATCH NEAGGGC T - TIGGTCGTITIGTT
CCATACAT T TAARAC GHEGTGCTCATCARC TGGATCARE TARTTGT TART TGTCC TCARGA TARCAGAGGGCARCCGCCCART G T TG aaCAGGE CTIGATTIGGTCGTTTTGT TG
1171 1180 1190 1200 1220 1230 12a0 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1z10

" T T
ACCGAGTGEATC TCCCCCARAATAGGARARRCCTATTGATTTTTGETTTGTGGTCARCAGAAT TTGGCCART TCARCGGGAT TAGEAAATCC TGGCAGAGAAACGAGTGGTCAGATGACATARCGARGAT

1301 1310 1320 1330 1390 1350 1360 1370 1380 1330 1400 1a10 1420 1430
T T TR R G T GGG T TGN T AT CGC TG T TG T AC GG T 117 CanT TOAAG TNCGG TRGAT T T6T TaNGT GG TCANnTanCANRNT GRGRRTARNCATCTGCACCARAG T ThGN
HIC C GRGE T TGN TAT

G

Galac-1s72a5

Ga1gc2361as

Galac_1572AS
Galac_53a10S

Galac_B3a1AS
Glac,

Galac_1572AS
Galac_5341AS
Glac_B2OAS

ac_:
Golac_ 520405
Sequencia_Referecia
Ga S

onmensus

lac_1572AS
goom3ains
2OnS
Galac_ B20aRs
Sequencie Referecia
GaTac_125GaS
Z16aans

Galac idoans
Galac_1d407AS
Galac_2361AS

Con.

ARCRT T TOCRCCANRCS TAGRGRGE T TORRTATCGE TG TARTACATACORCONTTTTCoN
1as50 1460 1a70 1aso 1ag0

s
AnAT "
ARG TACGOTAGRT T TOT TORGT GO TCRNATGRCANANT GRGANTARNCTCTOCRCCRNNGT T

1500

1510 1520 1530 1540

R T T T T T G G T A T AT T GAC T T T T CANT TaNGGTACGGTACACGEAC TGN

c
CACGT TGEATCARTGGA CHATGGE

T ¥ T
CRGETTCARTATTGCCOTANTAT TACORCGNT T TTCRNT TONGG TRCGGTRCRCGENE 16N
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620

1630

CRCGT TGCNTEANTGORNGE T GNTGNENTCCONNTCONTGENCCOGET 1T TONENRTGOE
1640 1650 1660 1670 1680 1690

T TG T T G T T T GG T T T G T G T T T T G T GG T G T T T CARC T TGCCGaGT T GA TARGCARNCT T TCCTGRTANRGRCGCANANTGTGGAT

1691 1700 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
ACTCTCARATATC —GGCAGTCGTCT T CGAARAARGIT GCAGCHAT
ACTCTCARATATE CAGGCAGTEGTCT TCGARRARAGATGCAGEART

ACTCTCARRTA
1821
[

1830 185

AGaC
AGGEABTCGTC T TCGARRARAGATGEAGERRAT
1910 1920 1930 184a0 298¢

GECEGT TEE T TCGGGEANGGAG TGECATE
GECCET TECTICGGGENNGENGTGECNGT
GECCGTTECT T CGGLEARGGAG T GECAGE
GECEOTTECT T EOOBENNGONGT GECNGE CGE
GECEGT TEC T TCGGGEAR TGECAGE cGE
GECEGTTECTTEGGGEANGGAGTGECAGE CGE
GECEGTTECT TCGGGEARGGAG T GCCAGE CGE
GECEGTTCETTCGGLENNGHAGTGECAGE CGE
GECCGTTEC T TEGGGEARGEAG T GECAGE coe AC
GECEGTTECTTCOGGEANGHAGT GECAGE GE T T
GECCGTTEC T TCGGGEARGEAG T GECART CeTCGETRACGEGRT TCTTEACTGTCGACETTTATGCTCTCCGRACT TEACGTATAT
851 1960 1970 1980 zozo zo30 zono zos0 2070 zosc
TCGCCTCCCTATATARATCCTCE TCARCCAC TCTCGTCGECT TTEG TR R CACGCCGaCARGT TEARGETGAGT.
TCGCETCCCTATATANATECTCE TCARCCACTC © " NCGCCGGEN GAGT
TEGECTCCCTATATARATCCTCG TCARCCACTC
TCGCCTCCCTATATARNTCC TEC TEARCCACTE
TCGCETECC TRTATARATECTEC HECACTC
TCGCETECCTATATARNTECTC TeRncencTe
TEGCCTECCTRTATARATCCTCC TCARCCACTE
TCGCETCCCTRTATARRTECTEC TCARCCACTC
TEGECTCCC TATATARATCCTEC TCARCCACTE
TCGCETCCCTATATARRTCCTCC CEAGE T TCARCCAC TC GEEGG G
TCGCETECCTATATARRTECTCE CERTETCT COCARARCCRGGT TERRCEAETE T T TGCRECRCGECHOEARGT T EANGATGRGT
081 2030 2100 2120 2130 21a0 2150 2160 2170 2180 219 2210
T T T e T AN G T GCARTATCCATRCT TaT TacaGnCnTAT GATTCTGAGTG GGeR
GEARTATECATGET 16T TGCGGACHTAT TGATTCTGAGTGT GGER
nrrrr.rvr.rr.nnrnnn TGATTETGAGTGT o
TIGT TGCG GATTCTGAGTGY
r.ctrrnr.rm:arafm o
GCTIGTIGCGGRCATAT TGATTCTGAGTGT)
GET GancnTaT TGATTCTGAGTG T
GETTaT TaceoncnTAT GATTCTGAGT G
GETTGTTREGG ATTETORGTGY
GETTGT TGCGGACATAT TGATTCTGAGT
GRTTCCaETITTECE GETTGTTGCGGACATAT TORTTETORGTGTOT TTOnT oG
222 2230 2300 2310 2320 2330

CGCAGETTCNCGG!

ORI ATHCACCANCE T TOGENRGT

ARGGTGGCTTCTTCATTICATTCCGETTCTCCaTAT

an
ARGOTOOET TCTTERTTTERTTCCGETTETEEaTAT

2650 2660

2670

23s0 239¢ 2a1 zazo zazo 2aao 2as0 2a60 zazo
GICGTGGNCATC CGGECATC TAGCATC TATGCAGEC T TCATGGGTCCICTCTCTAT
GARGGATAT COGCATE TAGCATE TATGCAGE T TCATGGGTCCTETCTCTAT
GANGGATAT COGEATCTAGCATC TATGCAGE T TCATGGGTCCTCTCTCTAT
GRAAGGATAT = AT
GGATAT av
CTCTGARGGATAT AT
GARGGATAT "y
GRARGGATAT A
GANGGATAT G ny
CTETGAAGGATAT < Ay
GARGANARGE TGC GARGGATAT COGEATE TAGCATE TATGCAGE T TCATGGGTCCTE "
zasc zago 26500 2550 2560 2570 2580 2590 2600
TCIGIGIGICCIGT IC TAGGAG T ANTARGGCCAGA TGGATGAGATCCGAG, GG GACGAT TAGGACATGGC T T T TCARTCAGT TAT T T TRTGCCARGTART TGATATAC
nnsr.crnr,a'lﬁsnrsnﬁﬁ'lrrr.ﬁﬂ = TTATT

ARGGCCAGA TGGA TGAGA T CCGAG

AR GAGATECGAG

ST GAGTCCGAG

r.nrnﬁnvmm« GRG:
G GRGHT G
T
Sricinconer TGAGATCEGAG ERGCEACERT THCCACATROC T 11 TCARTCACT TR TTTRTGECHRGTRAT

2680 a0 2710 2720

TARATARTGGT TRGAGETGG
AT nGae

TAAATARTGGT TAGAGE T GG
2780 2790

2750

TGR AT GRE T
"w":nnﬂrrcnﬁnrnmnw;vm}cvvwvcnrmc}

20080

i
;saizssas

80|

o
CERTITRCATOGTCRT TECHGRTGARTC TR
2aao zaso

TEGETTATCATGAE

2810 za30

TGARACCC TGEATCGGEACGGTCARAGT TGTGICTGCGART TATGT TGTCCGARTGICCGAT)
TN C TGN CGGCAC GG TCRANG T TG TG TC TGCGANT TATGT TG TCCOnNTGTCCGnT !

T ORARCEE T GEAT CAGERC GO TCRRNGT TETOTE TGCGART TATOTTOTECOARTOTECORT!

ACATIGICACGACCT ICTGATGTIGTARCTGICTGT
TGRT

T RCAT TG TERCORCE T TETORTOLRLARCTOTETOT

GCATATITCATTITICTGATGEAGG T
GCRTAT T TCRT T TTCTGNTGENGET,

2861 2870 2B8O 2890 2900 2910 2920 2930 29a0  2aaz
ACCARNT TARGAARC TEECT TEGEAR
GAARC TGECT TCGCARGT TCTGACH
COACCARNT TARGARAC TGCC T TCGCANGT TE TGACARG T
COACCARAT TARGARRC TGECT TCGCARGT TC TGACARGT T TTACTTAGATTCAGCG

Figura S7: Sequenciamento do promotor do gene Galactose oxidase com 2000 pb, dos clones de eucalipto
1572. 1644, 1407, 1404, 5341, 2361, 520, 1296 e 5204.
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S7: A) Analise no BLAST com a sequéncia do oligonucleotideo utilizado na genotipagem de amostras resistentes,
em comparacdo com o genoma de Eucalyptus grandis. B) Anélise no BLAST com a sequéncia do oligonucleotideo
utilizado na genotipagem de amostras suscetiveis, em comparagdo com o genoma de Eucalyptus



Tabela S1. Genes diferencialmente expressos (DE) up regulados no contraste 520 SS vs 520 AS

ID Besemean log2FC IAdjt.p-value  |Arabi Name IArabi Symbol Arabi Description
Eucgr.B01225 714,6140487| 28,10140458| 0lAT3G56970.1 BHLHO038,0RG2 basic helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily protein
Eucgr.L00295 42,24863369 24,03724281 0AT2G26695.1 Ran BP2/NZF zinc finger-like superfamily protein
Eucgr.F02404 26,52228522 23,33669919 1,2881E-06|AT4G31940.1 CYP82C4 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 4
Eucgr.D01509 24,62420988 23,24584691 1,37E-08AT3G26040.1 HXXXD-type acyl-transferase family protein
Eucgr.J01495 18,09206877| 22,78566468| 5,47E-08lAT5G16080.1 IAtCXE17,CXEL7 carboxyesterase 17
Eucgr.F02697 16,43703594 22,61304358 7E-10
Eucgr.K02588 16,33547025 22,56869321 1E-10AT4G08850.1 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein
Eucgr.B03208 13,85111511 22,43854576| 4,8012E-06|AT1G69490.1 IANACO029,ATNAP,NA INAC-like, activated by AP3/PI
Eucgr.L00724 13,50305477| 22,33970137 0jAT2G29120.1 IATGLR2.7,GLR2.7 glutamate receptor 2.7
Eucgr.B02410 16,39714459 22,33061567 0AT5G06900.1 CYP93D1 cytochrome P450, family 93, subfamily D, polypeptide 1
Eucgr.C00780 34,56958484) 22,23933925 0AT1G19210.1 Integrase-type DNA-binding superfamily protein
Eucgr.F02691 12,8238259| 22,2388829 1,3E-09)AT5G61890.1 Integrase-type DNA-hinding superfamily protein
Eucgr.H01200 12,7415195 22,16824344 6E-10/AT1G03020.1 [Thioredoxin superfamily protein
Eucgr.101153 14,6451455| 22,05387478| 0lAT4G34410.1 RRTF1 redox responsive transcription factor 1
Eucgr.E03604 22,33146422 19,63505062 2E-10)AT2G24960.2
Eucgr.D00868 45,04363864| 18,9556968 2,0544E-06)AT3G25820.1 IATTPS-CIN TPS-CIN 8—cingolelterpene synthase-like sequence-1 terpene synthase-like sequence-
Eucgr.C03485 28,35947729 18,77314298] 2,2E-09AT5G04700.1 kgki/lrr;ﬁor:peat family protein
Eucgr.E02882 13,60412409 18,22936849 1,5044E-06|AT1G17020.1 IATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1
Eucgr.F02832 11,98407458 17,94673643] 5,21E-08lAT3G25940.1 ITFIIB zinc-binding protein
Eucgr.L02612 17,81380403| 17,92087847 3,07E-08lAT5G38280.1 PR5K PR5-like receptor kinase
Eucgr.K00968 34,11343522] 17,66948829 5,47E-08/AT2G20780.1 Major facilitator superfamily protein
Eucgr.G02364 21,86804742| 17,2463464 1,89318E-05]

Eucgr.FO0837 172,7989285 16,54860422 1,31904E-05AT4G27190.1 NB-ARC domain-containing disease resistance protein
Eucgr.C03549 105,8953769 15,88877907|  0,002480479AT2G06050.2 DDE1,0PR3 oxophytodienoate-reductase 3

Eucgr.H04444 10,65556061 15,69787717|  0,010916026|AT1G27970.1 NTF2B nuclear transport factor 2B

Eucgr.L03316 10,79690346| 15,69667676]  0,010916026|

Eucgr.H02116 20,20336037| 15,65007653] 0,011060286/AT5G36930.1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Eucgr.C03135 34,37607898 15,50757373  0,003052317|AT5G63050.1 EMB2759 embryo defective 2759

Eucgr.B02835 15,06854765 15,40070496| 0,00208449)AT1G67000.1 Protein kinase superfamily protein
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Tabela S2. Genes diferencialmente expressos (DE) down regulados no contraste 520 SS vs 520 AS.

EMS Besemean log2FC IAdjt.p-value IArabi Name lArabi symbol lArabi Description

Eucgr.A01319 84,17046346 -24,46370476) 7,8E-09AT1G04110.1 SDD1 Subtilase family protein

Eucgr.A02390 24,20809933 -22,41214044 3,52E-08lAT3G57600.1 Integrase-type DNA-binding superfamily protein

Eucgr.A02615 18,05757547 -21,97219226 0,00000002/AT3G51680.1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein

Eucgr.A02667 13,9873634 -22,02418613 1,6E-09AT5G53210.1 SPCH basic_helix-loop-helix (bHLH) DNA-binding superfamily|

Eucgr.B01582 103,3715798 -16,46828623 0,002480479 o

Eucgr.B01712 11,15769378 -14,45702347 0,030893136/AT3G04880.1 DRT102 DNA-damage-repair/toleration protein (DRT102)

Eucgr.B02645 96,86541035 -16,74676635 0,005038671}AT1G59960.1 NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein

Eucgr.C00411 11,69964825| -17,70954614 1,59774E-05AT1G69550.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)

Eucgr.C00441 22939,54638 -18,53193463 5,7741E-06

Eucgr.C02087 21,5719598 -16,6316391 0,000106035/AT1G27170.1 transmembrane receptors;ATP binding

Eucgr.C02487 10,97203911 -15,08548705 0,01911322|AT4G30935.1 IATWRKY32,WRKY32 WRKY DNA-binding protein 32

Eucgr.C03823 16,37633403 -18,22425975 3,07E-08lAT3G24550.1 IATPERK1,PERK1 proline extensin-like receptor kinase 1

Eucgr.D00056 71,35630363 -24,5435415 1,953E-07|AT1G04220.1 KCS2 3-ketoacyl-CoA synthase 2

Eucgr.D00475 65,49295799 -23,97304507| 6,4E-09AT1G29270.1

Eucgr.D01144 13,02707775| -19,06430343 4E-10AT1G02205.2 CER1 Fatty acid hydroxylase superfamily

Eucgr.D01195 582,889324 -12,12531022, 0,013283852/AT3G26320.1 CYP71B36 ?étochrome P450, family 71, subfamily B, polypeptide

Eucgr.D01340 308,9861501] -15,18521176 0,022120152AT3G56190.1 IALPHA-SNAP2 ASNAP |alpha-soluble NSF attachment protein 2
IALPHA-SNAP2,ASNAP

Eucgr.D01904 6104,493298 -10,6180182 0,005280797|AT4G11650.1 IATOSM34,05M34 osmotin 34

Eucgr.E00183 15,19707678 -17,44526491 2,228E-07/AT4G00620.1 IAmino acid dehydrogenase family protein

Eucgr.E00425 726,993942, -10,96111611 0,040131532/AT5G47500.1 Pectin lyase-like superfamily protein

Eucgr.E02867 1534,231817 -10,9311277 0,040131532AT1G29670.1 IGDSL-like Lipase/Acylhydrolase superfamily protein

Eucgr.E02942 13,62092209 -17,34174167 4,21556E-05AT1G48175.1 emb2191 Cytidine/deoxycytidylate deaminase family protein

Eucgr.E03999 35,13171689 -22,85257543 0,000000004AT3G17070.1 Peroxidase family protein

Eucgr.F01170 24,35847341 -22,33088774 2,93E-08AT5G53950.1 IANAC098,ATCUC2,CU C2 [NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional

regulator superfamily protein

Eucgr.F02843 18,95335899 -22,32292628 0AT1G66370.1 IAtMYB113,MYB113 myb domain protein 113

Eucgr.F03053 84,66185586 -24,37551478 6,83356E-20AT3G50390.1 ITransducin/WDA40 repeat-like superfamily protein

Eucgr.FO3306 30,37184136 -22,88059376 4E-10AT5G53870.1 IAtENODL1,ENODL1 early nodulin-like protein 1

Eucgr.F03588 38,37039826 -23,28844426 0AT1G76420.1 IANACO031,CUC3,NAC36 |NAC (No Apical Meristem) domain transcriptional

regulator superfamily
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8 rotein
Eucgr.F04098 101,4593581 -21,78092627 1E-10AT4G15760.1 MO1 E’lonooxygenase 1
Eucgr.G00367 23,56652876 -17,45741899 1,2172E-06AT5G36930.2 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Eucgr.G00379 34,3998387 -17,72137524 2,2E-09AT1G27170.1 transmembrane receptors;ATP binding
Eucgr.G00438 16,11474277 -22,25501811 1,6E-09AT3G19550.1
Eucgr.G00766 23,86099117 -15,11332449 0,014161733
Eucgr.G00791 11,8180463, -21,98370962 8,6668E-06/AT3G47210.1 Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.G00867 11,06599302, -17,64451185 0,000008564AT5G64370.1 BETA- beta-ureidopropionase
Eucgr.G01294 695,2819198, -11,56413055 0,010916026/AT5G59845.1 R Gibberellin-regulated family protein
Eucgr.G01327 219,2260605 -14,44224398 0,022591802/AT2G15220.1 Plant basic secretory protein (BSP) family protein
Eucgr.G02084 54,08619313 -23,35444429 5,20572E-17AT2G01770.1 IATVIT1,VI |vacuolar iron transporter 1
Eucgr.G03319 14,26629873 -15,10796603 0,022120152/AT5G10360.1 -IIE%/IB3010,R Ribosomal protein S6e
Eucgr.H00209 17,32636107 -18,20903332 8,6668E-06AT3G01680.1 oo
Eucgr.H01221 22,81862415] -22,26936578 2,27E-08AT3G44540.1 FAR4 fatty acid reductase 4
Eucgr.H01222 28,2096902 -22,39969876 0AT3G44540.1 FAR4 [fatty acid reductase 4
Eucgr.H02961 22,92902575 -22,03209939 7,86E-08AT5G55240.1 IATPXG2 |ARABIDOPSIS THALIANA PEROXYGENASE 2
Eucgr.H03173 13,39309919 -15,20582596 0,022120152/AT4G13940.1 IATSAHH1, (S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
Eucgr.H03907 26,08006087 -21,87446535 1,668E-07/AT3G09270.1 i"\l'ﬂgsl'?'?JSS glutathione S-transferase TAU 8
Eucgr.H04527 1588,5329 -16,66616528 0,000106035AT1G27970.1 E%T:;JS nuclear transport factor 2B
Eucgr.H04839 19,90579383 -21,89896833 1E-10
Eucgr.H05052 3198,575748 -12,56697736 0,000312402AT5G63660.1 LCR74,PDF|Scorpion toxin-like knottin superfamily protein
Eucgr.H05101 14,91717186 -18,84551222 3,3106E-06|AT5G09220.1 iISAPZ lamino acid permease 2
Eucgr.100763 23,08395578 -16,01336715 0,01911322AT5G67270.1 IATEB1C,A |end binding protein 1C

TEB1H1,E

B1C
Eucgr.102479 14,94634473 -17,24329405 0,005145795AT2G46600.1 Calcium-binding EF-hand family protein
Eucgr.102543 66,32653954 -15,75032483 0,01185013AT1G19715.3 Mannose-binding lectin superfamily protein
Eucgr.102717 121,6361591 -24,53371853 2,2E-09AT3G06470.1 IGNS1/SUR4 membrane protein family
Eucgr.J00071 13,77214387| -19,75059373 2,8E-09AT5G07010.1 IATST2A,S [sulfotransferase 22

[T2A
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Eucgr.J00257 11,95066992 -21,98683674 8,6668E-06
Eucgr.J01555 36,17267177 -23,05110161 0AT1G66370.1 IAtMYB113,imyb domain protein 113
MYB113
Eucgr.J01573 21,47063384 -21,40363671 0AT1G66370.1 IAtMYB113,imyb domain protein 113
MYB113
Eucgr.J02143 23,14273169 -19,74128272 6E-10AT1G74790.1 Catalytics
Eucgr.K01068 14,79645727| -16,06075178 0,010916026/AT3G57380.1 Glycosyltransferase family 61 protein
Eucgr.K02946 24,81761467| -19,35329407| 6E-10AT5G01650.2 [Tautomerase/MIF superfamily protein
Eucgr.L01034 32,8970132 -13,98944684 0,001584899AT2G30660.1 IATP-dependent caseinolytic (Clp) protease/crotonase family protein
Eucgr.L01518 24,92930918 -15,19435535 0,010916026
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Tabela S3. Genes diferencialemnte expressos (DE) up regulados no contraste 1404 R vs 520 AS.

ID besemean|log2FC Adjt.p-value |Arabi Name Arabi symbol Arabi Description
Eucgr.A00308 209,1728603 7,856949297| 0,027390805 |AT5G19590.1 Protein of unknown function, DUF538
Eucgr.B00020 11,51864243 22,14688247| 2,0083E-06 |AT1G78170.1
Eucgr.B01197 21,50718207| 23,05467228  5,744E-07  |AT2G45550.1 CYP76C4 cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 4
Eucgr.B02410 16,39714459 16,70281415 3,2721E-06 |AT5G06900.1 CYP93D1 cytochrome P450, family 93, subfamily D, polypeptide 1
Eucgr.B02835 15,06854765| 22,519488 3E-10 IAT1G67000.1 Protein kinase superfamily protein
Eucgr.C00007 85,09484412 24,72732831 4,74E-08 IAT5G27680.1 RECQSIM RECQ helicase SIM
Eucgr.C00008 23,35479466 22,04746032  2,3963E-06
Eucgr.C00441 22939,54638 14,36517712| 0,000278884
Eucgr.C00780 34,56958484 19,15959201 1E-10 IAT1G19210.1 Integrase-type DNA-binding superfamily protein
Eucgr.C01558 13,10662467 22,3325282] 1,6209E-06 |AT5G63950.1 CHR24 chromatin remodeling 24
Eucgr.C01650 19,17808448 22,88144856/  7,263E-07  |AT5G50140.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C01675 32,31420429 23,63414537| 2,462E-07 |AT1G18740.1 Protein of unknown function (DUF793)
Eucgr.C01737 51,02735779 24,42834594 7,41E-08 IAT5G15500.2 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C01931 761,2465021] 28,18267357| 1E-10 IAT1G28200.1 FIP1 FH interacting protein 1
Eucgr.C03112 15,08931549 22,54102703  1,1995E-06 |AT2G41790.1 Insulinase (Peptidase family M16) family protein
Eucgr.C03135 34,37607898 23,82466649 1E-10 IAT5G63050.1 EMB2759 embryo defective 2759
Eucgr.C03383 25,2370715 23,27415172)  4,121E-07 |AT5G51160.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C03485 28,35947729 23,38470045 3,37003E-16 |AT5G04700.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C03549 105,8953769 25,7135359 0 IAT2G06050.2 DDE1,0PR3 oxophytodienoate-reductase 3
Eucgr.D00360 101,6822926, 25,28157684 1,94E-08 IAT4G19090.1 Protein of unknown function (DUF594)
Eucgr.D00362 63,96234725 24,6685489 0,000000052 |AT5G45540.1 Protein of unknown function (DUF594)
Eucgr.D00377 46,38529458 24,05741262 1,312E-07  |AT4G19090.1 Protein of unknown function (DUF594)
Eucgr.D00386 84,08719131 24,63091073 5,44E-08 IAT5G45470.1 Protein of unknown function (DUF594)
Eucgr.D00394 44,26741356 24,08211524)  1,269E-07  |AT5G45470.1 Protein of unknown function (DUF594)
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Eucgr.D01319 36,67319994 23,87813259 1,687E-07 AT4G33070.1 Thiamine pyrophosphate dependent pyruvate decarboxylase family protein

Eucgr.D01509 24,62420988 15,35304986 0,003425628 AT3G26040.1 HXXXD-type acyl-transferase family protein

Eucgr.D01691 17,43715559 22,90406688 7,064E-07 AT5G41970.1 Metal-dependent protein hydrolase

Eucgr.E01920 11,01852336 21,83925059 3,2479E-06 AT4G21380.1 ARK3,RK3 receptor kinase 3

Eucgr.E02131 21,18370338 23,01701803 6,019E-07 IAT4G24620.1 PGI PGI1 phosphoglucose isomerase 1
IAT4G24620.2

Eucgr.E02336 13,39519985 22,39201675 1,4895E-06 AT1G79740.1 hAT transposon superfamily

Eucgr.E02882 13,60412409 22,25179036 0 AT1G17020.1 ATSRG1,SRG1 senescence-related gene 1

Eucgr.E03556 61,45183318 24,4175566 7,49E-08 AT1G69550.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)

Eucgr.E03604 22,33146422 22,35889707 0 AT2G24960.2

Eucgr.E03803 12,84794884 22,24882651 2,857E-07 IAT1G69550.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) target of AVRB operationl
IAT5G44510.1

Eucgr.E04140 105,6710013 10,08205461 0,031840725 AT1G61480.1 S-locus lectin protein kinase family protein

Eucgr.FO0506 12,10703765 22,21372712 1,26E-08 AT1G33080.1 MATE efflux family protein

Eucgr.F00823 129,5475467 8,761872186 0,031840725 AT4G26090.1 RPS2 NB-ARC domain-containing disease resistance protein

Eucgr.F00837 172,7989285 26,04874642 1,1679E-17 AT4G27190.1 NB-ARC domain-containing disease resistance protein

Eucgr.F01358 106,2494958 25,37142531 1E-10 AT2G24960.2

Eucgr.F01492 324,5155411 7,345444721 0,040185592 AT4G31970.1 CYP82C2 cytochrome P450, family 82, subfamily C, polypeptide 2

Eucgr.F01876 101,1315215 24,80051609 6E-10

Eucgr.F02691 12,8238259 17,51509151 6,4431E-06 AT5G61890.1 Integrase-type DNA-binding superfamily protein

Eucgr.F02697 16,43703594 16,93463938 2,64631E-05

Eucgr.F02832 11,98407458 22,13040837 0 AT3G25940.1 TFIIB zinc-binding protein

Eucgr.F03146 31,5439176 22,92221454 6,3E-09 AT3G47570.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein

Eucgr.G00928 82,93733291 24,98957367 3,11E-08 AT4G15390.1 HXXXD-type acyl-transferase family protein

Eucgr.G01747 27,10201749 23,37382788 3,564E-07 AT4G08850.1 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein

Eucgr.G02364 21,86804742 23,04903255 0

Eucgr.G03328 46,46862461 24,05088909 1,317E-07

Eucgr.H00193 572,6997912 12,54223294 0,017344492 AT1G04280.1 P-loop containing nucleoside triphosphate hydrolases superfamily protein

Eucgr.H01200 12,7415195 18,55224939 3,564E-07 AT1G03020.1 [Thioredoxin superfamily protein

Eucgr.H01446 26,03099388 23,31059157 3,914E-07 AT5G17680.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative

Eucgr.H01449 123,0794693 25,35316341 1,73E-08 AT5G17680.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
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Eucgr.H02116 20,20336037, 22,89851559 3,11E-08 AT5G36930.1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
Eucgr.H04444 10,65556061 22,01444475 1,467E-07 AT1G27970.1 NTF2B nuclear transport factor 2B

Eucgr.H04447 15,92475629 22,677688 9,842E-07 AT1G27970.1 NTF2B nuclear transport factor 2B

Eucgr.H04448 165,9775695 26,24264598 3,8E-09 AT1G27970.1 NTF2B nuclear transport factor 2B

Eucgr.H04527 1588,5329 12,38896781 0,005010921 AT1G27970.1 NTF2B nuclear transport factor 2B

Eucgr.100750 276,7453953 9,130995385 0,025139253 AT4G37370.1 CYP81D8 cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 8
Eucgr.100772 27,33115543 23,391561 3,529E-07 AT4G37360.1 CYP81D2 cytochrome P450, family 81, subfamily D, polypeptide 2
Eucgr.101153 14,6451455 20,40279059 0 AT4G34410.1 RRTF1 redox responsive transcription factor 1
Eucgr.102285 14,65995032 22,50572063 1,2591E-06 AT1G71120.1 GLIP6 GDSL-motif lipase/hydrolase 6

Eucgr.J01495 18,09206877, 15,45511057 0,003898047 AT5G16080.1 AtCXE17,CXE17| carboxyesterase 17

Eucgr.J02578 51,13821942 24,43800394 7,35E-08 AT1G14130.1 2-oxoglutarate (20G) and Fe(l1)-dependent oxygenase superfamily protein
Eucgr.J02681 28,71978199 23,48104782 3,083E-07 AT4G02210.1

Eucgr.K00692 32,24378792 23,63132748 9,39E-08 AT4G03500.1 Ankyrin repeat family protein

Eucgr.K00968 34,11343522 23,16106617 0 AT2G20780.1 Major facilitator superfamily protein
Eucgr.K00995 23,54288408 21,99540319 0,000002575 AT3G42170.1 BED zinc finger ;hAT family dimerisation domain
Eucgr.K01379 18,5896918 22,85606449 1,675E-07 AT5G48290.1 Heavy metal transport/detoxification superfamily protein
Eucgr.K01764 11,18909307, 22,10327543 5,804E-07

Eucgr.K02588 16,33547025 18,43955167 2,485E-07 AT4G08850.1 Leucine-rich repeat receptor-like protein kinase family protein
Eucgr.K02743 29,67238318 23,50326276 8,48E-08 AT5G63380.1 AMP-dependent synthetase and ligase family protein
Eucgr.K03095 59,06622072 23,63821866 5E-10 AT2G24960.2

Eucgr.K03150 24,83707419 22,06766075 2,3487E-06 AT2G24960.2

Eucgr.L00295 42,24863369 20,97741173 0 AT2G26695.1 Ran BP2/NZF zinc finger-like superfamily protein
Eucgr.L00700 57,45099518 24,46143021 2,58E-08 AT1G27170.2 transmembrane receptors; ATP binding
Eucgr.L00724 13,50305477, 17,04235783 4,35E-08 AT2G29120.1 ATGLR2.7,GLR2.7| glutamate receptor 2.7

Eucgr.L01415 10,59490409 22,02729084 9,859E-07 AT5G37990.1 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
Eucgr.L01649 318,6783144 26,99329284 4E-10

Eucgr.L01936 497,0112285 26,86704206 3E-10 AT4G13440.1 Calcium-binding EF-hand family protein
Eucgr.L01937 287,169286) 26,76038159 3E-10 AT4G13440.1 Calcium-binding EF-hand family protein
Eucgr.L02321 10,38309445 22,167596 8,189E-07 AT3G27420.1

Eucgr.L02612 17,81380403 22,70299667 0 AT5G38280.1 PR5K PR5-like receptor kinase

Eucgr.L02728 17,4541199 22,96574795 6,496E-07 AT1G14130.1 2-oxoglutarate (20G) and Fe(l1)-dependent oxygenase superfamily protein
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Tabela S4. Genes diferencialmente expressos (DE) down regulados no contraste 1404 R vs 520 AS

ID besemean log2FC Adjt.p-value Arabi Name Arabi symbol Arabi Description

Eucgr.A00028 42,64588141)  -22,83333915 1,09964E-18
,NRPD8B,NR PESB
Eucgr.A00030 21,30840532  -21,35891097 6,85489E-16 AT3G59600.1 RNA polymerase Rphb8
Eucgr.A00234 100,7929431  -24,71647691 5,94747E-21 AT3G07510.2
Eucgr.A00235 21,2107183| -22,48739739 2,66628E-17 AT3G07510.2
Eucgr.A00459 66,11787318|  -23,33540869 3,60053E-20
Eucgr.A00693 179,9084538  -25,39964698 3,4271E-22 AT5G38260.1 Protein kinase superfamily protein
Eucgr.A01016 64,96993718|  -24,12474872 5,02605E-20
Eucgr.B01064 186,3787758  -25,13754674 4,88676E-22 AT5G17680.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
Eucgr.B01132 247,9041396) -26,181602 1,38106E-23 AT1G03220.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein
Eucgr.B01135 566,2434243  -7,713213224 0,025736027 AT1G03220.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein
Eucgr.B01226 1220,169154| -12,68051895 0,031281436 AT3G56970.1 BHLHO038,0RG2 basic helix-loop-helix (b HLH) DNA-binding superfamily protein
Eucgr.B01230 51,19612371] -23,159874 1,62712E-18 AT3G14470.1 NB-ARC domain-containing disease resistance protein
Eucgr.B01384 19,49630547| -21,48875724 0 AT4G27650.1 PEL1 Eukaryotic release factor 1 (eRF1) family protein
IATOMT1 OMT1

Eucgr.B01744 5290,356906| -12,21451255 4,43739E-05 AT5G54160.1  |ATOMT1,0MT1 O-methyltransferase 1
Eucgr.B01747 7376,096772]  -30,54837898 4,10075E-32 AT5G54160.1 ATOMT1 OMT1 O-methyltransferase 1
Eucgr.B02219 287,9683262| -7,680488287 0,046606605 AT3G17210.1 ATHS1,HS1 heat stable protein 1
Eucgr.B02642 580,6209775  -24,47754059 3,838E-18 AT1G59960.1 NAD(P)-linked oxidoreductase superfamily protein
Eucgr.B02788 39,73914323  -23,35055525 5,18712E-20 AT3G50120.1 Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.B02913 15,57651618/ -19,71650166 0 AT4G14060.1 Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport superfamily protein
Eucgr.B03326 382,6132892]  -25,05947622 3,4412E-20 AT1G23760.1 JP630,PG3 BURP domain-containing protein
Eucgr.B03330 45,17548682  -22,01428476 1,12161E-16 AT1G23760.1 JP630,PG3 BURP domain-containing protein
Eucgr.B03654 42,53331986) -21,03481697 2,5E-09 AT2G44480.1 BGLU17 beta glucosidase 17
Eucgr.C00334 1868,966917|  -28,25591595 3,14903E-27
Eucgr.C00336 20,27002213|  -21,94479026 6,68928E-16 AT5G11280.1
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Eucgr.C00702 141,0900679-24,13144187 5,23458E-20 AT5G50140.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C00989 16,26599698-20,86817402 0 AT5G25930.1 Protein kinase family protein with leucine-rich repeat domain
Eucgr.C01324 39,81790913-22,51486663 5,87404E-17
Eucgr.C01905 20,65312449-21,93121137 0 AT3G16520.3 UGTB88A1 UDP-glucosyl transferase 88Al
Eucgr.C02003 41,24346201-18,55511251 2,361E-07 AT2G29120.1 ATGLR2.7,GLR2.7 glutamate receptor 2.7
Eucgr.C02073 21,19425853-21,55412926 0
Eucgr.C02260 20,02345795-22,1696453 4,34837E-16 AT5G57280.1 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases superfamily protein
Eucgr.C02543 357,4987429-9,548341481 0,003018921 AT1G69730.1 Wall-associated kinase family protein
Eucgr.C02704 31,08141325-21,44435532 0 AT1G69550.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)
Eucgr.C03353 25,44985515[-22,69371249 0 AT3G18670.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C03532 13,29515272/-21,83153674 0 AT3G18670.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.C03642 23,76680153-22,71479811 0 AT5G04730.1 Ankyrin-repeat containing protein
Eucgr.C03748 16,14994772-20,58027948 0 AT3G47570.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Eucgr.C04045 18,53705581-21,9451206 0
Eucgr.D00056 71,35630363-24,63361757 5,44E-08 AT1G04220.1 3-ketoacyl-CoA synthase 2
Eucgr.D01480 32,46752496-23,19445144 4,634E-07 AT3G47110.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Eucgr.D01485 587,54759721-26,07245391 5,94747E-21 AT3G20380.1 TRAF-like family protein
Eucgr.D01489 198,116912}-24,90877981 1,70888E-19 AT3G20360.1 TRAF-like family protein
Eucgr.D01532 170,4407898-24,58478934 6,14998E-19 AT4G03500.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.D02256 153,3699046[-25,23563506 8,51326E-20 AT3G61220.1 NAD(P)-binding Rossmann-fold superfamily protein
Eucgr.E00558 529,1935262}-25,66104458 3,42514E-20
Eucgr.E00680 60,64275573-22,89371577 1,44281E-16 AT1G53350.1 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family
Eucgr.E00715 40,30139853-22,18253604 2,43466E-16 AT5G35450.1 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family
Eucgr.E01015 21,60704463-21,5494333 0 AT1G50180.1 NB-ARC domain-containing disease resistance protein
IAT5G51980.1
Eucgr.E01320 34,215843641-22,70282685 5,10683E-17 |AT5G51980.2 Transducin/WD40 repeat-like superfamily protein
Eucgr.E01669 21,434095241-22,01203115 7,12029E-16 AT5G51160.1 Ankyrin repeat family protein
Eucgr.E01756 61,657143111-23,26904676 8,32024E-16 AT1G64830.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein
Eucgr.E01758 94,58255917\-24,83506375 1,39192E-17 AT1G64830.1 Eukaryotic aspartyl protease family protein
Eucgr.E02061 7687,26558-8,369065472 0,009860822
Eucgr.E02315 15,26826918-20,77003731 0 AT5G17680.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative
Eucgr.E02341 62,31165518}-23,76804657 1,76541E-17
Eucgr.E02595 281,81697-25,77485966 1,72778E-20 AT1G17615.1 Disease resistance protein (TIR-NBS class)
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Eucgr.E02803 93,31583847-22,5880167 5,70773E-16 AT1G27170.1 transmembrane receptors; ATP binding
Eucgr.E03012 71,330865241-21,73353312 0 AT4G11460.1 CRK30 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 30
Eucgr.E03204 274,91543311-9,165281805 0,02259009 AT1G27170.1 transmembrane receptors; ATP binding
Eucgr.E03205 217,7232198}-25,79432449 1,34901E-20 AT1G27180.1] putative disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class)
Eucgr.E03382 13,12848274}-21,95805612 0 AT3G44710.1 Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.E03385 86,3573255-24,71633617 1,9389E-18 AT2G36430.1 Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.E03391 20,77765714}-22,61974669 1,65624E-16 AT2G36430.1] Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.E03393 227,941533-22,82143921 1,65624E-16 AT2G36430.1] Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.E03394 38,21821098-23,04042786 0 AT5G22560.1] Plant protein of unknown function (DUF247)
IAT4G21380.1
Eucgr.E03625 36,00680597}-21,81536914 6,68928E-16 IAT4G27290.1 ARK3 RK3 S-locus lectin protein kinase family protein receptor kinase 3
Eucgr.E03682 127,9283212}-24,17898406 6,47421E-20 AT1G33720.1 CYP76C6 cytochrome P450, family 76, subfamily C, polypeptide 6
Eucgr.E03761 83,84505948-23,03415632 1,9389E-18 AT4G05200.1] CRK25 cysteine-rich RLK (RECEPTOR-like protein kinase) 25
Eucgr.E03952 208,8841533-13,1791636 0,03412191 AT1G62420.1] Protein of unknown function (DUF506)
Eucgr.F00011 150,9394175-23,06041381 9,21294E-17 AT2G26560.1 PLA IIA,PLA2A,PLP2 phospholipase A 2A
Eucgr.F00731 24,510542-21,30016352 0 AT5G25910.1 AtRLP52,RLP52 receptor like protein 52
Eucgr.F00839 41,33825687-22,74739194 3,838E-18 ATA4G27190.1 NB-ARC domain-containing disease resistance protein
Eucgr.F01313 13,39306533-22,1674501 5,44E-08 AT3G14840.2 Leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
Eucgr.F01840 181,36063741-22,4748384 4,6848E-18 AT1G21270.1 WAK2 wall-associated kinase 2
Eucgr.FO3727 81,55697261-24,18632723 5,61612E-20 AT1G75980.1 Single hybrid motif superfamily protein
Eucgr.F03823 60,21963037}-23,29513105 2,6696E-18
Eucgr.F04312 548,09255841-8,052170926 0,033408298 AT1G27170.1 transmembrane receptors; ATP binding
Eucgr.G00274 114,477714}-24,35925874 3,75788E-20 AT1G60095.1] Mannose-binding lectin superfamily protein
Eucgr.G00291 29,95409063-22,06879787 2,58338E-16 AT2G37710.1 RLK receptor lectin kinase
Eucgr.G00791 11,8180463-22,05632886 2,3963E-06 AT3G47210.1 Plant protein of unknown function (DUF247)
Eucgr.G00913 12,09808766/-18,97280119 7E-10 AT4G10490.1 2-oxoglutarate (20G) and Fe(l1)-dependent oxygenase superfamily protein
Eucgr.G01270 452,6515272}-8,265173207 0,021750519 AT3G47570.1 Leucine-rich repeat protein kinase family protein
Eucgr.G01438 72,10329606(-23,12483994 1,9204E-18
Eucgr.G02885 1365,1801041-13,1310564 0,000187597 AT1G09070.1 (AT)SRC2,SRC2 soybean gene regulated by cold-2
Eucgr.G03007 12,3594963-22,08355783 0 AT3G55700.1 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein
Eucgr.H00427 121,423594}-16,70302085 8,2985E-06 AT3G26040.1] HXXXD-type acyl-transferase family protein
Eucgr.H00747 263,7919226\-14,86696977 0,005680808 AT3G25240.1 Protein of unknown function (DUF506)
Eucgr.H01823 16,28024338-22,33248347 0 AT1G72890.2 Disease resistance protein (TIR-NBS class)
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Eucgr.H01977 13,2758027 -19,03554645 3,564E-07 AT3G50440.1 ATMES10 MES10 methyl esterase 10

Eucgr.H02207 16,8729879 -22,09728152 0 AT5G17680.1 disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class), putative

Eucgr.H02212 155,4638332 -25,05291978 3,25689E-19 AT3G44630.1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family

Eucgr.H02216 426,3120373 -9,716389473 0,041272072

Eucgr.H02393 38,44213154 -22,52921236 9,21294E-17

Eucgr.H02394 45,23044876 -22,75104186 3,07098E-16

Eucgr.H02812 261,0456338 -25,75290237 1,53073E-20 AT3G06240.1 F-box family protein

Eucgr.H02813 20,73282973 -21,65941678 0

Eucgr.H02814 23,01486101 -21,31296646 0 AT3G57470.1 Insulinase (Peptidase family M16) family protein

Eucgr.H02869 26,63424511 -20,32648271 0 AT4G13580.1 Disease resistance-responsive (dirigent-like protein) family protein

Eucgr.H03963 21,37182803 -22,3446385 3,45684E-16

Eucgr.H04053 21,02021007 -18,97929291 3,2269E-06 AT3G01680.1

Eucgr.H04573 70,90317816 -23,13169244 9,21294E-17 AT3G05480.1 ATRAD9,RAD9 cell cycle checkpoint control protein family

Eucgr.100047 786,0176542 -10,96720032 0,00683257 AT5G36950.1 DegP10 DegP protease 10

Eucgr.100644 68,56649045 -23,2060922 9,21294E-17 AT1G19715.1 Mannose-binding lectin superfamily protein

Eucgr.101196 55,9532261 -19,13162883 1E-10 AT2G23610.1 ATMES3,MES3 methyl esterase 3

Eucgr.102586 35,71628913 -19,95026238 0 AT5G64410.1 ATOPT4,0PT4 oligopeptide transporter 4

Eucgr.J00257 11,95066992 -22,0782481 2,3453E-06

Eucgr.J00366 16,37500884 -22,41379821 3E-10 AT5G41040.1 HXXXD-type acyl-transferase family protein

Eucgr.J00405 325,6732009 -26,42906947 1,37585E-20 AT5G22860.1 Serine carboxypeptidase S28 family protein

Eucgr.J00545 21,6594584 -21,47030217 0 AT4G21380.1 ARK3,RK3 receptor kinase 3

Eucgr.J01316 21,96650791 -21,32567102 0 AT1G27170.2 transmembrane receptors; ATP binding

Eucgr.J01326 17,61932242 -21,95004513 0 ATAG37170.1 Pentatricopeptide repeat (PPR) superfamily protein

Eucgr.J01871 26,93038517 -22,85181005 7,20454E-16 AT2G30140.2 UDP-Glycosyltransferase superfamily protein

Eucgr.J02285 54,52637018 -22,73375104 6,59382E-16 AT1G53350.1 Disease resistance protein (CC-NBS-LRR class) family

Eucgr.J02366 26,32176856 -23,06726445 4,87569E-16 AT3G50940.1 P-loop containing nucleoside tripthpsphate hydrolases superfamily
protein

Eucgr.J02754 17,1407135 -20,06787308 0 AT5G45470.1 Protein of unknown function (DUF594)

Eucgr.J03021 11,12961987 -13,80591961 0,001501488 AT1G52820.1 2-oxoglutarate (20G) and Fe(ll)-?ependent oxygenase superfamily
protein

Eucgr.K00502 19,19276696 -21,01484158 0 AT5G39030.1 Protein kinase superfamily protein

Eucgr.K00636 352,3170699 -24,7835043 6,81961E-19 AT1G45616.1 AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6

Eucgr.K02406 33,21936718 -15,11870756 0,000297956 AT1G35710.1 Protein kinase family protein with leucine-rich repeat domain

Eucgr.K03098 17,40876869 -20,84437169 0 AT2G37710.1 RLK receptor lectin kinase

Eucgr.L00019 45,4946663 -22,7368767 2,69176E-18
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Eucgr.L00021 98,71544115 -23,52137082 7,34233E-20 AT2G30720.1 Thioesterase/thiol ester dehydrase-isomerase superfamily protein

Eucgr.L00579 18,1447381 -20,89742315 0 ATA4G38225.3

Eucgr.L00729 58,5188557 -23,02292608 2,29639E-16 AT5G11290.1 Plant protein of unknown function (DUF247)

Eucgr.L00863 22,78767681 -21,13330517 0 AT1G45616.1 AtRLP6,RLP6 receptor like protein 6

Eucgr.L01042 15,70971524 -20,82215538 0 AT2G41040.1 S-adenosyl-L-methionine-dependent methyltransferases
superfamily protein

Eucgr.L01052 640,4694303 -9,035020234 0,004472146 AT5G43910.2 pfkB-like carbohydrate kinase family protein

Eucgr.L01669 1374,420766 -12,44346725 0,000171856 AT5G38280.1 PR5K PR5-like receptor kinase

Eucgr.L01744 25,03611174 -22,30727497 2,66171E-16 AT2G23460.1 ATXLG1,XLG1 extra-large G-protein 1

Eucgr.L02186 33,75755154 -22,62727684 7,99885E-17 AT3G04880.1 DRT102 DNA-damage-repair/toleration protein (DRT102)

Eucgr.L02775 24,97055553 -22,03874203 5,28602E-16 AT5G62740.1 ATHIR1,HIR1 SPFH/Band 7/PHB domain-containing membrane-associated

protein family

Eucgr.L03256 134,8773967 -24,27535705 3,838E-18 AT1G11410.1 S-locus lectin protein kinase family protein

Eucgr.L03342 42,34585786 -23,07015361 4,87569E-16 AT5G52960.1

Eucgr.L03738 89,45251438 -23,17604833 1,01341E-16 AT4G12010.1 Disease resistance protein (TIR-NBS-LRR class) family
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CEP: 48030-260

Pais: BRASIL

Telefone: (75) 998 168999

Fax:

ereitisRlaneBatii @bracell.com

ELETRONICO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 15/12/2022 as
09:56, Peticdo 870220117662
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Inventor 3 de 6

Nome: PEDRO AUGUSTO BRAGA DOS REIS
CPF: 06860110660

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacéo Fisica: Professor do ensino superior
Endereco: Campus UFV

Cidade: Vigosa

Estado: MG

CEP: 36570-900

Pais: BRASIL

Telefone: (31) 988 131715

Fax:

Email: pedroreis@ufv.br

Inventor 4 de 6

Nome: LAURA GONCALVES COSTA MARTINS
CPF: 09938879616

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacéo Fisica: Pesquisador

Endereco: Rua Independéncia, 268, apto 202, Bairro Santa Luzia
Cidade: Sete Lagoas

Estado: MG

CEP: 35700-350

Pais: BRASIL

Telefone: (31) 984 226666

Fax:

Email: lurcostlin@gmail.com

PETICIONAMENTO

ELETRONICO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 15/12/2022 as
09:56, Peticdo 870220117662
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Inventor 5 de 6

Nome: MARCIA HELENA SANTOS ESTEVES
CPF: 13845076631

Nacionalidade: Brasileira

Qualificacdo Fisica: Pesquisador

Endereco: Rua Camilo Rosa de Oliveira, 430, Silvestre
Cidade: Vigosa

Estado: MG

CEP: 36576-342

Pais: BRASIL

Telefone: (31) 971 350749

Fax:

Email: marcia.esteves@ufv.br

Inventor 6 de 6

Nome: VIRGILIO ADRIANO PEREIRA LORIATO
CPF: 09733306789

Nacionalidade: Brasileira

Qualificagdo Fisica: Pesquisador

Endereco: BR 120 sitio cristais

Cidade: Vigosa

Estado: MG

CEP: 36578-899

Pais: BRASIL

Telefone: (31) 999 921369

Fax:

PEACORANEPFB O@gmat-com
ELETRONICO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 15/12/2022 as
09:56, Peticdo 870220117662
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Documentos anexados

Tipo Anexo Nome

Comprovante de pagamento de GRU 200 Comprovante de pagamento.pdf
Procuragao Procuracdo Andrea INPI + Portaria.pdf
Procuragéo Procurac a~o Bracell.pdf
Relatorio Descritivo Relatorio descritivo.pdf
Reivindicagdo Reivindicac,o~es.pdf
Desenho Figuras.pdf

Resumo Resumo.pdf

Sequéncias Biologicas

E@aro gue a informacéo contida na 'Listagem de Sequéncias' apresentada em formato eletrénico esta limitada
ao contelido da matéria revelada pelas sequéncias de aminoacidos e/ou de nucleotideos divulgadas no pedido de
patente, conforme depositado

Tipos de Sequéncias Bioldgicas Nome

Listagem de Sequéncias Biologicas em formato
Listagem de sequéncias bioldgicas.txt
TXT

Acesso ao Patrimonio Genético

@Iaragéo Negativa de Acesso - Declaro que o objeto do presente pedido de patente de invencdo néo foi obtido
em decorréncia de acesso a amostra de componente do Patrimonio Genético Brasileiro, o acesso foi realizado
antes de 30 de junho de 2000, ou n&o se aplica.

Declaracdo de veracidade

@Iaro, sob as penas da lei, que todas as informacfes acima prestadas sdo completas e verdadeiras.

PETICIONAMENTO

ELETRONICO Esta solicitagao foi enviada pelo sistema Peticionamento Eletrénico em 15/12/2022 as
09:56, Peticdo 870220117662
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[bb.com.br] - Boleto gerado pelo sistema MPAG. 22/09/2022 09:50:59

INSTRUGOES:

A data de vencimento n&o prevalece sobre o prazo legal. O pagamento deve ser efetuado antes do protocolo. Orgéos publicos que utilizam
o sistema SIAFI devem utilizar o nimero da GRU no campo Numero de Referéncia na emissdo do pagamento. Servi¢o: 200-Pedido
nacional de

Invencéo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adi¢&o de Invencgéo e entrada na fase nacional do PCT

Clique aqui e pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Fisica.
Clique aqui e pague este boleto através do Auto Atendimento Pessoa Juridica.

Peticdo 870220117662, de 15/12/2022, pag. 73/142
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Recibo do Pagador

& BANCODOBRASIL | 001-9 | 00190.00009 02940.916196 55575.915172 6 91450000007000

i Nome do Pagador/CPFICNPJ/Enderego
i UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA CPF/CNPJ: 25944455000196
£ CAMPUS UFV PRO REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO SALA 04, VICOSA -MG  CEP:36570900

i Sacador/Avalista

';E Nosso-Numero 5‘ Nr. Documento # Data de Vencimento & Valor do Documento % (=) Valor Pago
29409161955575915 i 29409161955575915 z 21110/2022 470,00 E
Nome do Beneficiario/CPFICNPJ/Endereco
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUST CPF/CNPJ: 42.521.088/0001-37
#RUA MAYRINK VEIGA 9 24 ANDAR ED WHITE MARTINS , RIO DE JANEIRO - RJ CEP: 20090910
. AgénciaiCodigo do Beneficiario Autenticagdo Mecanica
%‘52234-9 /333028-1
e
£ BANCODOBRASIL | 001-9 | 00190.00009 02940916196 55575.915172 6 9145000007000

] Local de Pagamento ;

# PAGAVEL EM QUALQUER BANCO ATE O VENCIMENTOQ

# Nome do Beneficiario/CPF/CNPJ

ZINSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUST CPF/CNPJ: 42.521.088/0001-37

Data de Vencimento
21/10/2022
Agéncia/Cédigo do Beneficiario
2234-9/333028-1

§
§

‘=' Data do Documento # Nr. Documento # Espécie DOC ¥ Aceite Data do Processamento % Nosso-Numero
#22/09/2022 1129409161955575915 § DS N i 22/09/2022 % 29409161955575915
& Uso co Banco :E Carteira % Espécie i Quantidade % xValor (=) Valor do Documento
#29409161955575915 17 R$ é 70,00

Informagdes de Responsabilidade do Beneficiario # (-) Desconto/Abatimento

A data de vencimento nao prevalece sobre o prazo legal.
0 pagamento deve ser efetuado antes do protocolo.

Orgdos piiblicos que utilizam o sistema SIAFI devem utilizar o nimero da GRU n (+) Juros/Multa
o campo Nimero de Referéncia na emissdo do pagamento. §
Servigo: 200-Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de

Adigdo de Invencdo e entrada na fase nacional do PCT i (=) Valor Cobrado

Nome da Pagador/CPF/CNPJ/Enderego
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA CPF/CNPJ: 25944455000196
CAMPUS UFV PRO REITORIA DE PESQUISA E POS GRADUACAO SALA 04,
VICOSA-MG CEP:36570900 Cédigo de Baixa
Sacador/Avalista Autenticagdo Mecanica - Ficha de Compensacio
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_ SIAFI2022-DOCUMENTO-CONSULTA-CONGRU (CONSULTA GUIA DE RECOLHIMENTO DA
UNIAO 13/10/22 09:44 USUARIO : MARILUCE ~ DATA EMISSAO : 130ut22
TIPO: 1 - PAGAMENTO NUMERO : 2022GR800229 UG/GESTAO EMITENTE : 154051 / 15268 —
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA UG/GESTAO FAVORECIDA : 183038 / 18801 —
INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDU RECOLHEDOR - 154051 GESTAO :
15268 CODIGO RECOLHIMENTO : 72200 — 6 COMPETENCIA: VENCIMENTO:
050ut22  DOC. ORIGEM: 154051 / 15268 / 2022NP002146  PROCESSO : 918118/2022-28
RECURSO : 1

(=)VALOR DOCUMENTO : 70,00 (-)DESCONTO/ABATIMENTO:
(-)OUTRAS DEDUCOES

(+)MORA/MULTA

(+)JUROS/ENCARGOS

(+)OUTROS ACRESCIMOS :

(5)VALOR TOTAL  : 70,00 NOSSO NUMERO/NUMERO REFERENCIA :
00029409161955575915 CODIGO DE BARRAS : 89610000000 0 70000001010 3
95523127220 9 003606400004  OBSERVACAO

PAGAMENTO DE TAXA (DEPOSITO DE PEDIDO DE PATENTE), PI 02, NOSSO NUMERO 2940916
1955575915, PROCESSO 918118/2022-28.

LANCADO POR : 92283535620 — MARILUCE UG : 154051 130ut2022 09:31 PF1=AJUDA PF3=SAl

PF2=DADOS ORC/FIN PF4=ESPELHO PF12=RETORNA
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<l MINISTERIO DA EDUCACAO
/7 UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

»€g REITORIA

Campus Universitdrio - Vicosa,MG - 36570-900 - Tel (31) 3612-1001 - E-mail: reitoria @ufv.br

PROCURACAO

OUTORGANTE: UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, pessoa juridica de
direito piiblico, criada pelo Poder Publico Federal, na forma de fundagdo publica de cunho
educacional, com sede na Avenida P. H. Rolfs, s/n°, Campus Universitario, Vicosa, Minas
Gerais, inscrita no CNPJ/MF sob o n° 25.944.455/0001-96, neste ato representada por seu
Reitor, Professor Demetrius David da Silva, brasileiro, casado, portador da Carteira de
identidade de n°® 606795-ES, inscrito no CPF sob o n° 542.934.726-49;

OUTORGADA: ANDREA DE OLIVEIRA BARROS RIBON, brasileira, casada,
professora universitdria, portadora da carteira de identidade n® MG-4.324.867, inscrita no
CPF sob o n° 830.354.866-20, com domicilio legal na Universidade Federal de Vigosa,
localizada a Avenida P. H. Rolfs, s/n°, Campus Universitario, Vicosa, Minas Gerais, CEP
36570-900;

PODERES: A OUTORGANTE confere a OUTORGADA os poderes contidos na
clausula "AD NEGOTIA", objetivando representar a Universidade Federal de Vicosa junto
ao INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL - INPI, com
poderes amplos e gerais, podendo a OUTORGADA: assinar formularios e termos de
autorizagdo para copia, promover, perante autoridade competente, prova ou contraprova
pertinentes a titularidade de direitos de propriedade industrial e, ainda, tudo o mais que se
fizer necessario para o bom e fiel cumprimento do presente mandato, podendo
substabelecer, no todo ou em parte, a presente procuragdo, que terd a validade de 3 (trés)
anos.

Vicosa, 03 de maio de 2022.

(Y - = —

metrlus David da Silva
Reitor
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Ministério da Educacéo
Universidade Federal de Vigosa
Campus Vicosa Reitoria

PORTARIA N° 0300/2022, DE 03/05/2022

O Reitor da Universidade Federal de Vigosa, no uso de suas atribuicoes,
conferidas pelo Decreto de 23/05/2019, publicado no Diério Oficial da Uniéo de
24/05/2019, considerando o que consta do Processo SEI 23114.906696/2022-11, resolve

1. revogar a Portaria n°® 0162/2021, de 24/03/2021;

2. delegar competéncia a Presidente da Comissdo Permanente de
Propriedade Intelectual, e do Nucleo de Inovagdo Tecnoldgica da Universidade Federal de
Vicosa, ANDREA DE OLIVEIRA BARROS RIBON, matriculas 8331-3/UFV e 2381125-
3/Siape, para representar a instituicdo junto aos seguintes orgaos: Ins tutos Nacional de
Propriedade Industrial — INPI; Registro Nacional de Cultivares — RNC, e ao Servico
Nacional de Protecdo de Cul vares - SNPC, podendo assinar formularios e termos de
autorizacdo para copia; promover, perante autoridade competente, prova ou contraprova
concernentes a tularidade de direitos de propriedade intelectual; realizar pe cionamentos,
eletrbnicos ou ndo; e realizar outras acles pertinentes ao desempenho da presente
representacéo.

Publique-se e cumpra-se
Demetrius David da Silva
Reitor

, "l , Documento assinado eletronicamente por DEMETRIUS DAVID DA SILVA,
Sel @ Reitor, em 03/05/2022, as 14:41, conforme horario oficial de Brasilia, com

assinatura

| eletrdnica fundamento no art. 6°, § 1°, do Decreto n°® 8.539, de 8 de outubro de 2015.
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Referéncia: Processo n° 23114.906696/2022-11 SEI n° 0695136

Campus Florestal

Campus Rio Paranaiba
Rodovia LMG-818, km 6 Rodovia MG-230, Km 7, Zona Rural, Rodoviario
35690-000 Florestal/MG 38810-000 Rio Paranaiba/MG

Campus Vigosa
Av. Peter Henry Rolfs, s/n®, Campus Universitario
36570-900 Vigosa/MG
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Bracell

PROCURAGAO POR INSTRUMENTO PARTICULAR

OUTORGANTE: BRACELL BAHIA FLORESTAL LTDA., com sede na Rua Dr. José Tiago
Correia s/n, Bairro: Alagoinhas Velha, Municipio de Alagoinhas/BA, CEP: 48.030-300,
inscrita no CNPJ sob n® 15.692.999/0001-54, com seus atos constitutivos arquivados na
Junta Comercial do Estado da Bahia sob n® NIRE no 292101350216, em 09/07/93, neste
ato representada, na forma do pardgrafo 5° da Cldusula 18 do seu Contrato Social, por seu
por seus DIRETORES: 1° Diretor: Sr. WILLIAM TERAN TROELSEN, brasileiro, solteiro,
Administrador de Empresas, portador da cédula de identidade n® 08216805-95 SSP/BA,
inscrito no CPF/MF sob o n°® 007.534.925-63 e 2° Diretor: Sr. RENAN BODRA MACHADO,
brasileiro, casado, Administrador de Empresa, portador da cédula de identidade no°
23.931.221-1 SSP/SP, inscrito no CPF/MF 168.578.548-40, ambos com enderego
profissional na sede da Outorgante.

OUTORGADOS: UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV, com sede na Avenida
Peter Henry Rolfs, s/n, Campus Universitario, Vicosa - MG, inscrita no CNPJ sob o n°
25.944.455/0001-96, neste ato representada pela Prof.2 Andrea de Oliveira Barros
Ribon, Presidente do Nicleo de Inovag&o Tecnologia (NIT).

PODERES: Através do presente instrumento de mandato, o OUTORGANTE nomeia e
constitui como seus procuradores os OUTORGADOS acima qualificados para representa-la
perante o Instituto Nacional da Propriedade Industrial - INPI, para o fim de requerer
e processar direitos de propriedade intelectual face ao pedido de patente intitulado
"Oligonucleotideos para o processo de diagnéstico molecular do distirbio
fisiolégico em Eucalipto (Eucalyptus sp.), processo de diagnéstico e usos”,
para manté-lo em vigor com amplos poderes para assinar peticbes e documentos, pagar
taxas, anotar transferéncias, fazer prova de uso da invengdo patenteada, apresentar
oposicdes, recursos, réplicas, anotar, elaborar notificagdes extrajudiciais, e praticar para os
fins mencionados, todos os atos necesséarios perante as autoridades administrativas
competentes no Brasil e no exterior, em beneficio da Outorgante, ratificando os atos ja
praticados, estando vedado o substabelecimento.

Alagoinhas, Bahia, 28 de novembro de 2022.

BRACELL BAHIA FLORESTAL LTDA. [ { A4

.:”"’v " i\‘. ‘/\
WILLIAM TERAN TROELSEN ENAN BODRA MACHADO

R s RA o was bl e e s on Diretor
@q@?ﬂnﬁ,fﬁfé@?ﬁ«mwm Das DAvia-BA L
3 ‘g ’;'?é:!‘yﬂwlm-h— ceX
c4po tanca-0002 firma(s) de:
AL AN'BQURA MACHADO Bracell Bahia Florestal
t Rua Dr. José Tiago Correia, s/n
@ CEP 48030-480 Alagoinhas Velha

Alagoinhas - BA, Brasil
Telefone: +55 75 3423-9900

www.bracell.com
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Oligonucleotideos para o processo de diagnostico molecular do distirbio fisiolégico em
Eucalipto (Eucalyptus sp.), processo de diagnostico e usos.

Campo da Invencao

[001] A presente invencao refere-se a oligonucleotideos sintéticos para o diagndstico molecular do
disturbio fisioldgico em eucaliptos (Eucalyptus sp.), ao processo de diagndstico, ao uso dos
oligonucleotideos para identificagdo de genes diferencialmente expressos pelo disturbio fisiologico
em caules, e producéo de kits diagnosticos, e ao uso dos genes diferencialmente expressos para a
identificacdo e diagnostico do disturbio fisioldégico em eucaliptos.

[002] Tais oligonucleotideos utilizados neste processo biotecnoldgico permitem diagnosticar a
sindrome do distarbio fisiologico em clones de eucalipto a campo em diferentes estadios de
desenvolvimento. A invencdo pode ser aplicada no setor agroflorestal, nas areas de genética

vegetal, genética molecular e melhoramento genético.

Estado da técnica

[003] O termo “distarbio fisiologico” foi criado para descrever um estado de comprometimento
fisioldgico em eucalipto associado a um conjunto de sintomas e cuja incidéncia tem sido recorrente
nas regides sul e leste do Estado da Bahia no Brasil. Uma vez que o distdrbio fisiologico descreve
um conjunto de sintomas ocorrendo nos caules e evoluindo para as folhas, este estado de anomalia
fisiologica também é conhecido como sindrome do distarbio fisiolégico. N&o se sabe exatamente
a causa do aparecimento do fenomeno de “distrbio fisiologico”, mas ela tem sido atribuida a
fatores climaticos (precipitacbes com alternancia de seca prolongada) e fatores genéticos.

[004] O "disturbio fisioldgico" esta diretamente relacionado a perda de dominancia apical levando
a necrose do tronco principal que se torna quebradico. Paralelamente, ocorre a emergéncia de um
tronco secundario e os sintomas estdo associados com a perda de turgidez foliar, amarelecimento,
seca de ponteiros, alem de multiplicacdo de ramos na copa. Estes sintomas evoluem para
multiplicacdo de ramos ao longo do tronco e formacgédo de cascas necroticas, enrugadas e secas, ao
longo do tronco em arvores adultas e representam perdas significativas para o agronegocio.

[005] O conjunto de sintomas que delimitam o estado de distarbio fisiologico sd@o bem
caracterizados na fase adulta. Porém, na fase de clones jovens, estes sintomas sdo facilmente
confundidos com respostas tipicas de estresses bidticos e estresses abidticos, o que dificulta a

selecdo no campo de clones jovens com a menor possibilidade de serem acometidos pelo disturbio
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fisiologico. Consequentemente, somente é possivel certificar-se de que 0s clones juvenis de
eucalipto no campo foram acometidos pelo distarbio fisiologico quando se transformam em clones
adultos, com a qualidade da madeira ja comprometida. [006] Nao existe tecnologia molecular
descrita previamente para diagndstico da sindrome do disturbio fisiolégico no eucalipto.
Atualmente, o diagnostico do disturbio fisiolégico em eucalipto é baseado no desenvolvimento de
um conjunto de sintomas fenotipicos que também podem ser resultados de outros estresses
abioticos e fisioldgicos. Consequentemente, embora o distdrbio fisiolégico redina um conjunto
caracteristico de sintomas, o diagnostico do distarbio € dificultado porque varios sintomas do
distarbio sdo compartilhados com sintomas de outros estresses bioticos e abioticos.

[007] Entre os sintomas caracteristicos do distarbio fisiol6gico, a murcha e amarelecimento das
folhas sdo sintomas também induzidos por seca e patdgenos, assim como a seca de ponteiros e
multiplicacdo de ramos na copa podem ser induzidos por estresse nutricional e deficiéncia de boro.
Da mesma forma, a necrose do tronco principal na parte inferior levando a perda de dominancia
apical também é um sintoma que pode ser induzido por patégenos.

[008] Assim sendo, tem tornado absolutamente necessario o desenvolvimento de diagndsticos
moleculares que precisamente possam confirmar o estado inicial de distarbio fisiol6gico em clones
de eucalipto mais jovens para que possam ser eliminados em estadios iniciais de desenvolvimento
antes de atingirem a fase adulta, com a qualidade da madeira j& comprometida.

[009] Estudos anteriores em eucaliptos definiram biomarcadores para sele¢ao precoce de clones de
eucalipto tolerantes a seca de ponteiros associada ao déficit hidrico, uma desordem fisioldgica que
pode ser confundida com o distarbio fisiologico em termos de fenotipos [(1) Condé, S.A.
Biomarcadores fenotipicos para selegdo precoce de clones de eucalipto tolerantes a seca de
ponteiros associada ao déficit hidrico. 2019. 41 f. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) -
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa. 2019; (2) Corréa, T.R., Picolia, E.A.T., Souza, G.A,,
Condé, S.A., Silva, N.M., Lopes-Mattos, K.L.B., Resende, M.D.V., Zauza, E.A.V., Oda, S. 2017.
Phenotypic markers in early selection for tolerance to dieback in Eucalyptus. Industrial Crops and
Products, 107, 130-138].

[010] Diante da necessidade do desenvolvimento de meios para o diagnéstico do distlrbio
fisiologico em clones jovens de eucalipto a presente invencdo fornece oligonucleotideos sintéticos
para a identificagdo dos genes diferencialmente expressos pelo distdrbio e para o processo de

diagnostico molecular.
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[011] Os oligonucleotideos e o processo de diagndstico, objetos da presente invencdo, se
diferenciam desses trabalhos prévios, descritos acima, em pontos béasicos e relevantes.
Inicialmente, a seca de ponteiros é um disturbio identificado em eucalipto, porém, de bases
fisioldgicas e moleculares diferentes da sindrome do distdrbio fisiolégico. Mesmo que nos estadios
tardios do disturbio fisioldgico os sintomas nas folhas possam se assemelhar aqueles descritos para
a seca de ponteiros, o conjunto de anomalias descritas no distdrbio fisiolégico é muito mais
complexo com bifurcacdes nos troncos ndo observados na seca de ponteiros. Esta semelhanca
fenotipica entre os sintomas das folhas ocorridos em estadios tardios do disturbio fisioldgico e
aqueles sintomas desenvolvidos pela seca de ponteiros constitui uma justificativa adicional para o
desenvolvimento de marcadores moleculares capazes de distinguir estas duas anomalias em
eucalipto.

[012] Em segundo lugar, os biomarcadores desenvolvidos para seca de ponteiros descritos nos
estudos anteriores foram de natureza fenotipica (desenvolvimento de sintomas), enquanto 0s
oligonucleotideos da presente invencao apresentam marcadores moleculares baseados na expressao
de genes diferencialmente expressos pelo estabelecimento do disturbio fisiologico, sendo, portanto,
de carater molecular e, portanto, mais eficaz e preciso.

[013] A cultura do eucalipto se encontra distribuida por quase todo o territério brasileiro, sendo
que grande parte da area de cultivo apresenta limitacGes ao desenvolvimento das plantas. Desta
forma, uma maior produtividade no setor florestal tem demandado pesquisas a procura de materiais
genéticos mais produtivos e adaptados as diferentes condi¢cGes ambientais. As plantas se encontram
frequentemente sob condi¢cbes desfavoraveis ao seu desenvolvimento podendo sofrer estresses
reversiveis ou irreversiveis causados por fatores bidticos ou abidticos. Fatores ambientais como
radiacdo solar, solo, disponibilidade hidrica e temperatura podem ocasionar estresses em plantas,
e desta forma, as plantas desencadeiam respostas moleculares para lidar com estas situacdes.
[014] A falta de defini¢do de procedimentos para a identificacdo precoce do disturbio fisiologico é
agravada devido aos mecanismos moleculares envolvidos no desenvolvimento dos sintomas e na
resposta de defesa da planta ao distdrbio fisiologico serem totalmente desconhecidos.

[015] A presente invencdo se diferencia de todos os processos de diagndstico do disturbio
fisiologicos j& descritos previamente por que se baseia no conhecimento adquirido das variages
globais de expresséo de genes identificados como repdrteres da condicéo do disturbio fisioldgico.

Esta estratégia possibilita, como vantagem primordial, o diagndstico de clones jovens suscetiveis
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ao disturbio fisioldgico prevenindo o seu crescimento para fase adulta, ndo comprometendo assim
a qualidade da madeira.

[016] O termo variacdo global de expressao génica induzida pelo disturbio fisioldgico significa o
conjunto de genes diferencialmente expressos em caules sintomaticos de clones suscetiveis
comparados com caules normais assintomaticos crescidos sob as mesmas condigdes ambientais,
preferencialmente no mesmo talhdo. Um estudo prévio de variacdo global de expressdo génica
utilizou o RNA extraido de folhas de eucalipto de clones hibridos com o objetivo de identificar
vias bioquimicas e metabdlicas afetadas pelo distdrbio fisiologico, porém nenhum gene marcador
foi identificado nesse estudo anterior (Rodrigues, A.C.P. Perfil de expressdo génica em hibridos de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla afetados pelo disturbio fisiol6gico do eucalipto [DFE]
Tese Doutorado - Universidade Federal dos Vales de Jequitinhonha e Mucuri. 2020. 142 p.).
[017] Este estudo prévio difere da invencdo aqui descrita para diagnostico molecular do disturbio
fisiologico em diversos pontos relevantes: (i) para a definicdo do processo de diagndstico da
presente invencdo foi utilizado RNA extraido de caules e ndo de folhas, conforme descrito
anteriormente; (ii) os sintomas iniciais do distarbio fisiolégico séo estabelecidos no caule, o que
favorece a identificacdo de genes associados ao estado precoce do disturbio fisioldgico,
caracterizando a principal vantagem do processo de diagnostico molecular descrito, qual seja, a
capacidade de diagnosticar clones jovens no inicio do aparecimento do disturbio filoldgico; (iii) os
genes diferencialmente expressos identificados pelo RNA-seq das folhas (estudo prévio) foram na
sua maioria genes que respondem a estresses abidticos gerais ndo podendo ser utilizados como
marcadores especificos do distarbio fisioldgico, o que fundamenta a presente invencao; (iv) as
amostras sintomaticas e assintomaticas, utilizadas para identificacdo do transcriptoma induzido
pelo distarbio fisiologico em folhas, foram colhidas de diferentes regifes e, consequentemente,
sujeitas a variacOes climaticas diferenciais.

[018] Nestas condigdes experimentais, ndo se pode concluir que o transcriptoma induzido
resultante nas folhas seja especifico do disturbio fisiologico e ndo de estresses abioticos gerais,
principalmente porque os sintomas do distarbio fisioldgico nas folhas se assemelham aqueles
desenvolvidos por outros estresses abiéticos.

[019] Em contraste, na presente invencao, as amostras de caules sintométicos e assintomaticos,
utilizadas para se determinar o transcriptoma induzido pelo distarbio fisioldgico, se desenvolveram

e foram coletadas no mesmo talh&o, e, portanto, sujeitas as mesmas condi¢fes climéticas. Esta
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estratégia experimental elimina a ocorréncia de estresses multiplos, induzidos pelas condi¢Ges
climéticas diferentes de crescimento dos clones e, portanto, assegura que 0s sintomas observados
sdo resultados diretos e especificos da sindrome do distarbio fisiologico.

[020] Os genes que apresentam maiores niveis de transcritos no caule sintomatico em comparacao
com o caule assintomético sdo ditos regulados positivamente (up regulados) ou induzidos pelo
disturbio fisioldgico. Estes genes induzidos pelo disturbio compdem o transcriptoma induzido pelo
distarbio. Os genes que possuem menores niveis de transcritos no caule sintomatico em
comparacdo com o caule assintomatico sdo ditos regulados negativamente (down regulados) ou
reprimidos pelo distarbio fisiolégico. Estes genes reprimidos pelo disturbio fisiologico compdem
o transcriptoma reprimido pelo distarbio.

[021] O denominador comum de todos os sintomas, durante a evolucao do disturbio, parece ser a
ativacdo descontrolada de vias de sinalizacdo de morte celular, levando a necrose ou senescéncia
induzida por fatores climéaticos. A morte celular programada (PCD) é uma via de sinalizagdo em
plantas ativada por varios estimulos endégenos (como sinais de desenvolvimento) e exdgenos
(como estresses), sendo um processo altamente dindmico e regulado, capaz de perceber estresse
intracelular dentro de minutos e rapidamente montar uma resposta apropriada para lidar com o
dano celular.

[022] Isto somente € possivel porque uma gama de vias de sinalizagdo celulares ndo relacionadas
convergem para ativacdo do processo de morte celular programada sinalizando para uma
diversidade de condicBes. De uma forma geral, a PCD ou autofagia € requerida para permitir que
organismos sésseis como as plantas se protejam contra estresses bidticos e abioticos. Acredita-se
que varias vias de sinalizacdo celular de adaptacdo das plantas ao meio ambiente sdo, de alguma
forma, integradas com a sinalizagdo de morte celular programada (Batoko, H., Dagdas, Y.,
Baluska, F., Sirko, A. 2017. Understanding and exploiting autophagy signaling in plants. Essays
in Biochemistry 61, 675-685).

[023] Este conjunto de informagdes, associados aos sintomas tipicos do

“distarbio fisioldgico”, ¢ um indicativo forte de que vias de sinaliza¢do de morte celular integradas
com estresses que permitem as plantas a se adaptarem com o meio ambiente estdo sendo inibidas
ou ativadas irregularmente nos gendtipos suscetiveis em resposta a fatores climaticos. Neste caso,
os fendtipos observados sdo provavelmente resultantes de um somatorio dos efeitos genéticos,

ambientais e da interacdo geno6tipo x ambiente.
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[024] Embora tenham sido identificados genoétipos resistentes e suscetiveis, as causas da ocorréncia
do distarbio fisiologico e os genes associados as respostas moleculares alteradas sdo totalmente
desconhecidas. A elucidacdo desse fenbmeno requer um conhecimento pleno das vias de
sinalizacdo de morte celular ativadas, sua integragdo com respostas a estresses abioticos, além dos
genes e proteinas envolvidas na regulacdo dessas vias.

[025] Devido a abrangéncia prevista da resposta molecular, este conhecimento somente € possivel
por meio de estudos moleculares de amplitude genémica. Determinar o transcriptoma induzido
pelo disturbio fisiologico em gendtipos suscetiveis e contrastad-lo com genotipos resistentes pode
fornecer informacGes valiosas sobre os mecanismos moleculares que levam ao aparecimento da
anomalia.

[026] Assim sendo, a presente invencdo propfe um processo para o diagndstico molecular do
distarbio fisioldgico por meio de oligonucleotideos sintéticos, no qual inicialmente foi determinada
a variacdo global de expressao génica em gendtipos contrastantes para resisténcia e suscetibilidade
ao distarbio fisioldgico.

[027] A invencdo utiliza o transcriptoma induzido pelo distdrbio fisioldgico, identificado pela
analise de sequenciamento do RNA de alta performance de amostras de troncos de clones com
sintomas do distarbio fisiolégico em comparagdo com as amostras de troncos assintomaticos do
mesmo gendtipo, crescidas sob as mesmas condi¢cdes do meio ambiente e colhidas nas plantagdes
de eucaliptos de 12 a 16 meses de idade.

[028] Esta variacdo global de expressdo génica representa um quadro de reprogramacdo génica
especifica do estabelecimento do disturbio fisioldgico em troncos de clones de eucalipto suscetiveis
e, portanto, genes especificos que variam a expressdo em resposta ao distarbio fisiologico foram
selecionados como genes marcadores do distdrbio baseado na sua expressao em comparagdo com
a expressdo em amostras controles do mesmo genotipo, porém derivada de troncos ndo
sintomaticos.

[029] A presente invencdo refere-se a oligonucleotideos sintéticos utilizados no processo de
diagnostico molecular, que se diferenciam de todos os demais descritos previamente porque se
baseia no conhecimento adquirido das variagdes globais de expressao de genes identificados como
reporteres da condicdo do disturbio fisiologico em troncos de eucalipto.

[030] A invencdo possibilita, como vantagem primordial, o diagndstico de clones jovens

suscetiveis ao distarbio fisiologico. Uma vez certificado nestes clones jovens o estabelecimento do
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estado de disturbio fisioldgico, estes poderdo ser eliminados, prevenindo, portanto, o0 seu
crescimento para fase adulta ndo comprometendo assim a qualidade do produto madeiravel.

Descricdo das figuras

[031] As figuras 1 a 15 demonstram resultados de experimentos inéditos que fundamentaram o
desenvolvimento da invencao. As figuras 16 a 20 demonstram a aplicacao da invencéo, objeto do
atual pedido de patente. Figura 1. Representacdo esquematica das amostras de eucalipto. A planta
1 representa o genotipo suscetivel com sintomas, a planta 2 0 mesmo gen6tipo, porém (ainda) sem

sintomas, ao passo que a planta 3, representa genotipo resistente.
Figura 2. Caule sintomatico (SS) e emergente (ES) crescidos no campo do clone 520.

Figura 3. Graficos de qualidade por base obtido através do FastQC. A) Pontuacdo Phred de
qualidade, evidenciando boa qualidade das sequéncias geradas. B) Percentagens dos adaptadores

em relacdo a posicdo nos fragmentos em bp. C) contetdo da sequéncia por bases.

Figura 4. D) Gréafico de qualidade por base obtido através do FastQC, apds remocdo de

adaptadores, (E) trimagem e limpeza das sequéncias de fragmentos.

Figura 5. Variagdo global na expressdo génica induzida pelo distdrbio fisioldgico em eucalipto O

[}

eixo “x” indica o nimero de genes diferencialmente expressos. O eixo “y” indica contrastes entre
os clones 520-S1 versus 520-S3, 520-S2 versus 520-S3 e 1404-R1 versus 520-S3. A anélise foi
realizada em troncos sintomaticos e assintomaticos do clone suscetivel 520 e do clone resistente
1404.

Figura 6. Categorizacdo funcional de genes diferencialmente expressos baseado em processo
bioldgico, a partir do contraste 520-S1 versus 520S3. A figura ilustra a distribuicdo de genes
diferencialmente expressos entre as categorias funcionais conforme definido em Ontologia de
Genes processo bioldgico. Cada processo bioldgico é representado por uma cor e um percentual
no grafico. Sdo demonstrados dois graficos, um para genes diferencialmente expresso regulados
positivamente (up-regulated) e outro para genes regulados negativamente (down-regulated).
Apenas as categorias mais bem representadas séo apresentadas ao lado da figura. Figura 7. F-G)
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Repressdo da sintese de &cidos graxos de cadeia longa em caules 520 sintométicos no contraste
520-S1 versus 520-S3. Genes em vermelho séo reprimidos e em verde induzidos, utilizando-se 0s

critérios de log2 fold change = 1 e p-valor de 0.05.

Figura 8. Genes envolvidos no reparo de DNA diferencialmente expressos em 520-S1 comparado
com 520-S3. Genes em vermelho sdo reprimidos e em verde induzidos, utilizando-se os critérios

de log2 fold change = 1 e pvalor de 0.05.

Figura 9. Quantificacdo de transcritos extraidos de amostras de caules de eucalipto. H) Extracao
de RNA total dos clones 520, 1404, 2361, 1407, e das mudas correspondentes. Separagédo
eletroforética de RNA extraido de caules e folhas foi realizada em gel de agarose 1% e visualizado
por coloracdo em Brometo de Etideo. As amostras sdo definidas na Figura 1. 1) Anélise de RT-
PCR com base no gene enddgeno eEF2. J) Eficiéncia dos oligonucleotideos utilizados como

controle enddgeno para reagdo de RTgPCR.

Figura 10. Acumulo de transcritos de genes envolvidos na sintese de &cidos graxos e reprimidos
pelo disturbio fisiolégico em caules sintoméaticos. O RNA total foi isolado de amostras SS (S1)
sintomaticas do clone suscetivel 520, amostras AS (S3, controle) assintomaticas do clone 520 e
amostras ASR (R1), assintomaticas do clone resistente 1404, e a expressao dos genes indicados na

figura foi determinada por RT-gPCR.

Figura 11. Acimulo de transcritos de genes envolvidos no sistema de reparo do DNA e reprimidos
pelo distdrbio fisiolégico em caules sintométicos. O RNA total foi isolado de amostras SS (S1)
sintométicas do clone suscetivel 520, amostras AS (S3, controle) assintomaticas do clone 520 e
amostras ASR (R1), assintomaticas do clone resistente 1404, e a expressao dos genes indicados na
figura foi determinada por RT-gPCR. Figura 12. Acumulo de transcritos de genes induzidos por
estresses abioticos e pelo disturbio fisioldgico em caules sintomaticos. O RNA total foi isolado de
amostras SS (S1) sintomaticas do clone suscetivel 520, amostras AS (S3, controle) assintomaticas
do clone 520 e amostras ASR (R1), assintomaticas do clone resistente 1404, e a expressdo dos

genes indicados na figura foi determinada por RT-gPCR.

Figura 13. Acumulo de transcritos de genes envolvidos na sintese de fenilpropandides e induzidos

pelo disturbio fisiologico em caules sintomaticos. O RNA total foi isolado de amostras SS (S1)
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sintomaticas do clone suscetivel 520, amostras AS (S3, controle) assintomaticas do clone 520 e
amostras ASR (R1), assintomaticas do clone resistente 1404, e a expressdo dos genes indicados na

figura foi determinada por RT-gPCR.

Figura 14. Acumulo de transcritos de genes diferencialmente expressos pelo distdrbio fisiologico
em caules sintomaticos. O RNA total foi isolado de amostras SS (S1) sintomaticas do clone
suscetivel 520, amostras AS (S3, controle) assintomaticas do clone 520 e amostras ASR (R1),
assintomaticas do clone resistente 1404, e a expressao dos genes indicados na figura foi

determinada por RT-qPCR.

Figura 15. Curvas de dissociacdo dos oligonucleotideos utilizados para a quantificacdo da
expressao dos genes marcadores. Foi realizado o teste de eficiéncia dos oligonucleotideos
utilizando quantidades cDNA variando de 0,08ng a 50ng. A curva de dissociacao foi calculada,
sendo observado um Unico pico, que comprova a especificidade dos oligonucleotideos (primers).
Figura 16. Extracdo de RNA total de amostras de troncos assintomaticos e sintomaticos dos clones
indicados na figura. Separacéo eletroforética de RNA extraido de caules e folhas foi realizada em

gel de agarose 1% e visualizado por coloracdo em Brometo de Etideo.

Figura 17. Acumulo de transcritos de genes Galactose oxidase (Eucgr.B03483) e RPT2
(Eucgr.B03325), induzidos pelo disturbio fisiolégico em caules sintométicos dos clones indicados
na figura. O RNA total foi isolado de amostras SS (sintomaéticas de clones suscetiveis), amostras
AS (assintomaticas, controle) e amostras assintomaticas, ASR, dos clones resistentes 1572, 1404 e

1407. A expressdo dos genes indicados na figura foi determinada por RT-gqPCR.

Figura 18. Acumulo de transcritos de genes diferencialmente expressos pelo distdrbio fisiologico
em caules sintomaticos dos clones indicados na figura. O RNA total foi isolado de amostras SS
(sintomaticas de clones suscetiveis), amostras AS (assintomaticas, controle) e amostras
assintomaticas, ASR, dos clones resistentes 1572, 1404 e 1407.

Figura 19. Actmulo de transcritos de genes marcadores TIL1 e MSH2, reprimidos pelo disturbio
fisiolégico em caules sintométicos dos clones indicados na figura. O RNA total foi isolado de
amostras SS (sintomaéticas de clones suscetiveis), amostras AS (assintomaticas, controle) e

amostras assintomaticas, ASR, dos clones resistentes 1572, 1404 e 1407.
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Figura 20. Acumulo de transcritos de genes marcadores KAS Il e KCS1, reprimidos pelo
disturbio fisiolégico em caules sintomaticos dos clones indicados na figura. O RNA total foi
isolado de amostras SS (sintomaticas de clones suscetiveis), amostras AS (assintomaticas, controle)

e amostras assintomaticas, ASR, dos clones resistentes 1572, 1404 e 1407.

Descricdo resumida da invencao
[032] A presente invencdo refere-se aos oligonucleotideos sintéticos utilizados para o diagndstico
molecular do distarbio fisioldgico em troncos de eucalipto crescidos no campo, baseado no nivel
de expressédo de genes marcadores, selecionados por meio do transcriptoma induzido pelo disturbio
fisiolégico em troncos sintomaticos de eucalipto, suscetivel ao disturbio fisiologico. Um aspecto
importante da invencdo é a determinacdo do transcriptoma induzido pelo distarbio fisiol6gico em
amostras de troncos sintomaticos. Outro aspecto importante da invencdo é o uso tanto de genes
marcadores regulados negativamente quanto genes marcadores regulados positivamente pelo
distarbio fisioldgico. A presente invencao refere-se também ao processo de diagnostico e ao uso
dos oligonucleotideos e dos genes diferencialmente expressos para a producdo de kits de

diagndstico.

[033] O uso desses oligonucleotideos no processo de diagndstico molecular em amostra de caules
de eucalipto permite distinguir o estado precoce de disturbio fisiolégico dos sintomas
compartilhados pelos estresses abiodticos e bidticos em amostras de clones jovens sintomaticos
eucalipto e confirmar o diagndstico fenotipico de disturbio fisiolégico em amostras de troncos
sintoméaticos de eucaliptos na transicdo do estdgio juvenil para adulto e na fase adulta

desenvolvidos nas areas de plantio.

Descricdo detalhada da Invencéo
[034] A presente invencdo refere-se a oligonucleotideos sintéticos para o diagnostico do disturbio

fisioldgico em eucalipto. Tais oligonucleotideos séo representados pelas sequéncias SEQ ID N° 1
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a SEQ ID N° 32. A presente invencdo refere-se ainda ao processo de diagndstico e ao uso dos
oligonucleotideos e dos genes diferencialmente expressos para a producdo de kits de diagnostico

do disturbio fisiolégico em eucaliptos. O processo de diagnostico compreende as etapas a sequir:

— Utilizagdo dos 32 oligonucleotideos (SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 32) especificos dos dezesseis genes
marcadores;

— Colheita de caules sintomaticos e assintomaticos de clones de eucalipto, trés réplicas biologicas no
minimo;
— Congelamento imediato em nitrogénio liquido;
— Extragdo de RNA total dos caules sintomaticos e assintomaticos;

— Sintese do DNA complementar com a enzima reverse transcriptase;

— Quantificacdo do nivel de transcrito dos seis genes marcadores nos caules sintomaticos e
assintomaticos por meio de RT-gPCR (RT-PCR em tempo real), utilizando trés réplicas técnicas;
— Determinacdo do nivel de transcrito dos seis genes marcadores nos clones sintomaticos e
assintomaticos;
— Analise do perfil comparativo de expressao dos genes marcadores.
[035] A presente invencdo pode ser mais bem compreendida através da descricdo a seguir, que

apresenta formas de concretizacdo ndo limitantes da mesma.

Experimento de demonstracéo
[036] As amostras definidas para sequenciamento do RNA e, portanto, para identificacdo do

transcriptoma induzido pelo distarbio fisiolégico foram definidas como amostras S1 (ou SS), S2
(ou ES) e S3 (ou AS) que indicam o caule priméario necrosado, o caule secundario eminente de
plantas sintomaticas e o caule primario, na mesma altura dos nds, de plantas assintomaticas,
respetivamente (Figura 1). A amostra R1 (ASR) corresponde a caules de plantas resistentes. Estas
amostras foram coletadas na mesma area de plantio.

[037] O transcriptoma induzido pelo distarbio fisiologico em caules de eucalipto foi determinado
utilizando amostras do clone suscetivel 520, correspondentes a caules sintomaticos (S1 ou SS), e
caules assintomaticos (S3 ou AS), obtidos de plantas crescidas no mesmo talhdo, sob as mesmas
condigdes ambientais. Nestas condi¢des, uma comparagéo direta entre o transcriptoma de caules

sintomaticos (amostra 520-S1) e do caule suscetivel assintomatico (amostras 520-S3) resultou na
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identificacdo do transcriptoma induzido pelo distdrbio fisioldgico, ou seja, na identificagdo do
conjunto de genes que sdo diferencialmente expressos pelo estabelecimento da sindrome do
distarbio fisiologico.

Sequenciamento do RNA (RNA-seq) de nova geragao
[038] Foram utilizados dois clones de Eucalyptus grandis, 520, e 1404 como material contrastante
para sequenciamento de RNA. O clone 520 é classificado como suscetivel - identificado no campo
com sintomas tipicos de distarbio fisiologico, enquanto o clone 1404 é resistente ao distdrbio
fisioldgico.
[039] As amostras coletadas em condigcfes de campo foram definidas por regides de amostragem
no tronco, assim denominadas: SS (caule sintomatico, S1) - tronco necrosado do clone 520, ES
(caule emergente, S2) - tronco emergente, AS (caule assintomatico, S3)-controle, oriundo de
plantas suscetiveis sem sintomas. Quanto ao clone resistente 1404, foram coletadas as amostras
ASR (caule do clone resistente, R1) similar as amostras AS, porém referente ao geno6tipo resistente
1404 (Figura 1). Os sintomas do distarbio fisiol6gico em caules do clone 520 é mostrado na Figura
2.
[040] Foram coletadas trés repeticdes bioldgicas de cada amostra, plantadas na mesma area de
cultivo e sujeitas as mesmas condicdes climaticas, sob o estagio de desenvolvimento de 4 a 7 meses.
Imediatamente apo6s a coleta, ainda em campo, as amostras foram congeladas em nitrogénio
liquido, e posteriormente acondicionadas em gelo seco.
[041] A extracdo de RNA total dos clones 520 e 1404 foi realizada conforme descrito. Foram
utilizados 0,2 g de cada amostra armazenada em -80°C e entdo macerada em nitrogénio liquido
com auxilio de almofariz e pistilo. Ao material macerado foi adicionado 1 mL do tampéo de
extracdo, contendo CTAB (brometo de cetiltrimetilamonio) 2% (p/v), PVP 2% (p/v), Tris-HCL
100 mM, EDTA 25 mM, NaCl 20 mM, e B-mercaptoetanol 2% (v/v). As amostras foram incubadas
por 20 minutos a 65 °C. A esse material adicionou-se 1 mL de cloroférmio, seguida de
centrifugagéo a 15.000 x g, por 10 minutos, a 4°C. Ap6s uma segunda extragdo do sobrenadante
com igual volume de cloroférmio, RNA total foi precipitado do sobrenadante com igual volume
de isopropanol (aproximadamente 400 pL), por 10 minutos a temperatura ambiente e,
posteriormente, por centrifugacdo por 10 minutos a 4 °C (12.000 x g). Apo6s a centrifugacéo, o
sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado com 1 mL de etanol a 80% preparado com

agua DEPC (Dietilpirocarbonato), e os tubos foram conduzidos para outra centrifugacdo por 1
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minuto a 4 ° C (12.000 x g). O liquido residual foi removido do tubo com uma pipeta e seco sobre
papel absorvente, antes de ser ressuspenso em 20 puL de dgua tratada com DEPC.

[042] A quantificacdo do RNA foi monitorada, pelo espectrofotdmetro, pela relacao de absorvancia
260/280 e a integridade destes RNAs foram verificadas por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1,5%, e também pelo equipamento 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies),
observando-se a pureza e o tamanho das amostras. O RNA total de cada uma das amostras foi
diluido para 5000 pg/uL para a visualiza¢do da sua integridade no instrumento 2100 Bioanalyser
(Agilent).

[043] Para isso, foi seguido o protocolo Agilent RNA 6000 pico Assay, de acordo com 0S
procedimentos recomendados com relacdo a utilizagdo do equipamento e a corrida das amostras,
que foi efetuada usando um chip especifico de RNA, juntamente com os Kits de analise de RNA.
Cada kit é composto por uma matriz de separacdo que € uma solucédo de polimero, uma solucéo de
corante fluorescente de intercalacédo a fita dupla de DNA e marcadores de tamanho de RNA.
[044] De acordo com o protocolo de analise deste kit, adiciona-se o corante fluorescente a matriz
de separacdo a qual é introduzida nos canais do chip sob presséo aplicada por uma seringa acoplada
a um dispositivo préprio. Adiciona-se 0 marcador no poco adequado do chip. As amostras sdo
adicionadas logo ap06s, a cada um dos pocos e o chip é entdo agitado em sistema proprio semelhante
a um vortex, antes de ser inserido no instrumento “Bioanalyzer”.

[045] O resultado das separagdes foi registrado para avalia¢do através do software “2100 Expert”
gue contém um pacote de ferramentas para corre¢des dos eletroferogramas com alinhamento dos
picos, calculo de tamanho e de concentracdo dos fragmentos.

[046] Como resultados, séo fornecidos os valores de RIN (RNA integrity number) de cada uma das
amostras, que estima a integridade do RNA, juntamente com o eletroferograma dos rRNAs 28S,
18S e 5S, cuja integridade é essencial para a construcdo da biblioteca de RNAseq. A escala do RIN
varia de 0 a 10, considerando 0 RNA com um nimero menor que 6 de baixa qualidade.

[047] Amostras do clone 520 (suscetivel) de eucalipto, de plantas em estado de acometimento,
designadas caule necrosado (S1), e caule emergente (S2); de plantas assintomaticas (caules S3),
além de amostras resistentes do clone 1404 designadas caule de clones resistentes (R1), foram
utilizadas para extracdo do RNA total (Figura 1). A qualidade do RNA total foi avaliada, utilizando
Bioanalyzer 2100 da Agilent Technologies, antes de proceder ao envio das amostras para
sequenciamento. A qualidade das amostras foi determinada mediante 0 método RIN (RNA integrity
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number) que estima a integridade do RNA.

[048] As amostras que obtiveram um RIN préximo ou maior do que 7,0 seguiram para
sequenciamento. Desta forma, as amostras de caule S1 (SS1), S2 (ES2), S3 (AS3) do clone 520 e
R1 (ASR1) do clone 1404 prosseguiram, e foram enviados para o sequenciamento (Tabela 1). As
amostras SS1.1, SS1.2, SS1.3; ES2.1, ES2.2, ES2.3; AS3.1, AS3.2, AS3.3 e ASR1.1, ASR1.2,
ASR1.3. com trés replicatas bioldgicas, pertencem aos clones 520 (suscetivel) e 1404 (resistente)
que foram enviadas para seu sequenciamento na empresa Macrogen Inc. (Korea).

[049] Para o sequenciamento do RNA, utilizou-se a tecnologia da plataforma Illumina HiSeq™
2500, no modo paired-end. Cada flowcell contém vérias faixas com cada faixa produzindo 250
milhdes de leituras (ou seja, até 500 GB / flowcell) com o comprimento de cada sequéncia lida de
35 bp a 250 (3402Bioinformatics). O processo padrdo de sequenciamento no Hiseq consiste em

etapas: preparo das bibliotecas, geracdo de clusters e sequenciamento

Tabela 1- Controle de qualidade do RNA

Clones Amostras Rin
Clone 520 SS1-1 Caule com sintomas 7.0
Clone 520 SS1-2 Caule com sintomas 8.1
Clone 520 SS1-3 Caule com sintomas 8.0
Clone 520 SE2-1 Caule emergente 8.2
Clone 520 SE2-2 Caule emergente 7.6
Clone 520 SE3-3 Caule emergente 7.3
Clone 520 AS3-1 Caule sem sintomas 8.6
Clone 520 AS3-2 Caule sem sintomas 7.6
Clone 520 AS3-3 Caule sem sintomas 7.5
Clone 1404 ASR1-1 Caule resistente 7.8
Clone 1404 ASR1-2 Caule resistente 7.0

Clone 1404 ASR1-3 Caule resistente 7.8
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Avaliacdo da qualidade de leituras geradas pelo sequenciamento, com FastQC, TRIMAGEM e

limpeza das sequéncias de Reads

[050] O software de conversdo “lllumina bcl2fastq2” foi utilizado para conversdao dos dados
gerados no sequenciamento para o formato de sequéncia fastq. Posteriormente, foi realizado o
controle de qualidade das reads. As reads representam sequéncias curtas provenientes do
sequenciamento (em ndmero de milhdes), para isso utilizou-se a ferramenta “FastQC”. Este
software analisa par@metros como a qualidade da sequéncia por nucleotideo (Q20 e Q30), por
contetdo de GC, por contetdo de nucleotideos ndo determinados (N) e outros. FastQ usa o phred
quality score para determinar os Q20 e Q30 score, a partir da probabilidade de que uma base na
leitura tenha sido atribuida de modo erréneo durante o sequenciamento. E entdo, foi feita a remocéo
dos adaptadores Illumina, utilizados para ancoragem dos oligonucleotideos (primers) de
sequenciamento.

[051] A remocdo dos adaptadores é de grande importancia, devido ao fato que podem ser
incorporadas na montagem dos genes ou no mapeamento do genoma de referéncia, contribuindo
desta forma para uma montagem erronea das sequéncias. As sequéncias dos adaptadores foram
eliminadas com o software “Trimmomatic”. Na trimagem dos dados, para remocéo das leituras e
sequéncias de baixa qualidade, foi utilizado o “FASTX-Toolkit”. A analise de qualidade das
sequéncias foi realizada antes e apds a limpeza das reads, pelo programa “FastQC”.

[052] De acordo com os resultados do sequenciamento, em relagdo a qualidade das leituras geradas,
foram obtidos gréaficos através do programa FastQC, por ferramentas de bioinformatica, indicando
os valores de qualidade de cada base no formato FastQ. Trés parametros sdo mostrados, Q20, Q30
e conteldo de GC% (Figura 3). Q20 indica a porcentagem das leituras com 99% ou mais de
acurécia, ou seja, a probabilidade de que uma vez em 100 vezes uma base seja atribuida de forma
errada nos picos do cromatograma durante o sequenciamento.

[053] O resultado de Q30 representa 99.9% ou mais de acuracia. Quando um seguenciamento
alcanca um phred quality Q30, praticamente todas as leituras serdo perfeitas, com zero erros e
ambiguidades. As cores de fundo representam a qualidade da amostra, sendo verde muito boa,
laranja mediana e vermelha pobre em qualidade. Assim, o eixo Y representa o indice de qualidade,
enquanto o eixo X indica a posicao em read (bp) (Figure 3A).

[054] Os graficos correspondentes as amostras SS, ES, AS (clone 520) e ASR (clone 1404),
demonstram alta pontuacao Phred de qualidade (indice de qualidade por base) (Figura 3A). Mesmo
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assim, foi realizado a limpeza dos dados do sequenciamento, devido a presenca de adaptadores nas
sequéncias, de trechos que foram mal sequenciados e que apresentam baixa qualidade, ou seja,
distorcao na proporcéo de contetdos de bases no inicio das sequéncias (Figura 3B e 3C). Para isso,
foi efetuada a remocéo destes adaptadores, trimagem e limpeza das sequéncias de reads e novos
graficos foram gerados de qualidade por base, tornando evidente a boa qualidade das amostras
conforme Figura 4, o que indica um alto grau de confianga nas sequéncias geradas

Transcriptoma induzido pelo distarbio fisiologico
[055] O alinhamento das reads foi feito baseado no genoma de referéncia de E. grandis (versao
2.0). O software é especifico para alinhamento de sequéncias curtas de grandes genomas, com
maior eficiéncia e acuracia, de uma maneira rapida e consumindo pouca memdria devido a forma
como este indexa os dados. Sabendo-se que 0 nimero de reads mapeados para cada tipo de RNA
é linearmente correlacionado com a sua abundéncia dentro da célula (nimero de reads é
proporcional ao nivel de expressdo do gene), a proxima etapa a partir do arquivo resultante do
alinhamento, foi reunir as reads numa unidade com algum significado bioldgico. A contagem das
reads mapeadas por gene foi feita pela fungéo featureCounts implementada no pacote “Rsubread”
disponivel no programa R/Bioconductor.
[056] Essas contagens precisam ser normalizadas para a remocao de viés técnicos decorrentes dos
passos necessarios para analise do RNA-seq, portanto, é preciso equacionar os dados para uma
medida mais correta da taxa de expressdo dos RNAs. Para a normalizacdo dos counts foram
utilizados pacotes disponiveis no Bioconductor.
[057] Para analise de expressdo génica diferencial (DGE) utilizou-se o pacote R/Biocondutor
DESeq2, onde o valor “p” foi corrigido pela taxa de descoberta falsa. O valor de p significativo foi
ajustado para 0,05. A anélise de expressao diferencial utiliza o nimero de fragmentos (reads)
reportados para cada gene em cada amostra. Diversos modelos estatisticos baseados no teste exato
da binomial negativa e nos modelos lineares generalizados foram testados com base nos resultados
de contagem dos fragmentos (reads), para entdo obter os genes diferencialmente expressos.
[058] Posteriormente, novas regides do genoma onde ocorrem expressdo foram identificadas por
meio do programa Genome Browser e, portanto, novos genes foram estudados. Analises de
expressao diferencial de exons foram estudadas usando o pacote DEXSeq (um pacote do

Bioconductor) para a deteccdo de novas formas alternativas de ‘splicing’. Esses dados foram
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anotados usando o banco de dados Phytozome 12.1 (Eucalyptus grandis v2.0) e armazenados em
um banco de dados relacional, PostgreSQL 10, e uma interface de acesso foi implementada em
PHP.

[059] Para o refinamento das andlises, primeiramente, foi feita uma analise de enriquecimento
génico usando o teste exato de Fisher para categorias da ontologia génica (GO), pelo pacote
GOstats, do R / Bioconductor ¢ das vias metabolicas presentes na base dados “Plant Metabolic
Network”. Por meio dos ortdlogos identificados, redes de interagdo proteina-proteina e de
interacdes genéticas foram construidas. Usando a biblioteca de construcéo de grafos Boost Graph
Library (BGL) em C++ foi construida in silico uma rede dindmica onde diversas operagdes tais
como centralidades, caminhos mais proximos e caminhos de maxima significancia poderdo ser
usados para inferir novas vias de sinalizacée regulacéo.

[060] A amostra 520-S3, oriunda de plantas suscetiveis (clone 520) sem sintomas (caule suscetivel
assintomético — amostra S3 ou AS3), foi utilizada como controle de referéncia, e desta forma,
permitiu examinar a variagdo global na expressdo génica dos gendtipos contrastantes (caule
necrosado, sintomatico — amostra S1 ou SS, caule emergente, sintomatico — amostra S2 ou ES e
caule resistente — amostra R1 ou ASR) associada ao estabelecimento do distarbio fisiologico
(Figura5). Usando um p-valor de 0,05 e log2-fold-change >1,0 para genes regulados positivamente
(up) e valores de log2 fold-change < -1,0 para genes regulados negativamente (down), foi
observado que, o estado de distarbio fisiolégico (520-S1 vs 520S3) exibiu 4286 genes
diferencialmente expressos (DE), dos quais 62,2 % (2666) foram regulados negativamente (down)
nas amostras S1 em relacdo a S3, e 37,8% (1620) regulados positivamente (up), diferentemente do
contraste 520-S2 versus 520-S3, que apresentou apenas 1131 genes expressos diferencialmente,
sendo 58% (757) regulados positivamente (up) e 42% (554) regulados negativamente (down).
[061] Esta alta divergéncia entre os genes diferencialmente expressos no clone 520-S1 (tronco
necrosado, sintomatico) quando comparado ao clone 520-S2 (tronco emergente sintomatico)
evidencia que a amostra S2 representa um estagio de transicdo entre o estado de disturbio
fisiologico (responsavel por uma expressdo génica massiva no caule necrosado) e o estado de
recuperacgdo (controle —S3) com a emergéncia de novo tronco.

[062] Uma alta percentagem de genes regulados negativamente presentes nas amostras 520-S1
quando contrastado as amostras controle, 520-S3 (plantas suscetiveis sem sintomas), indica que o

distarbio fisioldgico induziu uma rede complexa de respostas adaptativas no caule do clone
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suscetivel, tal fato faz apologia ao fen6tipo encontrado no campo. Uma vez que estas amostras sao
provenientes de clones de mesmo genotipo, em estadio de desenvolvimento similar, sob as mesmas
condicdes ambientais de crescimento, 0s genes diferencialmente expressos nas amostras
sintomaticas S1(SS) em relacdo aos da amostra assintomaticas S3 (AS) provavelmente representam
o transcriptoma induzido pelo distarbio fisioldgico. Consequentemente, os genes diferencialmente
expressos pelo contraste S1 versus S3 estdo relacionados com os sintomas responsaveis pelo
disturbio.

[063] Por outro lado, a variacdo global da expressdo génica observada pelo contraste 1404-R1
versus 520-S3 deve refletir as mudangas no transcriptoma resultante do background genético dos
genotipos, da resposta diferenciada dos referidos gen6tipos a condi¢cGes ambientais de crescimento
e da condicdo de resisténcia ao disturbio fisiologico. Uma comparacdo das mudancas no
transcriptoma dos clones 1404-R1 versus 520S3 identificou 51,36% (1979) de genes regulados
positivamente (up) e 48,63 % (1874) de genes com regulacdo negativa (down), totalizando 3853
genes diferencialmente expressos no referido contraste.

[064] Estes genes diferencialmente expressos (DE) possivelmente compdem o transcriptoma
induzido pelo estado de resisténcia ao disturbio fisioldgico e o transcriptoma diferenciado entre o0s
dois gendtipos (1404-gendtipo resistente, 520-gendtipo suscetivel), ou seja, 0s genes DE devem
representar um somatorio entre efeito da resisténcia mais o efeito do gendtipo.

[065] A principio, o distdrbio fisiolégico tem sido associado a morte celular induzida por fatores
climaticos, uma vez que os caules se apresentam com sinais visiveis de necrose, quebradicos e as
folhas, com clorose, amarelecimento e sinais de murcha. A ativacdo descontrolada de vias de
sinalizacdo de morte celular desencadeada por estresses multiplos provoca uma série de alteraces
fisioldgicas, metabdlicas, homeostaticas e de desenvolvimento.

[066] Desta forma, para facilitar a interpretacdo dos resultados e analise dos genes associados as
respostas moleculares alteradas, foram categorizados funcionalmente os genes diferencialmente
expressos via Gene Ontology (GO), utilizando os critérios log2-fold-change > 1,0 para genes
regulados positivamente (up), log2-fold-change < -1,0 para genes regulados negativamente (down)
e p-valor de 0,05. Os resultados para a classe “processos biologicos”, representados de forma
grafica na Figura 6. [067] O transcriptoma induzido pelo disturbio fisioldgico (520-S1 versus 520-
S3) deve representar a sintomatologia do fendmeno. Entre os genes com expressdo diferencial

positiva (up), as categorias biol6gicas mais enriquecidas de genes DE foram processo de oxidacao-
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reducdo (16.7%), transportadores-transmembrana (8%) e regulacéo de transcrigédo (7.4%)

(Figura 6).

[068] Os genes envolvidos em processos de oxidagdo-reducédo fazem parte do sistema antioxidativo
de defesa da planta, normalmente regulados positivamente em situacdes de estresses que produzem
espécies reativas de oxigénio (ROS).

[069] Exemplos nesta categoria, regulados positivamente pelo estado de distarbio fisioldgico,
incluem os genes da super familia de peroxidases (Eucgr.A01166, Eucgr.A01166, Eucgr.101176,
Eucgr.L02460); superoxido dismutase (Eucgr.E00505, Eucgr.FO1775, Eucgr.FO1776,
Eucgr.H04426, Eucgr.101176, Eucgr.102673); peroxidase (Eucgr.A01166, Eucgr.101176,
Eucgr.102673, Eucgr.L02460); catalase (Eucgr.FO1775, Eucgr.F01776), e Eucgr.H02433,
Eucgr.H03936, Eucgr.100009, Eucgr.101803,Eucgr.J00610, Eucgr.J02207, Eucgr.K00212,
Eucgr.K02121, Eucgr.K02125,Eucgr.K02858, Eucgr.L01277, Eucgr.L01765).

[070] Destacadamente, nesta categoria, foi a super representacdo de genes Cytochrome P450
monooxigenase entre 0s genes induzidos (upregulated) (Eucgr.A00523, Eucgr.A01644,
Eucgr.A02188, Eucgr.B00199, Eucgr.F00151, Eucgr.FO0153, Eucgr.FO0173, Eucgr.F00225,
Eucgr.FO0492, Eucgr.F01386, Eucgr.F01387, Eucgr.F01492, Eucgr.F01493, Eucgr.F01548,
Eucgr.F02072, Eucgr.F02396, Eucgr.F02404, Eucgr.H01953, Eucgr.H01954,
Eucgr.H01958, Eucgr.H01963, Eucgr.H04841, Eucgr.H04878, Eucgr.H04879,
Eucgr.100335, Eucgr.100744, Eucgr.100749, Eucgr.100783, Eucgr.101215, Eucgr.101217,
Eucgr.J00084, Eucgr.J00095, Eucgr.J01402, Eucgr.J02384, Eucgr.K02083, Eucgr.K02211,
Eucgr.K02212, Eucgr.K02924, Eucgr.L01403, Eucgr.L02217, Eucgr.L02324, Eucgr.L03497),
estes genes CYP representam aproximadamente 12,23% da superfamilia de CYP em eucalipto e
tém sido descritos como componentes relevantes do sistema de detoxicacdo de todos os
organismos, sendo que diversos membros sdo regulados positivamente em diversas condicdes de
estresses fisioldgicos.

[071] Estes resultados sdo consistentes com um estado de estresse associado ao distdrbio
fisiologico. CYP450 também estd envolvido em diversos processos metabdlicos, relacionados a
sintese de esteroides e detoxificacdo de compostos toxicos, consistente com a regulacdo positiva
das vias de biossintese de brassinosterdides, diterpendides e flavondides, que se observa
especificamente em caules suscetiveis sintomaticos

(Tabelas 2, 3 e 4).
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Tabela 2. Genes da via de biossintese de flavonéides (regulados positivamente)

TAIR10 ID Normaliza log2foldchan ge p-valor EC Descrica o
cao

AT2G40890  Eucgr.A02 1018.30 1.73 0.01 - CYP98A3
188

AT5G07990  Eucgrl003  266.76 2.66 0.00 1.14.13. TT7
35 21

AT5G07990  Eucgr.K02 162.37 3.36 0.00 - TT7
211

AT5G13930  Eucgr.DO1 927.34 4.65 0.00 23.1.74 TT4
635

Tabela 3. Genes da via de biossintese de diterperndides

TAIR10 ID Normaliza log2foldchan ge  pvalor EC Descrica o

¢cao

AT1G02400  EucgrK035  71.86 2.37 0.00 1.14.11  GA20X6
61 13

AT2G32440  EucgrK029  110.01 2.30 0.00 - CYP8SA
24 3

AT2G32440  Eucgr.D021  174.45 3.01 0.00 - CYP8SA
68 3

AT2G32440  Eucgr.D021 5291 3.17 0.00 - CYP8SA
71 3

AT5G25900  EucgrF023  47.78 1.34 0.03 1.14.13  GA3
96 78

[072] Embora ndo categorizado em func¢do bioldgica, um conjunto de genes de morte celular foi

regulado positivamente. Neste caso, a via de morte celular induzida por multiplos estresses e

mediada pelas proteinas NRPs foi especificamente induzida nos troncos sintométicos e necroticos

com um aumento consideravel na expressdo do componente a jusante, a enzima VPE (“vacuolar

processing enzyme”), que age como um efetor de um tipo de morte celular programada especifica

de plantas mediada pelo colapso do vacuolo.

[073] Também relevante, foi a inducdo robusta do homologo do fator de transcricio ANAC029

(AtNAP), mediador de morte celular programada induzida por senescéncia foliar natural e em

resposta a multiplos estresses, podendo estar associado ao fendtipo de morte celular dos troncos
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sintomético. Adicionalmente, como gene alvo controlado por ANAC029, destaca-se SAG113, uma
phosphatase 2C, que regula 0 movimento de estbmatos e a perda de dgua nas folhas, um fenotipo
observado em folhas de plantas suscetiveis apresentando os sintomas de distarbio fisiologico.

[074] Estes resultados indicam que o estabelecimento do estado de distdrbio fisioldgico induz o
fendmeno de morte celular, culminando em necrose no caule apical e, provavelmente, levando a

murcha das folhas, em plantas acometidas pelo distarbio fisioldgico.

Tabela 4. Genes da via de biossintese de brassinosterdide (regulados positivamente)

TAIR10 ID Normaliza ¢cio log2foldch pvalor EC Descricao
ange

AT2G267 Eucgr.C04 53.46 2.08 0.00 1.14.1 BASI

10 102 3.173

AT2G267 Eucgr.C04 25.06 1.92 0.00 - BASI1

10 098

AT2G267 Eucgr.LO2 102.88 2.12 0.04 1.14.1 BASI

10 324 3.173

AT2G267 Eucgr.C04 25.06 1.92 0.00 1.14.1 BASI

10 098 3.173

AT3G301 Eucgr.J014 6.07 2.68 0.03 - BR60X2

80 02

AT4G363 Eucgr.J023 283.25 1.40 0.00 1.14.1 CYP90DI1

80 84 3.112

[075] Considerando os genes reprimidos (down-regulated) nos caules sintomaticos (520-S1),
predominaram as seguintes categorias bioldgicas, metabolismo de carboidratos (15.5%),
biogéneses e organizacdo de componentes celulares (12.5%), componentes de movimento de
microtubulos (9.2%), organizacdo de organelas (7.1%), metabolismo de polissacarideos (4.0%),
Replicacdo do DNA e reparo (4.7%) (Figura 6). [076] Entre os genes regulados negativamente
(down), na categoria biogénese, destaca-se uma repressao massiva de genes envolvidos na sintese
de acidos graxos, incluindo &cidos graxos de cadeia longa e ceras (Figura 7, Tabela 5). Estes genes
amplamente reprimidos incluem FATB que codifica ACIL-ACP TIOESTERASES B de Acidos
graxos (FATTY ACYL-ACP THIOESTERASES B), ACC1, que codifica ACETIL-COA
CARBOXILASE (ACETYL-COA CARBOXYLASE), LACS2, DESENVOLVIMENTO DE
RAIZES LATERAIS 2 (LATERAL ROOT DEVELOPMENT 2), também designado ACIL-COA
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SINTETASE 2 DE CADEIA LONGA (LONG-CHAIN ACYL-COA SYNTHETASE 2), FABL,
BIOSSINTESE 1 DE ACIDOS GRAXOS (FATTY ACID BIOSYNTHESIS 1), MOD1, MORTE
MOSAICO 1 (MOSAIC DEATH 1), também designado ENOIL-ACP REDUTASE (ENOYL-ACP
REDUCTASE 1), EMB3147, EMBRIAO DEFECTIVO 3147 (EMBRYO DEFECTIVE 3147),
também designado, MALONIL COA-ACP MOLONILTRANSFERASE (MALONYL COA-ACP
MALONYLTRANSFERASE), FATAL que codifica ACIL-ACP TIOESTERASE 1 (FATA ACYL-
ACP THIOESTERASE 1), e FTM1, TRANSICAO FLORAL NO MERISTEMA 1 (FLORAL
TRANSITION AT THE MERISTEM 1).

[077] Estes genes, essenciais para sintese de acidos graxos de cadeia longa, estdo envolvidos em
diversas etapas de desenvolvimento e crescimento de plantas, como sintese de ceras e cutina nos
caules e folhas, formacéo da raiz lateral, controle de divisdo celular na regido de meristemas.
[078] Reducbes ou blogueios na sintese de acidos graxos saturados tém sido associados a declinios
na taxa de crescimento de plantas, na sintese de ceras e cutina, um dos principais componentes da
cuticula da planta e inducdo de morte celular. Em plantas silenciadas para o gene FATB, o
carregamento total de ceras na folha é reduzido 20% e, nos caules, a reducédo chega a 50%, o0 que

implica FATB no suprimento de acidos graxos saturados para biossintese de ceras.
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versus 520-S3

Tabela 5. Repressao de genes envolvidos na sintese de acidos graxos no contraste 520-S1

ID Normaliza ¢ao | log2foldcha | p-valor | Descriciao TAIR10
nge

Eucgr.C010 82 377.56 -2.30 0.00 FATB AT1G08510
Eucgr.C041 39 2356.73 -1.20 0.00 FATB AT1G08510
Eucgr.H046 66 130.54 -3.04 0.00 AT1G24360  AT1G24360
Eucgr.F004 84 3036.56 -1.25 0.02 ACCI1 AT1G36160
Eucgr.G004 90 665.95 -3.14 0.00 LACS2 AT1G49430
Eucgr.C007 78 194.52 -1.39 0.02 FABI1 AT1G74960
Eucgr.A024 48 453.80 -1.04 0.01 MODI1 AT2G05990
EucgrJ018 59 363.50 -1.03 0.02 EMB3147 AT2G30200
Eucgr.H002 96 5.89 -5.89 0.02 FTM1 AT2G43710
Eucgr.H007 74 952.19 -2.68 0.00 FaTA AT3G25110

[079] Mutantes no gene ACC1 exibem divisbes celulares descoordenadas, uma organizacao

aberrante da regido apical do embrido e desenvolvimento anormal de caules e raizes, sendo

deficientes a tolerancia ao congelamento ap6s aclimatacédo ao frio.

[080] O gene LACS2 catalisa a sintese de omega-hidroxi graxo acil-CoA, intermediario na via de

sintese de cutina, j& 0 MOD1 codifica enoil-ACP redutase, um componente do complexo sintase

de &cidos graxos.

[081] Reducdo na expressdo de MOD1 causa morte celular prematura, um fenotipo caracteristico

de caules 520-S1.MOD1 possuem nivel de lipideo reduzido e defeitos morfologicos pleiotrépicos

incluindo folhas cloréticas e com formato anormal. Embora todas as mutagdes nos genes da

biossintese de acidos graxos tenham sido geradas e analisadas na espécie vegetal Arabidopsis
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thaliana, o fendtipo de plantas de eucalipto exibindo distdrbio fisioldgico pode ser amplamente
explicado pela reducéo na expresséo de genes essenciais na biossintese de acidos graxos de cadeia
longa.

[082] Na categoria Replicacdo do DNA e Reparo, predomina a regulacdo negativa de genes
relacionados ao sistema de reparo do DNA, indicando que falhas no sistema podem ter sido o
estimulo para ativacao de vias de morte celular nos caules sintométicos (520-S1) (Figura 8, Tabela
6). As plantas sdo particularmente vulneraveis a fatores que danificam o DNA. Desta forma, elas
evoluiram uma rede complexa de mecanismos para deteccdo de danos no DNA e reparos,
dedicados a assegurar a estabilidade genémica por meio de remogdo das lesbes no DNA e
reconstituicdo da informacao genética original.

[083] Se o sistema de reparo de DNA é comprometido, entdo a instabilidade genémica gera um
sinal para ativar vias de morte celular. O aparato de reparo celular, conta com a presenca de
proteinas que apo6s reconhecimento do sitio danificado, desencadeiam a interrupgdo do ciclo
celular, enquanto enzimas relacionadas diretamente com a corre¢do do dano sdo recrutadas. Este
cenario é consistente com as variacGes de expressao génica observadas nos caules sintomaticos
pelo estabelecimento do estado de distarbio fisiologico.

[084] Coletivamente, estes resultados sugerem que o disturbio fisioldgico no clone 520, gendtipo
suscetivel, estd associado a alteracdo negativa no sistema de reparo do DNA, o que provavelmente
ativa eventos de morte celular programada no clone 520, desencadeando processos que envolvem
principalmente resposta ao estresse abiotico, sintese de alcaldide, flavonoides e em contrapartida,
diminuicdo de processos relacionados com desenvolvimento, replicacdo do DNA e metabolismo.

[085] Condicbes severas de estresses abiodticos rapidamente induzem um conjunto de genes
associados com morte celular programada (PCD) em plantas, como uma ultima tentativa de

sobrevivéncia das células.
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Tabela 6. Genes envolvidos no reparo de DNA down-regulados em 520-S1 comparado com

S3
D yg’rmaliza"‘ :fgg:f"ldc"a p-valor | Descrigio | TAIR10
03430 Reparo de pareamento incorreto
Eucgr.B03882 81.33 -2.9 0 TIL1 AT1G08260
Eucgr.B03112 178.49 -6.07 0 AT1G13635 AT1G13635
EucgrJ01377 144 -2.06 0.04 ARP AT2G41460
EucgrK01848  49.67 -1.07 0.02 AT3G12040  AT3G12040
Eucgr.J00843 176.61 -1.42 0.05 UNG AT3G18630
Eucgr.I00173  97.14 -1.01 0.01 POLD4 AT5G63960
03420 Reparo por excisdo de nucleotideos
Eucgr.B03882 81.33 -2.9 0 TIL1 AT1G08260
Eucgr.C02095 34.23 -2.25 0 AT1G03810 AT2G24490
Eucgr.HO1039 44.9 -1.03 0.01 CYCH;1 AT5G27620
Eucgr.100173 97.14 -1.01 0.01 POLD4 AT5G63960
03410 Reparo por excisao de bases

Eucgr.B03882 81.33 -2.9 0 TIL1 AT1G08260
Eucgr.BO3112 178.49 -6.07 0 AT1G13635 AT1G13635
Eucgr.JO1377 14.4 -2.06 0.04 ARP AT2G41460
Eucgr.K01848 49.67 -1.07 0.02 AT3G12040 AT3G12040
Eucgr.J00843 176.61 -1.42 0.05 UNG AT3G18630
Eucgr.100173 97.14 -1.01 0.01 POLD4 AT5G63960

[086] Em condicBes de estresse

prolongado, o estado de PCD pode evoluir para necrose,

caracterizado pelos sintomas observados em caules acometidos pelo disturbio fisioldgico.

Consistente com estas observacgdes, genes envolvidos na via de sinalizagdo de morte celular foram

altamente induzidos nos troncos sintomaticos e necroticos (S1) em relacdo ao controle

assintomatico (S3). As principais proteinas expressas em S1, envolvidas com a morte da célula

incluem as proteinas NRP (N-rich proteins), responsavel por uma regulacdo positiva de NAC81,

um efetor da resposta de morte celular, na cultura da soja, genes NAC, relacionados a processos de

desenvolvimento, sinalizacdo auxina, defesa, respostas ao estresse abiético e senescéncia foliar,

que séo consideradas efetores centrais de apoptose.
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[087] Além desses, também se destaca em S1 a enzima de processamento vacuolar VPE que
exibem atividade de caspase-1-like. Deste modo, os resultados indicam que o denominador comum
de todos os sintomas do disturbio, induzido por elementos climaticos, parece ser a ativacéo

descontrolada de vias de sinalizacdo de morte celular, levando a necrose ou senescéncia.

Validagéo dos resultados do RNA-seq

[088] Os resultados de RNA-Seq foram validados por RT-PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) das amostras 520-S1, 520-S3, 1404-R1 confirmando a expressdo diferencial de um
subconjunto de genes responsivos ao estresse da sindrome do distdrbio fisiolégico. Foram
selecionados trés genes da via da sintese de acidos graxos, trés genes envolvidos no sistema de
reparo do DNA, trés genes da sintese de fenilpropanoide, além de alguns genes diferencialmente
expressos em S1 ou R1, escolhidos aleatoriamente (Tabela 7). Como controle enddgeno foram
testados os genes eEF2 (Eukaryotic translation elongation factor 2- fator de elongacdo 2 de
traducdo de eucarioto), ACT (Actin-related protein 3- proteina 3 relacionada com actina) e 30S
(30S ribosomal protein S5, chloroplastic — proteina ribossomal S5 cloroplastidica).

Tabela 7. Genes diferencialmente expressos avaliados por qRT-PCR

Locus Gene Descricao Log: p-valor Contrast Processo
ldCh nge a e biologico
3-Oxoacyl- 0.78 0.014302789 R1-S1 S1- Biossintese
Eucgr.E00 KAS III [acylcarrier-protein -0.61 0.037650496 S3 de acidos
458 (ACP)] synthase II1 graxos
acetyl-CoA Biossintese
Eucgr.FOO ACCI carboxylase 1, -1.25 0.01830475 S1-S3 de acidos
484 synthesis of graxos
malonyl-CoA
3-Oxoacyl- 4.23 1.52E-05 R1-S1 S1- Biossintese
Eucgr.HO0 KCSI [acylcarrier-protein -3.68 3.80E-05 S3 de acidos
232 (ACP)] synthase III graxos

C Term
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[089] Os oligonucleotideos (primers) utilizados para detectar os niveis de transcri¢des com RT-
PCR em tempo real foram projetados usando o Primer Express 3.0 (Life Technologies) com base
nos genes selecionados. A selecdo dos 17 genes de interesse foi realizada a partir dos dados de
contrastes entre clone 1404 R1 versus clone 520 S3, clone 520 S1 versus clone 520 S3, com base
nos valores de Log2 Fold Change e p valor.

[090] Para quantificacdo do nivel de transcrito, por RT-PCR quantitativo, do gene Eucgr.E00458,
KAS_ Il (3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein  (ACP)] synthase [l1I) foram utilizados os
oligonucleotideos iniciadores (SEQ ID No 1) e (SEQ ID No 2), do gene Eucgr.FO0484, ACC1
(acetyl-CoA carboxylase 1, synthesis of malonyl-CoA), os oligonucleotidoes (SEQ ID No 3) e (SQ
ID No 4), do gene Eucgr.H00232, KCS1 (3-Oxoacyl-[acyl-carrier-protein (ACP)] synthase 11l C
Term), os oligonucleotideos (SEQ ID No 5) e (SEQ ID No 6), do gene Eucgr.K00927, ADH
(GroES-like zinc-binding dehydrogenase family protein), foram usados os oligonucleotideos (SEQ
ID No 7) e (SEQ ID No 8), do gene Eucgr.K00013, PGL1 (NagB/RpiA/CoA transferase-like
superfamily protein), os oligonucleotideos (SEQ ID No 9) e (SEQ ID No 10), do gene
Eucgr.D01028, RSW10 (NagB/RpiA/CoA transferase-like superfamily protein), foram usados os
oligonucleotideos (SEQ ID No 11) e (SEQ ID No 12), do gene Eucgr.B03112, Glycosylase (DNA
glycosylase superfamily protein), os oligonucleotideos (SEQ ID No 13) e (SEQ ID No 14), do gene
Eucgr.B03882, TIL1 (DNA polymerase epsilon catalytic subunit), os oligonucleotideos (SEQ ID
No 15) e (SEQ ID No 16), do gene Eucgr.B00700, MSH2 (DNA mismatch repair protein MSH2),
os oligonucleotideos (SEQ ID No 17) e (SEQ ID No 18), do gene Eucgr.D00242, BARD1 (breast
cancer susceptibility), os oligonucleotideos (SEQ ID No 19) e (SEQ ID No 20), do gene
Eucgr.B03483, Galactose oxidase (Galactose oxidase/kelch repeat superfamily protein), os
oligonucleotideos (SEQ ID No 21) e (SEQ ID No 22), do gene Eucgr.B03325, RPT2 (Root
phototropism protein 2), os oligonucleotideos (SEQ ID No 23) e (SEQ ID No 24), do gene
Eucgr.J02288, GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase), os oligonucleotideos (SEQ
ID No 25) e (SEQ ID No 26), do gene Eucgr.C03857, (NAD(P)(+) Aldehyde dehydrogenase ,
foram usados os oligonucleotideos (SEQ ID No 27) e (SEQ ID No 28), do gene Eucgr.101176,
Peroxidase 10, os oligonucleotideos (SQ ID No 29) e (SEQ ID No 30), do gene Eucgr.D00471,
Alcohol dehydrogenase related, os oligonucleotideos (SEQ ID No 31) e (SEQ ID No 32).

[091] Os genes endogenos usados como normalizados e os respectivos oligonucleotideos para o
RT-PCR quantitativo foram: Eucgr.K00756,
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Ubiquitin (small ubiquitin-like modifier 2) com’(SEQ ID No 33) e (SEQ ID No 34), Eucgr.B02912,
eEF2 (Eukaryotic translation elongation factor 2) com (SEQ ID No 35) e (SEQ ID No 36),
Eucgr.H02449, Actin (Actin-related protein 3) com (SEQ ID No 37) e (SEQ ID No 38) e
Eucgr.D00609, 30S (30S ribosomal protein) com (SEQ ID No 39) e (SEQ ID No 40).

[092] Anterior as analises de RT-gPCR foram realizados testes para verificar a eficiéncia de
amplificacdo dos oligonucleotideos (primers) desenhados, sendo utilizadas as condi¢fes dos
oligonucleotideos com eficiéncia maior ou igual a 95 %. As reacdes de PCR em tempo real foram
realizadas em um equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) utilizando a
metodologia SYBR Green PCR Master Mix (Life Technologies). Como referéncia endogena, foram
testados os genes eEF2, ACT e 30S.

[093] As reacBes de RT-qPCR foram preparadas em um volume final de 10 puL, contendo molde
de cDNA, oligonucleotideos especificos (foward e reverse) e corante Fast SYBR Green PCR 2x
Master mix (Applied Biosystems). As condigOes de termociclagem foram: 95 °C por 10 minutos e
40 ciclos de desnaturacgao a 94°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensdo a 60 °C por
1 minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de dissociacao
geradas pelo equipamento. A expressdo génica foi quantificada utilizando o método comparativo
de Ct: 2 4<,

[094] A especificidade e eficiéncia dos oligonucleotideos foram determinadas por eletroforese em
gel de agarose (RT-PCR) (Figura 9) e pela analise da curva de fusdo (melting). Cada uma das
curvas de fusdo desses genes evidenciaram um unico pico em RT-gPCR e as curvas de
amplificacdo das nove repeticdes (trés repeticdes bioldgicas x trés repeti¢bes técnicas) para cada
gene apresentou excelente repetibilidade. Esses resultados indicam alta especificidade dos
oligonucleotideos para seus respectivos genes-alvo.

[095] O célculo da eficiéncia de amplificacdo da PCR foi feito para os trés genes enddgenos, e
variaram de 0,9 a 1,18, atendendo aos requisitos para analises com PCR quantitativo (Figura 9J).
O RNA total das amostras avaliadas foi analisado por gel de agarose. Além do clone suscetivel 520
e o resistente 1404, foram incluidas amostras dos clones 2536 e 1407, respetivamente suscetivel e
resistente ao disturbio fisioldgico (Figura 9H). A integridade do cDNA, preparado a partir do RNA
total, foi avaliada pela amplificacdo do fragmento de 1000 bp do cDNA do gene eEF2, utilizado
como controle enddgeno (Figura 9l).

[096] De uma maneira geral, todos os genes selecionados apresentaram acumulos de transcritos
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consistentes com os resultados do RNA-Seq. O nivel de transcritos dos genes envolvidos na sintese
de acido graxo, KASIII, ACC1 e KCS1, foi muito inferior em SS (S1) quando comparados com AS
(S3), confirmando a repressdo global da sintese de acidos graxos em caules sintomaticos do clone
520 (Figura 10). N&o se observaram variacdes significativas desses transcritos em 1404-ASR (R1),
confirmando os resultados do RNA-Seq. A expressdo génica foi calculada pelo método do 274¢T.
eEF2 (fator de elongacdo 2 de eucarioto) foi utilizado como controle enddgeno. As barras indicam
o0 desvio padrdo da média, baseado em repeticOes técnicas e replicatas bioldgicas (n=3).

[097] Quanto aos genes envolvidos no reparo de DNA, DNA Glysosilase, TIL1 e MSH2, o perfil
de expresséo por RT-qPCR foi similar ao identificado por RNA-Seq (Figura 11). Comparados com
520-AS, os niveis de transcritos desses genes foram inferiores em 520-SS e superiores em 1404-
ASR (R1). A expressio génica foi calculada pelo método do 24T, eEF2 (fator de elongacéo 2 de
eucarioto) foi utilizado como controle endégeno. As barras indicam o desvio padrdo da meédia,
baseado em repeti¢des técnicas e replicatas bioldgicas (n=3).

[098] Também consistentes com os resultados do RNA-Seq foram os resultados de expresséo dos
genes envolvidos em resposta a estimulos abidticos, Galactose oxidase e RPT2, cujos niveis de
transcritos nas amostras SS do clone 520, mensurados por RT-qPCR, foram superiores em relacéo
a AS (Figura 12). Além disso, os trés genes envolvidos na sintese de fenilpropandides foram
induzidos pelo distarbio fisioldgico, confirmando os dados do RNA-seq (Figura 13). A expressao
génica foi calculada pelo método do 2"2¢T. eEF2 (fator de elongacio 2 de eucarioto) foi utilizado
como controle enddgeno. As barras indicam o desvio padrdo da média, baseado em repeticdes
técnicas e replicatas bioldgicas (n=3).

[099] Exceto por PGL1, cujo nivel de transcrito por RT-gPCR foi inferior em 520-SS quando
comparado com 520-AS, os demais genes selecionados, BAR1, ADH, RSW10, GAPDH, UBQ,
acumularam um nivel de transcrito inferior nas amostras sintomaticas, determinado por RT-qPCR,
em concordancia com os resultados do RNA-Seq (Figura 14). A expressdo génica foi calculada
pelo método do 22T, eEF2 (fator de elongagdo 2 de eucarioto) foi utilizado como controle
enddgeno. As barras indicam o desvio padrdo da média, baseado em repeticGes técnicas e replicatas

bioldgicas (n=3).
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Desenvolvimento do processo para diagnostico do distarbio fisiolégico em troncos de
eucalipto baseado na expressdo diferencial de genes marcadores

[100] No perfil do transcriptoma reprimido pelo distdrbio fisioldgico, genes envolvidos no
sistema de reparo de DNA foram extensivamente reprimidos. Estes resultados foram determinados
por RNA-seq e validados por RTgPCR. As plantas sdo particularmente vulneraveis a fatores que
danificam o DNA. Desta forma, elas evoluiram uma rede complexa de mecanismos para detec¢édo
de danos no DNA e reparos, dedicados a assegurar a estabilidade genémica por meio de remocao
das lesbes no DNA e reconstitui¢do da informacdo genética original (Eggleston, A.K. 2007. DNA
replication and repair. Nature, 447, 923).

[101] Se o sistema de reparo de DNA é comprometido, entdo a instabilidade genémica gera um
sinal para ativar vias de morte celular. Consequentemente, a instabilidade do genoma causada por
um sistema ineficiente de reparo do DNA, em condi¢fes de estresse abidtico, pode ser o sinal de
ativacdo das vias de morte celular induzida pelo disturbio fisiologico. Sendo assim, uma
caracteristica molecular da sindrome do distarbio fisioldgico € a represséo de genes especificos no
processo de reparo do DNA.

[102] O presente pedido de patente reivindica que a utilizacdo de oligonucleotideos sintéticos
representados pelas SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 32, para mensurar a expressao dos genes descritos
na Tabela 6 pode ser usada para o processo de diagndstico do disturbio fisioldgico e sdo baseados
nos denominados genes marcadores do disturbio fisiologico. Os niveis dos transcritos
correspondentes aos genes marcadores em caules sintomaticos inferiores aqueles de caules
assintomaticos do mesmo gendtipo revela o estabelecimento do distarbio fisiologico.

[103] Um método de quantificar os niveis de transcritos é o real time PCR ou RT-PCR
quantitativo ou RT-qPCR. Esta técnica esta amplamente difundida na literatura e largamente
utilizada para quantificar expressdo génica. O RNA total extraido das amostras é convertido em
cDNA usando reverse transcriptase comerciais. Kits comerciais contendo todos 0os componentes
da reacdo da polimerase em cadeia para quantificacdo dos niveis de cDNA séo disponiveis.

[104] Entretanto, ha necessidade de se desenharem e sintetizarem oligonucleotideos iniciadores
(primers) que sejam complementares a sequéncia do cDNA no sentido direto (forward) e no sentido
inverso (reverse) dos genes de interesse do genoma de todas os cultivares e clones de eucalipto
cultivaveis. Além disso, tém de ser capazes de discriminar o gene de interesse dos outros membros

de familias multigénicas.
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[105] Esta invencdo reivindica as sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores (primers forward
e reverse) desenhados para amplificacdo do cDNA dos transcritos dos genes KAS IlI
(Eucgr.E00458), SEQ ID No 1 e SEQ ID No 2; ACC1 (Eucgr.F00484), SEQ ID No 3 e SEQ ID
No 4; KCS1 (Eucgr.H00232), SEQ ID No 5 e SEQ ID No 6; ADH (Eucgr.K00927), SEQ ID No 7
e SEQ ID No 8; PGL1 (Eucgr.K00013), SEQ ID No 9 e SEQ ID No 10; RSW10 (Eucgr.D01028),
SEQ ID No 11 e SEQ ID No 12; Glycosylase (Eucgr.B03112), SEQ ID No 13 e SEQ ID No 14;
TIL1 (Eucgr.B03882), SEQ ID No 15 e SEQ ID No 16; MSH2 (Eucgr.B00700), SEQ ID No 17 e
SEQ ID No 18; BARD1 (Eucgr.D00242), SEQ ID No 19 e SEQ ID No 20; Galactose oxidase
(Eucgr.B03483), SEQ ID No 21 e SEQ ID No 22; RPT2 (Eucgr.B03325), SEQ ID No 23 e SEQ
ID No 24; GAPDH (Eucgr.J02288), SEQ ID No 25 e SEQ ID No 26; NAD(P)(+) Aldehyde
dehydrogenase (Eucgr.C03857), SEQ ID No 27 e SEQ ID No 28; Peroxidase 10 (Eucgr.101176),
SEQ ID No 29 e SEQ ID No 30; Alcohol dehydrogenase related (Eucgr.D00471), SEQ ID No 31
e SEQ ID No 32, identificados na sequéncia da regido codificadora dos respectivos genes.

[106] Estes conjuntos de oligonucleotideos iniciadores (primers) de cada gene apresentaram
curvas de dissociacdo consistentes para alinhamento especifico para gene unico (Figura 15).
Portanto, sdo capazes de discriminar o gene alvo de outros membros da mesma familia no genoma
de eucalipto.

[107] Também relevante foi a repressao expressiva dos genes envolvidos na sintese de acidos
graxos, incluindo acidos graxos de cadeia longa e ceras, nas amostras 520-SS. Estes genes,
essenciais para sintese de &cidos graxos de cadeia longa, estdo envolvidos em diversas etapas de
desenvolvimento e crescimento de plantas, como sintese de ceras e cutina nos caules e folhas,
formacéo da raiz lateral, controle de divis@o celular na regido de meristemas (Bonaventure, G.,
Salas, J.J., Pollard, M.R., Ohlrogge, J.B. 2003. Disruption of the FATB gene in Arabidopsis
demonstrates an essential role of saturated fatty acids in plant growth. The Plant Cell,15, 1020-
1033). Reduces ou blogueios na sintese de &cidos graxos saturados tém sido associados a declinios
na taxa de crescimento de plantas, na sintese de ceras e cutina, um dos principais componentes da
cuticula da planta e indugdo de morte celular [(1) Bonaventure, G., Salas, J.J., Pollard, M.R.,
Ohlrogge, J.B. 2003. Disruption of the FATB gene in Arabidopsis demonstrates an essential role
of saturated fatty acids in plant growth. The Plant Cell,15, 1020-103; (2) Baud, S., Guyon, V.,
Kronenberger, J., Wuilléme, S., Miquel, M., Caboche, M., Rochat, C. 2003. Multifunctional acetyl

-CoA carboxylase 1 is essential for very long chain fatty acid elongation and embryo development
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in Arabidopsis. The Plant Journal, 33, 75-86; (3) Schnurr, J., Shockey, J. 2004. The acyl-CoA
synthetase encoded by LACS2 is essential for normal cuticle development in Arabidopsis. The
Plant Cell, 16, 629-642).

[108] O transcriptoma induzido pelo distirbio fisiologico divergiu consideravelmente das
amostras suscetiveis assintomaticas do clone 520. Nas modifica¢des positivas de expressdo génica
induzidas pelo distarbio fisiologico, observou-se um enriquecimento de genes diferencialmente
expressos nas categorias bioldgicas do sistema antioxidativo (catalase, peroxidase, desidrogenases,
superoxido dismutase), morte celular (caspases, VPE, SAG, genes associados a senescéncia) e
sintese de flavondide. Genes regulatorios, normalmente envolvidos em respostas tipicas a estresses
abioticos, também foram enriquecidos nas modificacdes positivas de expressao génica, como genes
da familia NAC, APE, WRKY de transfatores transcricionais.

[109] Este conjunto de genes positivamente regulados categorizam as respostas majoritérias de
plantas a estresses abioticos. De fato, estresses abidticos primarios, resultante de mudanca de
temperatura, salinidade, seca e alagamento, levam a estresse osmdtico secundario como efeito
comum, que aciona o sistema oxidativo de plantas pelo acimulo e producdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS) (Gill, S.S., Tuteja, N. 2010. Reactive oxygen species and antioxidant machinery
in abiotic stress tolerance in crop plants. Plant physiology and biochemistry,48, 909-930).

[110] Para o desenvolvimento do processo de diagnose molecular também foram selecionados
genes regulados positivamente (up) pelo distarbio fisioldgico e classificados como genes induzidos
por estresses abidticos (seca, osmotico, alta temperatura). Estes genes ndo devem ser marcadores
especificos do estado de distarbio fisioldgico, mas em combinacdo com a expressdo dos genes
selecionados que sdo negativamente regulados pelo disturbio fisiolégico resultam em um
diagndstico molecular do estabelecimento do distarbio fisioldgico. Este processo para diagnose
molecular de distarbio fisioldgico em eucalipto reivindica que a utilizacdo dos oligonucleotideos
especificos na quantificacdo da expressao dos genes Galactose Oxidase e RPT2  sdo componentes
da invencéo.

[111] Este processo de diagnose molecular reivindica que a utilizagdo dos oligonucleotideos
especificos na quantificacdo da expressdo dos genes Galactose Oxidase e RPT2 em combinacéo
com a expressao dos genes TIL1, MSHII, KASIII e KCSI possa ser usado para diagndstico do

disturbio fisiologico e serdo denominados genes marcadores. Os niveis dos transcritos
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correspondentes aos genes marcadores em caules sintomaticos em relacdo aqueles de caules
assintomaticos do mesmo genotipo revela o estabelecimento do disturbio fisiologico.

[112] Resultado positivo do processo de diagnose molecular do distarbio fisiol6gico implica que
0s niveis de transcritos ou a expressao dos genes TIL1, MSHII, KASIII e KCSI no caule dito
sintomatico (SS) é menor do que aqueles do caule assintoméatico (AS) do mesmo clone, ou
genotipo. A expressdo desses genes regulados negativamente pelo disturbio fisiolégico esta
associada ao estabelecimento do estado de distdrbio fisioldgico. Além disso, os niveis de transcritos
ou a expressdo dos genes Galactose Oxidase e RPT2 devem ser superiores nas amostras de caules
dito sintométicos do que nas amostras de caules assintomaticos. A expressdo induzida desses genes
de estresse abiotico em geral indica que o caule dito sintomatico ndo evoluiu para um estado de
necrose geral irreversivel, caracteristico de necroses em resposta a estresses abiéticos prolongados.
[113] Esta invencdo também reivindica que a utilizacdo dos oligonucleotideos especificos na
quantificacdo da expressdo dos genes Galactose Oxidase e RPT2 em combinagdo com a expressao
de pelo menos um gene discriminado na Tabela 5 e pelos menos um gene discriminado na Tabela
6 possam ser usados para diagndstico do disturbio fisioldgico, e serdo denominados genes
marcadores. Os niveis dos transcritos correspondentes aos genes marcadores em caules
sintomaticos em relacdo aqueles de caules assintoméaticos do mesmo genotipo revela o
estabelecimento do disturbio fisiolégico.

[114] O resultado positivo da diagnose implica em expressao aumentada de Galactose Oxidase e
RPT2 nas amostras de caules dito sintoméaticos em relacdo as amostras dos caules assintomaticos
e expressdo diminuida dos genes da Tabela 5 e Tabela 6 em amostras de caules dito sintomaticos
em relacdo as amostras de caules assintomaticos do mesmo clone ou genotipo.

[115] Esta invencdo utiliza 0 método real time RT-PCR ou RT-PCR quantitativo ou RT-qPCR
para quantificar os niveis de transcritos de genes marcadores. Trata-se de uma técnica amplamente
difundida na literatura e largamente utilizada para quantificar expressdo génica. O RNA total
extraido das amostras é convertido em cDNA usando reverse transcriptase comerciais. Kits
comerciais contendo todos os componentes da reacéo da polimerase em cadeia para quantificagdo
dos niveis de cDNA séo disponiveis.

[116] Entretanto, ha necessidade de se desenharem e sintetizarem oligonucleotideos iniciadores
(primers) que sejam complementares a sequéncia do cDNA no sentido direto (forward) e no sentido

inverso (reverse) dos genes marcadores do genoma de todas os cultivares e clones de eucalipto
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cultivaveis. Além disso, tém de ser capazes de discriminar o gene de interesse dos outros membros
de familias multigénicas.

[117] Os clones (gendtipos) de eucalipto analisados no experimento estdo especificados na Tabela
8 e as amostras coletadas para validar o processo desenvolvido para diagnostico do distarbio
fisiologico em eucalipto séo especificadas na Tabela 10. Foram coletadas amostras, com idades de
16 meses ou 8 meses (especificadas na designacdo das amostras). Destacando que os clones
utilizados para comprovacao molecular do estado de distarbio fisioldgico se encontravam em idade
suficientemente avancada para ser realizado o registro do conjunto de sintomatologia especifica do

distarbio fisioldgico.

Tabela 8. Clones e amostras utilizadas para validar o método de diagnostico

Clones Assintomaticos (AS) Clones sintomaticos (SS)
Suscetiveis Resistentes Suscetiveis

520 1572 520

1296 1404 1296

5204 1644 5204

2361 1407 2361

5341 5341

Extracdo do RNA total das amostras sintomaticas e assintomaticas dos troncos de eucalipto

[118] O RNA total foi preparado de todas as amostras. Foram utilizados 0,2 g de cada amostra
armazenada em -80°C e entdo macerada em nitrogénio liquido com auxilio de almofariz e pistilo.
Ao material macerado foi  adicionado 1mL do tampdo de extracdo, contendo
CTAB(cethyltrimethylammonium bromide) 2% (p/v), PVP 2% (p/v), Tris-HCL 100 mM, EDTA
25 mM, NaCl 20 mM, e [B-mercaptoethanol 2% (v/v). As amostras foram incubadas por 20
minutos a 65 °C.

[119] A esse material adicionou-se 1 mL de cloroférmio, seguida de centrifugagdo a 15.000 x g,
por 10 minutos, a 4°C. ApOs uma segunda extracdo do sobrenadante com igual volume de
cloroférmio, RNA total foi precipitado do sobrenadante com igual volume de isopropanol

(aproximadamente 400 pL), por 10 minutos a temperatura ambiente e, posteriormente, por
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centrifugacgéo por 10 minutos a 4 ° C (12.000 x g).

[120] Apos a centrifugagdo, o sobrenadante foi descartado, o sedimento foi lavado com 1 mL de
etanol a 80% preparado com dgua DEPC (Dietilpirocarbonato), e os tubos foram conduzidos para
outra centrifugacdo por 1 minuto a4 ° C (12.000 x g). O liquido residual foi removido do tubo com
uma pipeta e seco sobre papel absorvente, antes de ser ressuspenso em 20 puL. de agua tratada com
DEPC.

[121] A Figura 16 mostra um exemplo de eletroforese do RNA em géis de agarose, demonstrando
a qualidade do RNA a ser utilizado para analise de expressdo génica dos genes marcadores e
confirmacéo do estado de disturbio fisioldgico.

[122] Somente os clones geneticamente suscetiveis, clones 1296, clone 520, clone 5204, clone
2361, clone 5341, poderdo estar acometidos pelo distarbio fisioldgico, o que podera ser registrado
em caules sintomaticos, como controles positivos.

[123] Embora os clones 1572, 1404 e 1407 ndo sejam acometidos pelo disturbio e,
consequentemente, ndo apresentem sintomas de distdrbio fisioldgico, estes clones resistentes ao
distarbio fisiolégico também foram incluidos na demonstracdo experimental do processo de
diagnostico molecular do distdrbio fisiolégico, como controles negativos.

[124] Como o processo de diagnostico molecular se baseia na expressdo diferencial de genes
marcadores do disturbio fisioldgico, os niveis do transcrito dos genes marcadores nos caules
sintomaticos deverdo obrigatoriamente ser comparados com seus niveis de transcritos de caules
assintomaticos do mesmo material genético.

[125] A quantificacido do RNA foi monitorada, pelo espectrofotdmetro, pela relacdo de
absorvancia 260/280 e a integridade destes RNAs foi verificada por eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1,5 %, e também pelo equipamento 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies),
observando-se a pureza e o tamanho das amostras. O RNA total de cada uma das amostras foi
diluido para 5000 pg/uL para a visualizacdo da sua integridade no instrumento 2100 Bioanalyser
(Agilent). Para isso, foi seguido o protocolo Agilent RNA 6000 pico Assay, de acordo com 0s
procedimentos recomendados com relagdo a utilizacdo do equipamento e a corrida das amostras,
que foi efetuada usando um chip especifico de RNA, juntamente com os Kits de anélise de RNA.
Cada kit é composto por uma matriz de separacdo que € uma solugéo de polimero, uma solugéo de

corante fluorescente de intercalacdo a fita dupla de DNA e marcadores de tamanho de RNA.
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Analise da expressao dos genes marcadores por RT-PCR quantitativo (RT-gPCR)

[126] A presente invencdo para o processo de diagnostico molecular do distdrbio fisiologico
baseia-se na utilizacdo de oligonucleotideos especificos na analise de variacdo da expressdo de
genes marcadores pelo estabelecimento de distdrbio fisiol6gico. Os genes marcadores selecionados
pela analise do transcriptoma induzido pelo distdrbio foram: Galactose Oxidase e RPT2, com
expressao ou niveis de transcritos aumentados pelo distdrbio, TIL1, MSHII, KASIII e KCSI com
niveis de transcritos diminuidos pelo distarbio.

[127] Com o objetivo de comprovar a efetividade do processo de diagnostico molecular do
distarbio fisiologico, procedeu-se a extracdo do RNA total de amostras sintomaticas e
assintomaticas (Figura 16) e, em seguida, a quantificacdo por RT-PCR quantitativo (RT-qPCR ou
real time RT-PCR) da expressdo dos niveis de mMRNA dos genes marcadores em comparagdo com
os niveis de expressao de troncos assintomatico do mesmo gendtipo. Amostras de clones resistentes
assintomaticos foram incluidas nos ensaios como controles negativos.

[128] A extracdo de RNA dos clones 1296, 520, 5204, 2361, 5341, 1572, 1404, 1644 e 1407 foi
realizada pelo método CTAB, seguido por precipitacdo com isopropanol, conforme descrito. A
integridade do RNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,5%. O RNA foi quantificado
no espectrofotometro e a concentracdo foi expressa em pg.pnL-1. O RNA total isolado (4ug) foi
tratado com DNase livre de RNAse (Invitrogen) e utilizados para obtencdo do cDNA, usando a
enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-dT, de acordo com determinagdo do
fabricante.

[129] Asreagdes de RT-qPCR foram preparadas em um volume final de 10 uL, contendo molde
de cDNA, oligonucleotideos (primers) especificos (foward e reverse) e corante Fast SYBR Green
PCR 2x Master mix (Applied Biosystems). As condic¢des de termociclagem foram: 95 °C por 10
minutos e 40 ciclos de desnaturagédo a 94°C por 15 segundos, seguido de anelamento e extensdo a
60 °C por 1 minuto. A especificidade dos produtos amplificados foi analisada pelas curvas de
dissociacdo geradas pelo equipamento. A expressao génica foi quantificada utilizando o método
comparativo de Ct: 2 "4t

[130] Paraavaliar os niveis de expressao dos seis genes marcadores selecionados foram utilizados
os oligonucleotideos (primers) especificos de cada gene. Como controle enddgeno para

normalizacgéo dos dados de RTgPCR foi utilizado o gene de eucalipto eEF2 (Eukaryotic translation
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elongation factor 2; Eucgr.B02912) que codifica o fator de elongagéo de traducéo 2. As sequéncias
dos oligonucleotideos especificos para eEF2 séo as SEQ ID No 35 e SED ID No 36.

[131] Conforme os resultados obtidos pelo RNA-seq e validados por RTgPCR, os niveis dos
transcritos dos genes Galactose Oxidase e RPT2 foram superiores em troncos sintométicos quando
comparados com troncos assintomaticos do mesmo clone (gendtipo). A expressao génica foi
calculada pelo método do 2°2€T, eEF2 foi utilizado como controle enddgeno. As barras indicam o
desvio padrdo da média, baseado em repeticOes técnicas e replicatas bioldgicas (n=3). Estes genes
sdo induzidos por estresses abioticos de uma maneira geral e, portanto, foram incluidos no
diagnostico molecular como um exemplo de genes induzidos pelo distarbio fisiologico como
comprovante de que a maquinaria de transcricdo esta funcionando nas amostras sintomaticas, ndo
representando um estagio de necrose irreversivel (Figura 17).

[132] Esta interpretacdo foi observada com os trés genes selecionados da sintese de
fenilpropandides também induzidos pelo disturbio fisioldégico nos troncos sintomaticos dos clones
520 e 2361, mas ndo nos troncos sintomaticos dos clones 1296, 5204 e 5341 (Figura 18). A
expresséo génica foi calculada pelo método do 24T, eEF2 foi utilizado como controle endégeno.
As barras indicam o desvio padrdo da média, baseado em repeti¢Ges técnicas e replicatas bioldgicas
(n=3).

[133] Conforme os resultados obtidos pelo RNA-seq e validados por RTgPCR, o0s niveis dos
transcritos dos genes TIL1 e MSHII, envolvidos no sistema de reparo do DNA, KASIII e KCSI,
envolvidos na sintese de acidos graxos de cadeia longa, foram inferiores em troncos sintomaticos
guando comparados com troncos assintomaticos do mesmo clone (gendtipo) (Figuras 19 e 20). A
expressdo génica foi calculada pelo método do 2"2¢T. eEF2 foi utilizado como controle enddgeno.
As barras indicam o desvio padrdo da média, baseado em repeticBes técnicas e replicatas bioldgicas
(n=3).

[134] Tomando em conjunto, a repressdo dos genes do sistema de reparo do DNA e dos genes da
sintese de &cidos graxos, além da inducdo dos genes Galactose Oxidase e RPT2 caracterizam o
estabelecimento do disturbio fisiologico em todos os troncos sintomaticos dos clones analisados.
Portanto, o conjunto do perfil de expressdo dos genes marcadores nos troncos sintomaticos em
comparagdo com o nivel de expressdo nos troncos assintomaticos de todos os clones suscetiveis

analisados valida o processo de diagnéstico molecular descrito.

Conclusédo
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[135] Os oligonucleotideos sintéticos e o processo de diagnostico molecular descritos e
requeridos nesta invencdo se diferenciam de todos os demais processos anteriores descritos porque
se baseiam no conhecimento adquirido das variagOes globais de expressdo de genes identificados
como reporteres da condicdo do distarbio fisiologico em troncos de eucalipto. Estes
oligonucleotideos utilizados neste processo de diagndstico molecular possibilitam como vantagem
primordial a identificagdo de clones jovens suscetiveis ao disturbio fisiol6gico. Uma vez certificado
nestes clones jovens o estabelecimento do estado de disturbio fisioldgico, eles poderdo ser
eliminados do cultivo, prevenindo, portanto, o seu crescimento até a fase adulta néo
comprometendo assim a qualidade da madeira.

[136] Nenhum método molecular de diagnostico de disturbio fisioldgico foi previamente descrito,
principalmente devido ao desconhecimento sobre as mudancas moleculares relacionadas a variacao
global de expressao génica induzida especificamente pelo disturbio fisiolégico em eucalipto. Para
o0 desenvolvimento da presente invencdo, foi inicialmente determinado o transcriptoma induzido
pelo distarbio fisiolégico e, em seguida, selecionado um conjunto de genes cuja variacdo da
expressao génica de uma forma conjunta representa um perfil de expressao especifico do disturbio
fisiol6gico.

[137] Estes genes, listados nas tabelas 4 e 5, foram designados genes marcadores por indicarem
0 estado do distlrbio fisiologico por meio da variacdo da expressdo génica. A invencdo também
reivindica o uso de sequéncia dos oligonucleotideos especificos para determinar a expressao
especifica dos referidos genes por RT-PCR quantitativo para o diagnostico molecular do disturbio

fisiologico.
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Reivindicagdes

1. Oligonucleotideos caracterizados por serem as SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 32,

2. Processo de diagnéstico molecular do distarbio fisiolégico em eucalipto por meio dos
oligonucleotideos definidos na reivindicacgdo 1, caracterizado por compreender as seguintes
etapas:

— Utilizagdo dos 32 oligonucleotideos (SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 32) especificos dos dezesseis
genes marcadores;

— Colheita de caules sintomaticos e assintomaticos de clones de eucalipto, trés réplicas biologicas
no minimo;

— Congelamento imediato em nitrogénio liquido;
— Extragdo de RNA total dos caules sintomaticos e assintomaticos;

— Sintese do DNA complementar com a enzima reverse transcriptase;
— Quantificacdo do nivel de transcrito dos seis genes marcadores nos caules sintomaticos e
assintomaticos por meio de RT-gPCR

(RT-PCR em tempo real), utilizando trés réplicas técnicas;

— Determinag¢do do nivel de transcrito dos seis genes marcadores nos clones sintomaticos e
assintomaticos;

— Anélise do perfil comparativo de expressdao dos genes marcadores.

3. Uso dos oligonucleotideos definidos na reivindicagdo 1 caracterizado por ser para
identificacdo dos genes diferencialmente expressos pelo distdrbio fisiologico em eucaliptos,

diagndstico do disturbio fisioldgico e producdo de Kits diagndstico.

4. Uso dos genes KAS_IIl (Eucgr.E00458); ACC1 (Eucgr.FO0484); KCS1 (Eucgr.H00232);
ADH (Eucgr.K00927); PGL1 (Eucgr.K00013); RSW10 (Eucgr.D01028); Glycosylase
(Eucgr.B03112); TIL1 (Eucgr.B03882); MSH2 (Eucgr.B00700); BARD1 (Eucgr.D00242);
Galactose oxidase (Eucgr.B03483); RPT2 (Eucgr.B03325); GAPDH (Eucgr.J02288);
NAD(P)(+) Aldehyde dehydrogenase (Eucgr.C03857); Peroxidase 10 (Eucgr.101176);

Alcohol dehydrogenase related (Eucgr.D00471) diferencialmente expressoss.
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Resumo

Oligonucleotideos para o processo de diagndstico molecular do disturbio fisiologico em

Eucalipto (Eucalyptus sp.), processo de diagnéstico e usos.

A presente invencao refere-se a oligonucleotideos sintéticos para o diagnéstico molecular
do disturbio fisiolégico em eucaliptos (Eucalyptus sp.), ao processo de diagndstico, ao uso dos
oligonucleotideos para identificacdo de genes diferencialmente expressos pelo disturbio
fisiol6gico em caules, e producgdo de Kits diagndsticos, e ao uso dos genes diferencialmente
expressos para a identificacdo e diagnostico do distdrbio fisiologico em eucaliptos. Os
oligonucleotideos utilizados neste processo biotecnoldgico permitem diagnosticar a sindrome
do distarbio fisiolégico em clones de eucalipto a campo em diferentes estadios de
desenvolvimento. A invencdo pode ser aplicada no setor agroflorestal, nas areas de genética

vegetal, genética molecular e melhoramento genético.
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Este anexo apresenta o cddigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cdédigo de Controle

Campo 1
50099D568C1lFEF84FE

Campo 2
6CBCOE4590F0A82F

Outras Informacdes:

- Nome do Arquivo: Listagem de sequéncias bioldgicas.txt
- Data de Geracdo do Cdodiga 15/12/2022
- Hora de Gerac¢ao do Cédiga 09:56:22
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 50099D568C1F84FE
- Campo 2: 6CBC9E4590FO0A82F




