Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus

construindo recursaes genomicos para o melhoramento genético do eucalipto em
uma parceria publico-privada
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Melhoramento genético
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Selecdo recorrente:
a base do
melhoramento

Populacéo florestal natural p | SEBRDLEIEIESE
coleta de sementes

Teste de procedéncias

/ TESTE DE PROGENIES \

RECOMBINAGAO SELECAO
Cruzamento de arvores selecionadas e
geracao de descendéncias

Avaliagdo fenotipica das
caracteristicas alvo do programa

POPULACAO SELECIONADA

BrotacOes ou sementes coletadas
de &rvores selecionadas




Selecao de Material Genético
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Brasil € lider ha inovacao € adocao de tecnologias para o
melhoramento de Eucalyptus
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Concelto de arvore como “fabrica” de celulose

Reducao do consumo especifico de madeira para producao de
celulose: m® de madeira por tonelada de celulose

Aumento de produtividade florestal: ton de celulose/hectare

Combinacao de grande volume de madeira e baixo consumo
especifico de madeira garante o baixo custo desse insumo na
composicao dos custos industriais y

Melhoramento genético € a chave para aicompetitividade

Genomica e mais uma ferramenta para o melhorista




Projeto genoma no melhoramento florestal

Pré-requisitos para o sucesso de projetos genoma:
Grupo multidisciplinar de pesquisadores
Material genetico e populacoes experimentals adequadas *****

Recursos gendomicos: sequéncias de genes, marcadores moleculares
(SSR e SNPs), mapas geneticos, mapa fisico, bioinformatica

Fenotipagem em largaiescala; qualidade,da madeira, resisténcia a
doencas etc. ***** N

Abordagens experimentais integrativas de genetica & genomica

Interconexao com trabalhos intensivos de campo, genética quantitativa e
estratégias de melhoramento




Porque o projeto GENOLYPTUS?
Pro jeto Genolyptus

Pesquisa em genetica e melhoramento tem forte historico de geracao de
ganhos e competitividade na industria de base florestal

Manutencao de vantagem competitiva do Brasil

Existéncia de competéncia tecnico-cientifica no setor privado

Existéncia de competéncia cientifica nas Universidades reconhecida no
setor privado r
Consorcio pre-competitivo; maneira mais eficiente
Equipe multidisciplinar e parceria com empresas

Projeto com visibilidade internacional — Iniciativa inédita no/mundo




Pontos positives gue viabilizaram o projeto

Pesquisa em genetica e melhoramento tem forte historico de geracao de
ganhos e competitividade na industria de base florestal

Existéncia de competéncia tecnico-cientifica no setor privado

Existéncia de competéncia cientifica nas Universidades reconhecida no
setor privado

Envolvimento dos cientistas das empresas desde o inicio da concepcao do
projeto

Atribuico clara de responsabilidades no plano de trabalho

Projeto na interface entre genomica e melhoraménto: todos se relacionam
com o que esta sendo feito

Perspectivas de crescimento e atualizagao profissional individual dos
cientistas seja das Universidades como das empresas




Projeto Genolyptus

Geracao de um plataforma de informacoes e recursos genomicos

Estabelecimento de uma rede de populagoes experimentais para
pesquisa genomica

Mapeamento, identificacao e determinacao de funcao de genes
envolvidos na formacao da madeira e resisténcia a doencas

Estabelecimento das bases para iniciativas,empresariais visando
a Incorporacao de tecnologias genomicas nos programas de
melhoramento




InstituicOes participantes do
projeto GENOLYPTUS
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Rosana Brondani

Genetic mapping Alexandre Coelho

-

R
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1 Georgios Pappas
Bioinformatics

Jullo Cascardo

EST sequencing _ i '

Glancarlo Pasquall
cDNA libraries/Microarrays

Sergio Brommonschenkel
Statistical genomics d BAC library/physical mapping

Acelino Alfenas
Phytopathology

Jésé Livio Gomi-de.&-
Jorge Colodette
Wood technolog

Gongalo Pereira
Bioinformatics




Projeto Genolyptus
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inan ciadora de Estudos e Projstos

Projeto lancado em
20/02/2002




Subprojetos componentes com forte
Interfaceamento entre eles

Subprojeto 1: Instalacao e avaliacao continuada de uma rede experimental de campo

Subprojeto 2: Internalizacao de tecnologias de alto desempenho para avaliacao da
qualidade da madeira

Subprojeto 3: Base genetica e identificacao de genes gue conferem resisténcia a
doencas em Eucalyptus

Subprojeto 4: Construcao de mapas genéticos e mapeamento de QTLs
Subprojeto 5: Construcao de mapas fisicos localizados no genoma de Eucalyptus
Subprojeto 6: Sequenciamento do transcriptoma de Eucalyptus.

Subprojeto 7: Analise de expressao génica em microarrargos (microarrays)

Subprojeto 8: Bioinformatica para a analise, integracao e disponibilizacio de dados
genomicos

Subprojeto 9: Genetica estatistica e desenvolvimento de ferramentas analiticas




Termo de compromisso firmado entre todas as
Instituicoes participantes

Sugestoes de todos os juridicos - redacao final pela SPRI da EMBRAPA

Plano de trabalho detalhado com atribuicoes claras de metas e
responsabilidades de cada instituicado € anexo do Termo

Conselho deliberativo; 20 membros votantes, cada um com 1 voto

Propriedade intelectual: acesso restrito aos participantes, co-titularidade de
patentes e material genetico desenvolvido no projeto

Possibilidade de desenvolvimentos competitivos ao' longo do projeto

Termo de confidencialidade e sistema agil para aprovacao de publicacoes
Comité externo de revisao e acompanhamento

Mecanismos de avaliagcao de desempenho e desligamento do‘projeto




Estrutura do projeto

Estrutura tecnico-cientifica
Projeto organizado em nove subprojetos com coordenadores especificos
Intenso interfaceamento entre 0s subprojetos

Gerenciamento adminisitrativo
Contratacao da Funarbe para controle contabil e de compras/importacao
Termo de compromisso firmado entre todos 0s participantes
Conselho deliberativo com 20 membros representantes e comité tecnico

Acompanhamento, revisao e avaliacao do projeto
Comité externo de revisdo e acompanhamento
Reunides semestrais internas e anuais externas

Transferéncia de tecnologia |
Cursos técnicos cientificos semestrais por-ocasiao defteunises
Workshops anuais e em eventos nacionais

Financiamento
Orcamento de 10,1 milhoes de reais
Empresas 37% , MCT 63%




Financiamento do projeto

Investimento direto; ~R$ 10,1 milhdes

MCT FINEP.- Fundo Verde Amarelo: R$ 5,0 milhGes (equipamentos e
consumo)

CNPq (bolsas): R$ 700k (bolsas DTl e bolsas ITI) por 24 meses
Empresas:

~R$ 3,0 milhdes no total 14 empresas em 5 parcelas anuais

~R$ 1,0 milhdo em infra e pessoal para geracao, instalacao,

mensuracao e coleta de amostras nos experimentos de campo
Contratacao da Fundacao Arthur Bernardes; Funarbe (UFV) para
gerenciamento contabil de recursos governamentdis e das empresas,
operacoes de compras e importacao e contratacio de pessoal temporario
para o projeto




Mapa genético Mapa fisico
de alta resolucéo trilha minima
(AFLP, SNPs) (Fingerprinting

Fenotipagem Mapa genético
em (SSR, AFLP,
populagdo RAPD)

|dentificacéo e
validacédo do
gene-alvo

segregante de BAC)

Mapeamento de genes
candidatos
derivados de analises de
bioinfo ou QTLs de expressao

»

Mapeamento de
associacao
47" (whole genome scan,
genes candidatos)

~500 a
1000 kpb

Sequenciamento

A shotgun

de baixa cobertura e
anotacao

Testes funcionais

AbOrdagem de genét|ca dire’[a via transformagéo

genética

(fO rward genet|CS) (complementaco,

superexpressao,

de fenét|pos a genes silenciamento)




Variabilidade interespecifica em Eucalyptus

ESPECIE

E. grandis
E. tereticornis

E.saligna
E. urophylla

E. globulus

AMI | PULP | DENS | S5 | SPEC. LIGNIN
m°/ha/ | YIELD | (g/cm’) | (%) | CONS. (%)

ano (%)

50

(m /ton)
0.42 1 0 4,7
0.56 9 3.8

0.46

0.48

0,55

Dados de Teotonio F. De Assis 2003




Eucalyptus globulus:
Paradigma de qualidade da madeira para celulose

Melhor combinacao de propriedades da madeira para papel e celulose
Requer cerca de 25% menos madeira para produzir uma ton. de celulose

Maior comprimento e espessura de fibra

Maior contetido de holocellulose

Maior flexibilidade de fibra |
Densidade na faixa de 550 kg/m? L
Menor necessidade de energia no processo industrial
Melhor preservacao das fibras no processo




GRANDIS X GLOBULUS
PORQUE SAO TAO DIFERENTES ??

Projeto se baseia na exploracao da ampla variabilidade genetica
natural para propriedades da madeira existente no genero

Investigar as bases genéticas e moleculares das diferencas
fenotipicas

Diferenca em regioes codificantes: enzimas ?

Diferencas em regioes reguladoras : prf)motores, MIRNA?

Entendendo as diferencas sera possivel explorar a variabilidade
natural de forma mais direcionada no melhoramento




E. grandis
Coffs Harb. VCP

E. urophylla
(Flores) IP

E. globulus
K-Riocell

E. dunni
Rigesa

E. camaldulensis
V-Mannesmann

E. gran. X E. dunni
K-Riocell

Cruzamentos entre materiais genéticos elite de diferentes empresas

Cruzamentos para geracao de descendencias
no projeto GENOLYPTUS

E. grandis
Atherton
Aracruz

Glx G2
(est. VCP x pdl.
AR)

Ulx G2
(est. IP x pél. AR)

G2xGL1
(est. AR x pol. K-R)

D1x G2
(est. RG x pdl. AR)

G2xCl
(est. AR x pdl. V-M)

(GxD) x G2
(est. K-R x pdl. AR)

E. urophylla
Timor Cenibra

GlxU2
(est. VCP x pdl.
CE)

Ul x U2
(est. IP x pél. CE)

U2 x GL1
(est. CE x pdl. K-R)

D1 x U2
(est. RG x pdl. CE)

U2xC1
(est. CE x pdl. V-M)

(GxD) x U2
(est. K-R x pol. CE)

E. globulus
K-Riocell

G1lxGL2
(est. VCP x pél. K-R)

UlxGL2
(est. IP x pél. K-R)

D1xGL2
(est. RG x pdl. K-R)

ClxGL2
(est. V-M x pdl. K-R)

(GxD) x GL2
(est. K-R x pol. K-R)

E. dunni
K-Riocell

G1xD2
(est. VCP x pol. K-R)

U1 x D2
(est. 1P x pél. K-R)

D1 x D2
(est. RG x pdl. K-R)

ClxD2
(est. V-M x pdl. K-R)

(GxD) x D2
(est. K-R x pdl. K-R)

E.camaldulensis
V-Mannsmann

UlxC2
(est. IP x pol. V-M)

C2xGL1
(est. V-M x pdl. K-R)

ClxC2
(est. V-M x pol. V-M)

(GxD) x C2
(est. K-R x pdl. V-M)

E. uro. x E. glob.
K-Riocell

G1 x (UXGL)
(est. VCP x pél. KR)

U1 x (UXxGL)
(est. IP x pol. K-R)

D1 x (UXxGL)
(est. RG x pdl. K-R)

C1 x (UxGL)
(est. V-M x pdl. K-R)

'(GXD) X (UxGL)

(est. K-R x pdl. K-R)




Rede de experimentos de campo do projeto
GENOLYPTUS: instalada em 2003

‘ Locais principais de instalacao
FLL"_'.'IaLlﬂ JJ dos experimentos
r*Jh-J,JJ

¥ iy J_ ‘ Locais complementares de
- Instalacao dos experimentos
o I\Veracel
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1990 - 1996 RAPD

!

1996- 1997 AELP

!

1997 — 2002 microsats

!

] 2002 = 20017
§2 - § Microsats com detecgéo
ey fluorescente

SNPs, SEPs, DArT,
Tecnologias; genome-wide
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Identificacao de clones de Eucalyptus
com microssatélites Eueslyptus grandis Breeding Poplacions

M. Kmsr, C. M. Comoens, G, D, 5. P, Rezence, ane D, GRaTiapacLia

Power of Microsatellite Markers for




¥ JORNAIS OFICIAIS

¥ Edicio do dia:

v Didria Oficial
Elatrénico
sesio  [11[Z](3]

Em PDF :
segio [1][21[3] Servigo Nacional de Protegao de Cultivare

Ed. Extra ATOS DE 11 DE JANEIRO DE 2002

Orcamento 2001 Em curnprimento ao disposto no § 22, do art, 49, da Lei n® 2,456, de 2
ITII, do art. 3°, do Decreto n? 2.366, de 5§ de novembro de 1997, que consta do Processo n“
» Didrio da Justiga 21506.0005865/2001-60, o Servigo Macional de Protegdo de Cultivarg®divulga, para fins de abertura
de pedidos de protecdo de cultivares para a espécie EUCALIPTD, Sénero Eucalyptus, Sub-género
Em PDF Eymph%rnmyr‘thus, Segdies Transversaria, Exsertaria, Maidenaria, os descritores definidos na forma do

nexo I,

g abril de 1997, & no inciso

Bonla Fairaira

VIIT, INFORMACOES ADICIONALS
1. MARCADORES MOLECULARES

Inclui-se marcadores moleculares como “Informacdes Adicionais”, sendo gque sua apresentacdo &
facultativa, Sugere-se gue o obtentor utilize os marcadores de acordo com metodologia a ser
publicada pelo SMPC, de maneira a permitir a comparacdo de resultados,
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@ Arguivo Editar Eubir Inserir Formatar Ferramentas Dados Janela  Ajuda
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Arial Marrow - 14 ~ N s %

K70 - &
A B C D E F G H [ J K L M M 0 P
1 |AMOSTRA IDENTIFICAGAO EMBRAZ EMBRA 28 EMBRA 3 EMBRA 11 EMBRA 128 EMBRA 38
2 1 M1-GRA 277 MAE 113,48 119,03 19773 20391 138,58 138,58 119,10 130,03 109,68 138,34 97,04 97,04
3 2 P1-URD 225 PAI 113,40 132,10 18975 20870 122 40 17974 116 54 12525 119,61 12512 96,53 114,28
4 3/1.1 FILHO 01 113,55 11913 18020 | 20404 138,87 179,19 119,23 125,89 124,95 137 51 05,53 o718
g 4/1.2 FILHO 02 113,06 131,08 | 20362 208,90 137,98 178,92 118,88 12465 126,05 137,00 96,91 114,63
5 5 1.3 FILHO 03 113,67 133,04 197,38 209,05 136,95 178,65 119,43 125,80 109,57 126,71 98,78 114,10
7 6 1.4 FILHO 04 113,69 118,76 197,20 208,34 138,27 179,10 115,73 120,53 126,42 137,05 96,56 95,56
8 7/1.5 FILHO 05 112,69 118,09 190,01 204,00 12265 13858 118,49 126,21 120,49 13745 96,53 96,53
9 81.6 FILHD 06 113,51 119,13 | 203,95 208,56 122,29 138,87 120,06 12554 109,79 126,79 96,64 06,64
10 9/1.7 FILHO 07 119,14 132,26 18024 | 20371 12251 138,58 116,58 125,37 109,60 119,78 97,35 113,84
11 10/1.8 FILHO 08 113,08 119,48 189,18 | 203,05 13872 179,44 117,13 119,13 125,73 137 40 98,19 114,11
12 11/1.9 FILHO 09 11355 13213 | 20328 208,53 12265 138,97 124,00 129,98 109,49 126,62 96,74 114,36
13 12/1.10 FILHO 10 114,54 114,54 18970 | 20370 12265 138,80 119,14 125,05 126,05 137,73 96,53 05,53
14 13 M2 URO 134 MAE 109,44 126,76 19589 2117 122,65 179,01 132,61 148 61 124 49 124,49 110,08 110,08
15 14 P2-GRA 719 PAI 140,59 140,59 18998 20347 138,16 138,16 127 45 146,22 107,15 114,83 95,01 104,52
16 15/2.1 FILHO 1 108,65 14122 19543 20332 13832 178,87 132,51 146,80 108,00 124,69 95,09 108,01
17 16/2.2 FILHO 2 12547 141,69 18962 195,40 12275 130,08 12825 148 61 113,62 121,71 103,03 108,01
18 17|23 FILHO 3 108,87 141,87 197,73 204,21 139,11 179,40 131,20 145,05 113,82 125,70 94,08 110,25
19 1824 FILHO 4 108,73 141,15 19773 20332 12250 138,80 128,07 148 .40 107 55 124,70 104,31 110,08
20 1925 FILHO 5 108,74 141,17 189,07 195,97 12252 138,68 131,23 14590 107 57 124,92 95,14 110,58
21 20|26 FILHO & 125,33 141,75 189,51 195,28 12273 139,11 126,25 14850 107,11 124 46 105,80 110,58
22 2127FILHO 7 126,10 140,36 19658 202,89 12356 139,52 12674 148 54 107,17 124,40 104,44 110,75
23 22|28 FILHO 8 125,14 141,90 19672 204,07 122,84 138,96 12863 14865 108,00 125 47 105,55 110,76
24 23[29FILHO 9 108,69 141,10 19645 203,92 138,89 178,96 132,36 14568 107 56 123,99 105,11 110,31
25 24|210 FILHO 10 126,29 141,14 19645 20273 122,80 138,50 131,26 146,50 114,89 125,05 94,33 110,08
26 25 M3- URO 141 MAE 108,71 108,74 192,05 192,05 13078 13078 131,50 134,49 126,35 126,35 96,36 96,36
27 26 P3- GRA 245 PAI 13690 13690 | 19745 20265 | 12244 13735 | 12035 12583 | 10752 10752 | 10649 10842
28 27/3.1 FILHO 1 108,56 138,24 19231 202,73 131,05 137,02 12571 13176 107 58 126,90 96,50 108,48
29 28(3.2 FILHO 2 109,12 138,03 191,73 197,56 12384 136,38 120,17 134,49 107,24 126,58 96,50 108,62
30 29(33FILHO 3 108,76 137,24 191,16 196,76 131,87 136,19 126,28 134,20 107 67 126,58 96,51 108,44
X 3034 FILHO 4 108,58 137,06 19250 | 203,08 12247 130,10 126,02 133,98 107,71 127,14 96,75 108,62
32 3135 FILHO 5 108,62 137,24 191,14 19717 130,88 137,13 12579 13374 107 55 126,93 96,50 108,45
33 32|36 FILHO § 108,48 137,80 191,57 197 45 12260 130,70 126,13 133,96 107,07 126,78 96,64 108,62




Pomar de sementes Colheita de sementes no pomar, Teste de progénies ou plantio comercial em
separadamente por genitor materno talhdes de familias de meios-irmaos
(controle materno)
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NS | r—1 EST76 1 EG62 [

>

1% w0 i i I3 My B0

H_ ﬂ B4 = Identificacéo de arvores superiores para
vy el a(s) caracteristica(s) de interesse
P N
V. E
Selecéo retrospectiva de genitores do pomar de sementes == =
que apresentam elevada capacidade especifica de _ ) _
combinag&o para cruzamentos controlados ou eliminagéo Teste de paternidade de arvores
de arvores de baixa capacidade de combinac&o do pomar superiores para a(s) caracteristica(s) de Retrospective sloctonof e paret trees using patesly tsting
interesse e identificagdo dos seus pais o pacrosatelite markers: an aternative short term breeding: tactc




Programa operacional de diversas empresas brasileiras
Gerenciamento de diversidade e certificacao de identidade
genética e parentesco

Caracterizacao de diversidade, estrutura e relacionamento genético entre individuos das
populacoes de melhoramento

Certificacao de identidade de colecao de matrizes nos pomares de hibridacao

Monitoramento de tamanho efetivo (Ne) com a selecao nos testes de progénies puras (familias de
MI) para o0 avancgo das geracgoes

Certificacdo de parentesco dos testes de‘progénies hibridas

Monitoramento do tamanho efetivo populacional (Ne) no programa de conservacao genética das
espécies puras (E. grandis e E. urophylla)

Determinacao de parentesco de arvores excepcionais selecionadas em testes de progénies de
familias de meios-irmaos, familias derivadas de polymix multiespécies ou em plantios comerciais
cujas sementes sao oriundas de pomares de sementes da empre%a

Monitoramento e certificacdo da identidade genetica de propagulos durante testes clonais e
propagacao comercial

Verificacao de identidade em processos de registro e protecao de clones e contratos de
propagacao, compra e intercambio de clones




Xilema
= globulus

Xilema
E. grandis

Xilema
E. pellita

Formacao da madeira ;: variabilidade
‘transversal” de genes expressos

x Sintese de :
Extracao de DNA via Sequenciamento

MRNA RT- PCR Biblioteca de (passagem unica < 500
Ss cDNA de xilema op

Extracdo de O
mMRNA s %—» O Biblioteca de Bioinformatica
s Co0

“cDNA de xilema Comparagao com bancos
de dados existentes e

anotacao
Extracdo de @) (O Biblioteca dg l
_.OO (O_ cDNA de xilema =

O Q Banco de dados de
sequéncias expressas

...  outras espécies com propriedades fisico-quimicas contrastantes



Genolyptus libraries

UR-XY
9%




Sequences by species

E. grandis
51%

E. pellita
10%

E. globulus
16%

-

Eucalypus sp.
14%

E. urophylla
%



Seq. unicas 40.749
ESTs Unicas 21.442 (21.905)




Recursos genomicos para Eucalyptus

Expressed seguence tags
O impacto dasinoyas tecnologias na geracao de recursos genomicos

GENOLYPTUS EST database (Brazil) UNIVERSITY OF FLORIDA (Kirst lab)
produzido entre 2002 2004 Produzido em 2007
4 espécies ; 11 bibliotecas Pool de 21 arvores de E. grandis
124,851 reads ~ 50 Mbp 1,024,251 reads 148.4 Mbp
21,442 consensi 29,000 consensi
A ser publicado em 2009 33.742 SNPs descobertos

1.5 ano - 1.5 milhGes de US$ 1.5 meses — 30 k US$
()

BIVIC Genomics -

i Research article Open Access
Estudo comparatiyo High-throughput gene and SNP discovery in Eucalyptus grandis, an
Sanger x 454 sequencing [kt _ Open Access
Evandro Novaest!, Derek R Drostt12, William G Farmerie3#,
Georgios ] Pappas Jr*¢, Dario Grattapaglia®®, Ronald R Sederoff” and
Matias Kirst* 124




E. grandis B | E. grandis

GENOLYPTUS Chip
Experimento piloto







GENOLYPTUS Chip Experimento piloto

_ Electrophoresis File Run Summary Bioanalyzer
NimbleGen Systems, Inc.

Reykjavik, Iceland i )
* “On-chip” sintes de sondas — 50mer
« Até 9 sondas/unigene contig

« Sondas replicadas (2X)

e 21,442 sequéncias (“unigenes”)

» 385,856 features por chip

» 10 chips idénticos

e Cy3-labelled cDNA

e Hibridizacao

 Lavagem

« Escaneamento

* Coleta de dados e normalizacao

Ll £ 3 % 9 6 ¢ 8 92101112




E. grandis, clone A, xilema
r=0,981

ramet 2

ramet 1



—— Variacao entre diferentes
genotipos de E. grandis —
Xilema

— ~ — ~ — 4 — ~ — ~ - I - ~ - i - ~ ~
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9% 3385 5 88 33 5% %85 8585833499
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unknown protein [Arab
dna-directed rna pol
putative ras-GTPase-a
Heavy metal transport
hucleotide binding [A
no hit

no hit

unknown protein [Arab
no hit

catalytic [Arabidopsi
pathogenesis-related
no hit
no hit




Variacao interespecifica; E. globulus x E. grandis

—

GR_ML_A2.2 &
=

_B2.1
GRE_ML_A1.1
GR_ML_&a1.2
GR_ML_AZ2.1

GL_XY_AL.1l &
GL_X¥_Aal.2
GL_®v_Bl.1
GL_%Y_B1.2
GL_X¥_A2.1
GL_»v_a2. 2
GL_XY_BZ.1
GL_XY_B2.2
GR_XY_A2.1
GRUXY._AZ.2
GR_CY_AL.1 <
GR_XY_ALl. 2
GR_XY_B1.1
GR_XY_E1.2

— GR_xy.
GR_XY_EZ2. 32

no hit

TIR-NBS disease resistance-1ike protein [(Populus tomentosa x P. bolleana) x P. tc
unknown protein [Arabidopsis thaliana] gb|AAF79910.1| Contains similarity to SCUTL
putative aguaporin PIP1-2 [Vitis berlandieri x Vitis rupestris]

no hit

protein binding / ubiquitin-protein 1igase/ zinc ion binding [Arabidopsis thalian:
unknown protein [Arabidopsis thalianal gb|AAM62838.1| Yippee-1ike protein [Arabidc
unknown protein [Arabidopsis thaliana] gb|AAM97053.1| unknown protein [Arabidopsis
Protein of unknown function DUFS67 [Medicago truncatulal

no hit

no hit

SKP1 component [Medicago truncatulal

10.0

=

GR_ML_AZ2.2 &
=

GR_ML_A1.1
GR_ML_2a1.2
GR_ML_&2.1

GL_XY_EB2.1
GL_#v_Aal1. 2
GL_XY_B1.2
GL_xXYy_EB1.1
GL_xy_Aa2. 2
GL_xy_EB2.2
GR_¥v_Al1.1
GR_v_Aal.2
GR_xY_A2.1
GR_»XYy_A2.2
GR_#Y_Bl1.1
GR_¥Y_B1.2
GR_*Y_B2.1
GR_XY_B2.2

GL_XY_A2.1 o

| GL_»w_Al.1

no hit

no hit

unknown protein [Arabidopsis thaliana] gb|AAD10685.1| Hypothetical protein [Arabic
alpha-mannosidase [Arabidopsis thaTiana? b |AAM47314.1| AT3g26720/MLI15_12 [Arabic
Nal d 1-11ke [Malus x domestica]

nucleotide binding [Arabidopsis thaliana] gb|AAL47352.1| WD-repeat protein-like [#
Pyridoxal phosphate biosynthetic protein pdxA [Rhizobium sp. NGR234§

Similar to gb|X84260 POSS gene product from Saccharomyces cerevisiae. EST gb|W4387

7inr tranchartar [Fliealuntie arandic]




Microsoft Excel - novos microsats into genes selected E]

Arquiva  Editar Exibir Inserir Formatar Ferramentas Dados Janela  Ajuda - . ® X

DEEsY &V $8 - @ =-2] [@[lwe -3 7 = L-D-A- T
155 - & 0

A B c D E F
EMBRA1031R |AAGCTCGTT, CGGCGGCGGCEGGCGGCGE 59.970 330|CGG
EMBRA1032F |TCGTCGGAC TGATGATGATGAT 59.978 115/ TGA
EMBRAT032R |CTCTTCCTCT TGATGATGATGAT 59.945 115 TGA
EMBRA1040F | TCCGCACAACTCCTCTCCTCTCCTCTE 60.596 323|CTCCT
EMBRA1040R | GCACACACCCTCCTCTCCTCTCCTCTC 60.227 323|CTCCT
EMBRA1041F |TCTCCTCTCC GAGAGAGAGAGAGAGAGAL  59.817 332|GA
EMBRAT041R |CACAGTCAC GAGAGAGAGAGAGAGAGAL  59.940 332|GA
EMBRA1056F |CCGCAAGC, GAGAGAGAGAGAGAGAGAL  59.548 267|GA
EMBRA1056R |CTGTAGTGC GAGAGAGAGAGAGAGAGAL 59989 267|GA
EMBRA1062F |CGTCCGAAC GAAGAAGAAGAAG 59.516 99| GAA
EMBRAT0EZR | GAAATTGGE GAAGAAGAAGAAG 60.008 99| GAA
EMBRA1063F |CGAAGGAAICCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT  58.564 212(CCT
EMBRA1063R |CATTGATGTICCTCCTCCTCCTCCTCCTCCT 60111 212|CCT
EMBRA1068F |GGGCAGCA/CTCTCTCTCTCTCTCTCT 60.038 262(CT
EMBRA1068R | TTCACCCCA, CTCTCTCTCTCTCTCTCT 60.042 262(CT
EMBRA10BIF |CTGAAGAGC GACGACGACGACGA 60.042 326|GAC
EMBRA10BIR |GTCTCGCCA GACGACGACGACGA 60.020 326|GAC
EMBRAT0TOF | GGAACCGAIAGAGAGAGAGAGAGAGAG,  60.074 259|AG
EMBRAT0TOR |CCAGGTGTT AGAGAGAGAGAGAGAGAG:  60.002 259|AG
EMBEAIDTAF TTCAGGGTT GATGACGATGACGATGACG 60051 223 GATGAC

BZIP family transcription factor [Arak™
BZIP family transcription factor [Arak
bZIP family transcription factor [Arak

0 extensin like protein - black poplar d

0 extensin like protein - black poplar d—

0 extensin like protein - black poplar d

0 extensin like protein - black poplar d
ACC oxidase 1 [Fagus sylvatica]
ACC oxidase 1 [Fagus sylvatica)
GTP-binding protein, ras-related - co
GTP-binding protein, ras-related - co
GTP-hinding protein, ras-related - co
GTP-hinding protein, ras-related - co
transcription factor BTF3 (RMNA. polyr
transcription factor BTF3 (RMNA. palyr
transcription factor BTF3 (RMNA. palyr
transcription factor BTF3 (RMNA pohy

0|putative Pi starvation-induced proteir

0|putative Pi starvation-induced proteir
glongation factor 1-beta —related LAr

[Su R Ry RSy SRS R R |

mMmeMMwwmeMMMUIU1LﬁJmmGJ

.-----"-tl...---‘
—

Triagem de microssatélites derivados de EST em um painel de 6 espécies de Eucalyptus



| Microsoft Excel - novos microsats into genes selected

Arquivo  Editar Ewibir Inserir  Formatar Ferramentas Dados Janela  Ajuda . @ X
DEEHSe &@% YE - @z -4 @ w: -3 2 s -0 - NJ7 S EEE=EHE -D-A. 2
155 - & 0
A B G D E F G H | J =
21 |EMBRA1031R |AAGCTCGTTCGGCGGCGGLGGEGGCGE 59 978 330/ CGG 3 1/ ORF hZIP family transcription factor [Arab—
¥ P
22 |EMBRAN03ZF | TCGTCGGAC TGATGATGATGAT 59.978 115 TGA 3 1/ 0ORF bZIP farmily transcription factor [Arak
¥ P
23 [EMBRA103ZR |CTCTTCCTCT TGATGATGATGAT 59 944 115 TGA 3 1/ ORF bZIP family transcription factor [Arak
24 |EMBRAN040F | TCCGCACAACTCCTCTCCTCTCCTCTC 60.596 323/ CTCCT 4 0 0|extensin like protein - black poplar d
25 |EMBRAT040R | GCACACACICTCCTCTCCTCTCCTCTC 60.227 323 CTCCT 5 0 0|extensin like protein - black poplar d—
26 |EMBRA1041F | TCTCCTCTCO GAGAGAGAGAGAGAGAGAL 59 817 332 GA 2 0 0 extensin like protein - black poplar d
27 |EMBRAT041R |CACAGTCAL GAGAGAGAGAGAGAGAGAL 59940 332 GA 2 0 0|extensin like protein - black poplar d
28 EI'V'IEIF!;'-‘AJGSRFGEF“&’iﬁﬁﬂQNﬁﬂI’*g;ﬁlf;’;ﬂl’:ﬁﬁﬂl’:ﬁlﬁé%’;gtg R0 ﬂiﬂGm o4 IRT | GA 2 115 UTR ACC oxidase 1 [Fagus sylvatica]
29 EMBRA105 P 00m e oracss bon a2 oo otz | O 2 15 ACC oxidase 1 [Fagus sylvatica]
30 |EMBRA106 :2 :nm;;:w 0.9 [ [~ embraoee IS Nembraser 04 [ mvanos | SAA 3 15 GTP-hinding protein. ras-related - co
31 EMBRA106.119 L embre1az 166 embrasas Te N ewos 182 [/ embratios GAA 3 15 GTP-binding protein. ras-related - co
, o 8,5 embral845 '
32 EMBRAT06 1747 embrao0s Sagffbemoratess 598 3ZCEEEE  CCT LOCO SSR GENE COM MAIOR SIMILARIDADE NA ANALISE DE BLAST
A 8 . 24,2 | embra1944
gi E::gﬁ]g; ) BNz 275/[ N emvaron LB \BRA915  DNA binding protein [Elaeis oleifera]
L 3 35,1 embra2000 428 111
35 EMBRA 06404 embraaso el enorara sao—-egizs EMBRA941  Skpl [Medicago satival
46,0 embra070 " '
36 |EMBRATOE || gﬁié\—/emggig ss6—tlempratize  542—-embratze | A EMBRA954 HB2 homeodomain protein [Populus tremula x Populus tremuloides]
X y 55,6 1 embr: ' 6,0 | [~ embra036
37 |EMBRA106 s85—embrao12 gggf"tzmg:ggg 603~ emoraz13 : EMBRA1081 zinc finger (C3HC4-type RING finger) protein family [Arabidopsis thaliana]
38 E[v]BRﬁ1U?GBZ embral639 604 :\emhrauo EMBRA1244 LIM d A tein PLIM1 [Nicoti tab.
39 EMBRA107 7565l emtraos Sos /| Nemoreass 00a PO area Sl ) I DS e
40 EMBRA10T. 83,2~ embra201 164 (32512533 EMBRA1319 KH domain/zinc finger protein [Arabidopsis thaliana]
el 86,0 —T T~ embra027 17,0 Ir embra187 Grupo 7
41 EMBRA10T.  Grupos or8~-embrassio 188 [::E;%ZES g0 enbrrs JRE EMBRA1398 NOI protein, nitrate-induced [Arabidopsis thaliana]
V] T 1~ embra648 24 /e Y embra’ q q . . .
42 \EMBRATOT g0~ emiracis 8557~ embragss 2.2\ embralsss SO N embragaz - EMBRA1428 wound induced protein kinase [Nicotiana tabacum]
43 EMBRA10T 257[[ cmoreze? SN[ emracet 127 S0s:
. L | X embraf 3
Y 827 emora’2s 56,5\ embra1 133 7PN emoratat EMBRA1474 senescence-associated protein -related [Arabidopsis thalianal
44 |EMBRA109 136 embra041 1169 eg096 456 /egl)iiz 18 /_ feraivact
.9 472 en016 ¢ \
45 [EMBRA109 529 \}fr embraat 13'7/ | {9’""""523 EMBRA1627 glycosyltransferase family 43 [Arabidopsis thalianal
532 ;emmaosz 22,747\ embra069
¥ A 312 embral28 |
46 EMBRA110 37,8 embral43 Grupo 9 s QZEEZ@% 39,1 embral761 EMBRA1639 PIN1-like auxin transport protein [Populus tremula x Populus tremuloides]
47 |[EMBRAT10 209N\ emprad®® | 0,0~y embrags? E/= Gl . . . )
48 [EMBRAT11 800 embrag79 2L embrazo14 62,91\ embraos1 EMBRA1722 transfactor-related protein [Arabidopsis thaliana]
Ll : 63.2 bra746 74— embr eaa /| \ embra17a
49 |[EMBRA111 5% EEgEggg 136 [ embra1o2s %00 /N embraios 631~ embrage? _ EMBRA1770 RHO GDP-dissociation inhibitor 1 -related [Arabidopsis thaliana]
’ 77 embral05
50 EMBRAT11 %zg gﬁggég 28 ;;‘5{53;‘91 21 (::E;:ail‘zggs EMBRA1829 histone H2A, putative [Arabidopsis thaliana]
i 1 ! 33,7 es! 24,2 [ embr
51 EMBRATTI n3 gm::gg; ®3 embralory 1298 JH embra1793 EMBRA1870 auxin-induced (indole-3-acetic acid induced) protein, putative (SAUR_e) [Arabidopsis thaliana]
52 [EMBRAT1Z. 7592 embratoos 3856 embra018 1053 N\ embra13s . . .
¥ 80,2 embral770 470 embra6o1 1066 7]\ embra290 EMBRA1928 Heat Shock factor protein HSF24 [Lycopersicon peruvianum]
53 |[EMBRATZ g% embra168 504 embragsy 1000 7/S\ embrazds Grupo 11
54 [EMBRAT1? ®° embralrzz Y ::E’r:zlfgs AT embr P EMBRA1944 rac family GTP-binding protein(ARAC [Arabidopsis thaliana]
58,6 embr 00— bra165
lfq‘ F:‘F:F\i‘;;; 6047 "embra3io EMBRA1990 calcium-binding EF-hand family protein [Arabidopsis thaliana]
110,3—C— embradd9  Grupo 8 Grupo 10 ool L emmaoot :
Fronto 0.0 —f embraoa7 00 gizé/ :\emhraDM —
e oo T B )| ARG S B DB QU o
16,4 —{— embra048 0 \:/Em e
228 bra674 ;ié——~emsmgg1za %7
296 =11 em:razo:i 325 mbral53 o0 D | . d
36,6 —— embra668 N
pot | el R esenyvolvimento e mapeamento de
gg'i - em;raosa a5 /1]~ e"'g'a79313
g 50,8 <] [~ embraga: . 7" .
84,3 ; embra039
microssatélites derivados de ESTs
oo LRiS TR Vo _
ros =S sz e N e Mamani et-al. 2007

97,7




Umsmapa genético referéncia para especies de Eucalyptus baseado
exclusivamente em microssatélites
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Fe: article Open Access
A microsatellite-based consensus linkage map for species of
Eucalyptus and a novel set of 230 microsatellite markers for the

genus

Rosana 3, Emlyn R Williams?4, Claudio Brondani!? and




Coleta de amostras de madeira para
analise fenotipica via NIRS




CALIBRACAO do NIRS
\

Amostras de

Calibracao Resultados de analises de lab

espectro

Equacoes
Analises de Rotina <= Validacéo S Preliminares




Mapeamento de QTLS
para caracteristicas da
Gehitor 221 Genitor 235 Genitor 221 Genitor 235  Genitor 221 madeira em Eucalyptus
i ES.5e [ embra 365" (Missiaggia et al. 2005)

embra_645*

Grupos2 Grupo 3 Grupo 4

embra_158 embra_189 (j embra_189*

embra_390 embra_115 EG_94*
embra_72*

embEnty EG_94 embra_227*
embra_333* embra_227
embra_186* embra_701*
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embra_321* embra_393

embra_201 EG-98* embra_701* embra_66*

%
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- = embra_137
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embra_661 ES_54*

embra_114 5 :
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Grupo 6 Grupo 9 Consu,mo
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Genitor 235  Genitor 221 | —— Genitor 235
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embra_277* T o
% embra_210.1*

embra_394* embra_210
- embra_204* I 10 cM

embra 362* embra 217*




Embra393 Embra618
B DAP A Embra762 A Embra06s e Embraza
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[ ] Altura [~ Embra219 Embral30 Embral040
. [ Embral37 Embra041
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EG030
] Dens. Béasica | |- Embrao12 L Embraoes ES054 ElERea Exe m |OS d e T LS
. |~ Embra632 - Embra159 Embral38
] Glicana - Embraoro Embral52
o O Enlze EG128
W Xilana ~embao 7 Embraied Emivase? neTEl Mapeados para
x o g | | Embra0os M~ Embral34 Embral46 Embra665
[ ] Ac. metilglucurénico [ [ e Embraz13 Embra111 i
A oni e Emera04s S Bl Calracteristicas de
[ ] Ac. galactour6nico L enoos Embra0a4 Embra054
&— Embra011 Embral79 Embra045
] Lignina Embra214 : e d ' |
] Siringil/Guaicil L Bl Importancia inaustria
L g 3 | |~ Embra218 Embra037
J Alcali efetivo S o Novaes et al. 2006
B Rendimento depurado Embra189 Embre027
. . —— Embra648
] Viscosidade
g Embra227
] Extrativos
D@: EG061 — EG096
Embral25
6 7 9 10 11
o —~ Embra098 o A— Embra021
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Exemplos de QTLs
mapeados para
caracteristicas de
Importancia industrial
/_f o QTL para teor de alcali efetivo
=
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QTL para a relacao Siringil/Guaicil
lignina
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Mapeamento comparativo da
localizacao de QLS para
propriedades fisicas € quimicas da
madeira

3 familias mapeadas:
Aracruz

Int. Paper
Votorantim Cel. Pap.

Estas informacoes
Independentes de
posicionamento de QTLs no
mAsmo segmento gendmico
sao alvos de investigacoes
correntes em outras familias

segregantes




DESENVOLVIMENTO DE MARCADORES E
CONSTRUCAO DE MAPAS GENETICOS

Desenvolvimento de 127 microssatélites de EST
Desenvolvimento de 140 microssatélites de tetra e pentanucleotideos

Costrucao de mapas geneticos e posicionamento de QTL para 7 familias

Familia testemunha IP — 188 ind.; ~200 marcadores (Eva)
Familia testemunha VCP -~ 188 ind.; ~180 marcadores (Evandro)
Familia DG x UGL — 188 ind.; ~120 marcadores (Danielle)

Familia C1 x UGL - - 188 ind.; ~110 marcadores (Leo & Danielle)
Familia DG x U2 — 188 ind.; ~100 marcadores{Cesar & Carolina)
Familia DG x GL2 - 188 ind.; 110 marcadores (Medina)

Familia G1 x UGL — 188 ind.; 123 marcadores (Gisele)
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ETAPA DE UTILIZACAO DE QTLSs
PARA SELECAO ASSISTIDA

) [
F1 S I

Cruzamento entre hibridos para
maximiza¢éo da segregacao na F2

ETAPA DE DESCOBRIMENTO
DE QTLSS

Geragédo de um grande nimero de descendentes F2 (n >1000) da mesma familia

Genotipagem de descendentes em idade ultra precoce (semanas) para
marcadores ligados a QTLs para caracteristicas de expressdo tardia (ex. qualidade
de fibra, teor de lignina, densidade basica) detectados na fase de mapeamento

Mapeamento de QTLs para
caracteristicas de qualidade da madeira
com expressao tardia

expressdo tardia (ex. qualidade da madeira)

Informacdo de QTLs descobertos para caracteristicas de

Mz owe ,E::_mi |
£ e Selecdo assistida por marcadores para caracteristicas de expressao tardia de descendentes.
rism iy [ embra EG [ embra.
E ﬂ;::g:; Estes sdo clonados para implantagéo de teste clonal. Teste clonal é otimizado pois envolve
i e I ' ' somente individuos pré-selecionados para caracteristicas de expresséo tardia.
»-ig i 1 embra_ embra - ES.

— EN. embra,
i— embra,

— embra




Caracterizagdo de diversidade, estrutura e

Selecéo assistida de descendentes S1 para

L relacionamento genético entre individuos das
aceleragéo da obtencéo de linhagens populagdes de melhoramento
endogamicas

Integracao de tecnologias
genomicas em um programa
de selecao recorrente
interpopulacional de
Eucalyptus

. : . Selecéo direcionada de genitores de
Investigacéo dos niveis de homozigose Eucalyptus spp. assistida por

gendmica existentes nas matrizes de estratégias “genome-wide” visando
Eucalyptus visando sele¢éo de genitores para seleciio de genitores para

:
!'
H
:
Teste de progénies S1 cruzamentos controlados cruzamentos controlados

SRIPS

» Certificagao de identidade
Autofecundagéo de colegdo de matrizes nos (Selegiio Recorrente

pomares de hibridacéo Intrapopulacional em
Populagdes Sintéticas )

Sele¢do fenotipica

CRUZAMENTOS

Acoes de gerenciamento de
diversidade e certificacao de
identidade genética e parentesco

Certificagao de

Acoes de selecao assistida por ' parentesco dos testes

= A de progénies hibridas
Selegéo gendmica ultra precoce com
marcadores base em equacdes de predi¢do
para caracteristicas de expresséo tardia
e/ou dificil avaliagdo

Geragdo de populagdes
NOVES ACOESIESPECTICAMENTE 0t )
UEesenhiatas el einegracao ue
IeleMENIASIgENGMICES Mepeamento

genético de QTL e
selecéo precoce
dentro de familias
geradas pelo
cruzamento de
individuos elite

Monitoramento e
certificagio da identidade Vericago de identidade
genética de propagulos em processos de registro e
durante testes clonais e protecdo de clones e
propagagao comercial contratos de propagacéo,
compra e intercambio de
clones



Conclus0es € perspectivas

IMPACTO NO MELHORAMENTO
Dependente da arquitetura geneética da caracteristica, dificuldade/custos de
fenotipagem, possibilidade de selecao precoce, ganho por unidade de tempo
Benchmark sempre sera o melhoramento convencional

SELECAO ASSISTIDA POR MARCADORES
Desafio pressupoe a manipulacéo de caracteristicas multifatoriais influenciadas por
idades e ambientes variaveis
A opcao por SAM: caso a caso para caracteristicas e populacoes especificas

Novas tecnologias de genotipagem de alto desempenho estao rapidamente
mudando a escala experimental e principalmente a relacao de custos entre
fenotipagem e genotipagem

Whole-genome selection e selecao assistida por.fengtipos ?

Recursos gendmicos ndo serdo mais limitagio

GENOMICA E MELHORAMENTO
A gendmica somente tera papel central no melhoramento genetico quando puder contribuir ndo
apenas para o entendimento da relacdo entre um gene e um fenotipo mutante mas sim para um
entendimento mais global das relagdes complexas entre variacao genetica e variacao fenotipica




Producae cientifica e formacao de talentos no
ambito do projeto até 0 momento

Publicacao de 25 artigos em revistas indexadas sendo 15 em revistas
Internacionais e mais 8 artigos submetidos ou em preparacao

Publicacao de 10 capitulos de livros sendo 4 em livros internacionais
Publicacao de 22 artigos completos em congressos internacionais
Defesa e publicacao de 32 teses de mestrado ou doutorado

Mais de 110 resumos publicados de apresentacoes em congressos
nacionais e internacionais

Publicacao de um livro sobre Biotecnologia Floresial
Treinamento de 40 bolsistas em diferentes niveis, principalmente DTI
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Beszarch articke
A microsatellite-based consensus linkage map for species of
Eucalyptus and a novel set of 230 microsatellite markers for the
Fenus

Rosana PV Brondani'-23, Emlyn R Williams?, Claudio Brondani and
Dario Crattapaglia* 1=

Mol Genet Genomics (2002) 267: 338147
DOL 10 1007/s00438-002-066 5-6

ORIGINAL PAPER

R.P.V. Brondani - C. Brondani - D. Grattapaglia

Towards a genus-wide reference linkage map for Eucalyptus based
exclusively on highly informative microsatellite markers

tr Appl Gener Q004 109192199
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ORIGINAL FAFER

Ik Gratiapaglia - V. J. Ribeiro - G. [ 5. P. Rezende

Retrospective selection of elite parent trees using paternity testing
with microsatellite markers: an alternative short term breeding tactic
for Eucalyptus

Theer Appl CGenet (A003) 108:175-180
DOT 101 007s00122-005-141 5.9

ORIGINAL PAPER

D. T. Junghans - A. C. Alfenas -
. Brommonschenkel « S, Oda « E. 1. Mello
. Grattapaglia

Resistance to rust (Puccinia psidii Winter) in Eucalyptus:
mode of inheritance and mapping of a major gene with RAPD markers

AT
QDR

AL Margues - E.PV. Brozdazi - D. Gratespaghia
F. Sederoif

Conservation and synteny of SSR loci and QTLs
for vegetative propagation in four Eucalypius species

[Tree Cienet Cenomes (2005) 1: 79-84
DO 10100751 1295005001 13

ORIGINAL FAPER

A, AL Missiaggia « A. L. Piacezzi « D. Grattapaglia
Genetic mapping of Eefl, a major effect QTL for early flowering
in Eucalyptus grandis
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CHAPTER 14
Marker-assisted selection in
Eucalyptus

Aplicagées Operacionais de Marcadores Molsculares

ARKER-ASSISTED SELECTION
W

Aplicagdes Operacionais de Marcadores

future perspectives

Moleculares
Dario Grattapaglia

Pesq opropec. bras., Brasilin v 42, 0.7, p.1007-1012, jul 2007

Potencial de hibridos entre clones-elite de eucalipto
por meio de marcadores microssatélites

Marcelo Sfeir da Aguiar’, Daniel Furtado Ferrsira®, Aurélio Mendes Aguiar™, Odair Bison®!
Gabriel Dehon Sampaio Peganha Rezende® & Dario Grattapaglia®

Algumas publicactes 2002-2007 do
grupo,sobre.desenvolvimento e
aplicaces de marcadores moleculares
em Eucalyptus
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Mapas Genéricos e Selecio Assistida por Marcadoras Molsculares

Mapas Genéticos e Selecdo Assistida por

Marcadores Moleculares
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Novos projetos iniciades com base na
plataferma de recurses genomicos
criada no Genolyptus




De novo assembly results
454NewblerMetrics.txt

RCI CAD FSH RGA EGPOOL
Number of 14445 23769 305594 27777 89714
Reads i i
Number of 3852819 6062028 7853206 7126351 22983486
Bases
Number of 8490 15643 26254 22927 77618
Feads
Assembled
Number of 10 G 34 11 126
Large Contigs -
Large Contig | 9188 21120 158652 76580 912842
Bases
NS0 Size 966 6343 84011 10304 18399
240+ bases 9150 21061 154805 76507 906355
Avg Depth for | 264X 199X A43.73X 78.94X 23.10X
Large Contigs
Large Conbg a “Large’ comigs is a contig with at least 500 bases in length

Q40+ bagas Thes 1s all tha bases n the assembled contigs that cany a phrad-equivasant
quality soore of 40 and above. A score of 40 18 squivalent o an armar rate of
104, or an acouracy of 99.59%%. 454 LIFE

SLALNLLES



I T T N

Predicted Function by GFSelector

01 | hypothetical protein

02 | putative Lipase, active site

03 || putative Histone-lysine N-methyltransferase N5SD3 (Nuclear SET domain-containing protein 3)
(WHSC1-like protein 1) (Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like protein 1 homolog)

04 || hypothetical protein

05 | putative ZWI (ZWICHEL); calmodulin binding / microtubule motor

06 | putative Pectinesterase precursor (Pectin methylesterase) (PE)

07 | hypothetical protein

08 || hypothetical protein

09 | putative retrotransposon dell-46

10 || hypothetical protein

11 | putative serine/threonine protein kinase

12 | putative RNA-directed DNA polymerase homolog T13L16.7

13 || putative Integrase, catalytic region; Zinc finger, CCHC-type




RGA_contig3

AutoPredgeneset
Genscan_arabi
RiceHHH
blastx_nr

nzef
AutoPredLTR

RepeatHasker

RepeatHasker
AutoPredLTR
nzef
blastxk_nr
RiceHHH
Genscan_arabi

AutoPredgeneset

Analogo de gene de resisténcia

Disease Resistance gene analog (RGA)
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Sequenciamento e alinhamento dos dois haplotipos
de uma arvore heterozigota de Eucalyptus grandis

Avaliacdo das perspectivas de montagem do genoma heterozigoto
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Presenca de duplicacoes invertidas (14 kb)

Presenca de duplicacoes em tandem (25 kb)



T€cnologias de genotipagem de alto desempenho

C

b
DNA le 1
RE RE RE B 5= e [T/A]

le Cl
,—J‘ #ﬂ '?c ASPE and  Universal 5 A‘EE‘J'/"WMHLMQ address

ligation  PCRsequencel

IIniversal Iniversal ]
Adaptor ligation PCR sequence 2 1 Denature PCR sequence 3

Amplifiable A MumiCode

I I I I tamplate g \k 3
Cy3 Univ [ pri 1

Sing[g_prim.;.r PCR y nivarsal primear o—

Cy5 Universal primer 2 S——=

1 PCR
MumiCode for

PCR with universal arra} read-out
comman o,/'/
primers i ,--""!-’

#——b Universal primer P3

Microarranjos de representacoes Extenséo de Iigﬁgéo de oligonucleotideos
genomicas reduzidas loco especificos sobre arranjos de contas
(Ex. Diversity Arrays Technology DAIT) (Ex. GoldenGate)
Milhares de marcadores por amostra a Milhares de marcadores por.amostra a
custo de ~ 0,005 US$/datapoint custo de ~0,10 a 0,05 US$/datapoint

Imagens extraidas de Fan et al. 2006 Nature Genetics Reviews



Polimorfismo em E. nitens, E. globulus, E. urephylla, E. grandis, E.
camaldulensis - arnray teste de 14.600 fragmentos

5033 marcadores DArT

58 amostras

urophyllail
urophyllsT
urophylla10
urophyllaiz

urophyllad

urophylla&
urophyllad

urophyllad

urophyllsd

urophyllati

urophylla®

» E. grandis

“¥™“E. urophylla

>

E. globulus

+“E. camaldulensis




Mineracdo e selecao de SNPs para desenvelvimento de plataforma de
genotipagem de alto desempenho para Eucalyptus

Reference nucleotide A G T C [ H A
(position) (158) (200) (258) (287) (431) (60%)

# reads (forward) 27 29 18 14 13 35
# reads (reverse) 29 41 48 47 26 42

Alternative nucleotide G A c A T c
# reads (forward) & 10

# reads (reverse) 4 12

(®) start

Reference sequence 584 }

Strand Sequence

CC=ATGE-RARCE-TACGACTTCATANTT - CET-GEAT - GECEACRAGER

EPEZD210ZIFDSF
EPE3D2101ABYSE
3D2102JB6TU
3D2102GSXCT
3D2101BT7257
EPE3D2102GRHEL
EPEZD2101E%178
EPEZDZ101EYGSP
3D2101AWNSN
E3SD2101EE40P
EHZBCPVO2HEESU
EE&UT2GO1ETTNW
PE3SD2102HFWOY
EHZBCPVO1BU4 57
EPE3D2102GELRU

CCTATGG=RACE=TACGACTTCATIC
CC-ATGG-AACG- TACGACTTCAT
CC=ATGG=ARAC==TACGACTTCAT
CC=ATGEERARCE=TACGACTTCH
CC=ATGG=AACE=TACGACTTCAT
CC=ATGG=RRACE=TACGACTTCAT
CC=ATGG-RAACE- TACGACTTCAT
CC=ATEG=RACE= TACGACTTCAT

CO=ATGE=AACE=TACGACTTCATC

CC=ATGG-RAACG- TACGACTTCAT
Cr=ATOCE==CC=TACCACTTCAT
CC=ATGE-RACE- TACGACTTCH
CO—ATGE-BACG- TACGACTTCATC
TEE=AACE=TACGACTTCAT

ATGEERACEETACGACTTCATATT

QT T=CGT=GGAT =GCCGACRAGER
OIT-CETEGGAT - GOCGACARAGGR
I T=CGET=GGAT =GCCGACRAGER
T T=CGET=GEAT =GOCGA=RAGER
QI T=CET=00AT=GCCCACARGGA

T=CET=GGAT=GCCGACRAGEA
OTT=-CET-GGAT - GCOGACAAGER
I T=CGET=GGAT=G0CCACARGER
T=CET=GGAT=GCCGACRAGEA
OQIT-CET-GGAT - GOCGACARAGER

T=CET=CGAT=GCCGACRAGGA
T TRCGT-GGEAT - GECEACRAGER
OQIT-CET-GGATTGCCGACAAGGA

T=CET=GGAT=GCCGACRAGEA
CGTRGGAT=GCCGACAAGEA

G o = WD D R e e e B
= L% L S -y (R W IR (R I (R + -
L= = o ooo -] oo

& L0
o

Fig. 6 Single nuclectide polymorphism (SNP) discovery by massively parallel sequencing of normalized cDNA from unrelated Eucalyptus trees.
(a) SNPs identified in the Eucalyptus grandis homologs of the lignin gene caffeoyl-Col 3-O-methyltransferase. The reference nucleotide at an
SNP is defined by the most frequently cbserved allele. In this analysis, at least two reads containing the reference and alternative SNP nucleotide,
in both forward and reverse directions, were required to declare the presence of an SNP. (b) Alignment of 15 sequences (gight forward and seven
reverse sequences) that contain the alternative alleles for the SNP located in position 605 (box). The gray shading indicates other variable
positions that have not been declared polymorphic because of the limited number of sequences to support them.




Selecao genomica ampla (SGA)

(Genomic selection ou Genome-wide selection)

SGA pode ser definida como sendo a selecao simultanea para centenas ou milhares de
marcadores (SNPs), a depender do organismo e extensdo do DL (desequilibrio de ligacéo),
cobrindo todo 0 genoma, de forma que todos os alelos de interesse estardao em desequilibrio de
ligacdo com pelo menos um ou mais marcadores genotipados e portanto devidamente
capturados nos modelos preditivos.

|:| Gene/QTL que controla a caracteristica alvo

SNP genotipado




Programa de melhoramento de eucalitpo para selecao de novos clones

)l(
Teste Progénie
Melhores E. grandis Hibrida

Recombinacgéo

'~ Avaliacdo de 4
qualidade da Avaliagéo

madeira ~

Teste Progénie
a0s 4 anos

Pura E. grandis Selecdo

Teste Clonal

Avaliacao
Selecdo
v Avaliacéo de
resisténcia a Teste Clonal
doencas Ampliado
Depois de ~10~a
Pomar Hibridag&o anos Selegéo
E. grandis 2a Geracéao

Selecéo

Plantio
Comercial

Genitores Genitores [
E. grandis E. urophylla

Recombinacgéo

Melhores E. urophylla

Teste Progénie
Pura E. urophylla

| ;
N

Pomar Hibridagdo
E. urophylla 2a Geracéo




Programa de melhoramento de eucalipto - Selecao recorrente

Genitores |8
X E. urophylla

Recombinacgéo

- Genitores
E. grandis

Melhores E. grandis _ SELECAO
GENOMICA
AMPLA

AOS 2 MESES

Teste Progénie
Pura E. grandis

v

Selecéo

Pomar Hibridagdo
E. grandis 2a Geracéao
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Teste Progénie ‘

Hibrida

Avaliacéo

Selecdo

Teste Clonal

Selecdo

Teste Clonal
Ampliado

Selecdo

Plantio
Comercial

Recombinacgéo
Melhores E. urophylla

Teste Progénie
Pura E. urophylla

Pomar Hibridagdo
E. urophylla 2a Geracéo




Selecdo gendmica ampla
(Genomic selection ou Genome-wide selection)

Programa de melhoramento de eucalipto - Selec&o recorrente

| !

Recombinacéo Recombinagdo
Melhores E. grandis SELEGAO X Melhores E. urophylla,

GENOMICA
AMPLA

” AOS 2 MESES ”
Teste Progénie Teste Progénie
Pura E. grandis. p Pura E. urophylla

v v
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Populacdo de descoberta N = 800 clones Aplicacdo na selecéo assistida precoce
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Press Release: June 8, 2007

o DOE Joint Genome Institute Announces 2008 Genome Sequencing
- Targets

|
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Eucalypius, Foxtal Millet, Red Algae, and Novel Microbial Communites Added fo Growing Bioenergy
and Carbon Cycling Porifolio

WALNUT CREEK, CA—Toward fe goal of Famessing e power of Aaure Fnugh DNA sequencing, e DOE Joint Genome Instute (DOE JGI)
haEs announced e Iatest Communly Sequencing Program (CSP) portiolio. These plant and microbial rgets—most wilh impilications for helping
wean e Aatlon'’s dependence on Tossil fuel—otal some 21 billlon ruckeolides of DNA sequence capachy alkocated 1o publlc projects submiled Bough
e CSP for fiscal year 2008

Thils year's selections are compietely aligned wit e CSP mission, Tt 15, sekcting DOE-Telewant organitsms Wit e Lange and dierse
communities of Ivestigators.” 52k Jim Bristow, DOE JGI Deputy Direcior and manager of e C5P. "The response 1o Tils year's program, with ower
120 sutamisslons, demOnEirations an Increasing desine o fuel discovery With DMNA sequence Information—which DOE JG1 makes freely aliabl:
mrough s web portals and e pubilic databases.”

Amang e hikghest proflle of Mese projects, and Langest, with 3 600-million-nusleclide gename, ks The eucalyphus iree genome—geansd ko te
generation of resources for renewabile energy—led by Aleander Myburg of the UniversRy of Pretorta, South Africa, with Gerald Tuskan of Ook Ridge
Nafional Laboratary (and DOE JGT), and Daro Granapaglia, of EMBRAPA Genefic Resaunces and Blolechnology (Brazil).



Elicalyptus: seguencing a global tree genome: for
eneray, fiver, and wood
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Eucalypts in tropical sites accumulate biomass 4X faster than conifers
In temperate and 2X in tropical sites

Pinus taeda (Loblolly pine) Eucalyptus grandis
15 m3/halyr (US) 30 m?/halyr (Brazil) 25 m3/halyr (Portugal) 50-60 m3halyr (Brazil)
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CO, sequestration of Eucalyptus: 10 tons of CO,/hectare/year from planting to harvesting
Up to 14 CO,/hectare/year in fast-growing tropical plantations

Positive net carbon balance even when computing production of CO, used for energy from
charcoal or as pulp and paper

Present estimates of sequestration costs are $100 to $300/ton of CO, emissions avoided




Production and commercialization costs of short fiber pulp in
several countries in 2002 (US$/ton)

Commercialization
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renewable wood
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Substitution to native tropical species
Great way to fix carbon
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“Green” steel with Eucalyptus charcoal ~#=58

- -
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MINERAL COAL X EUCALYPT CHARCOAL IN STEEL PRODUCTION

v Mineral coal: generates 1.65 ton of CO,, sequesters 1.54 ton of O, and
generates 7 kg of SO, per ton of steel

v Eucalypt charcoal: sequesters 16.3 tons of CO, and regenerates 11.9
tons of O, from plantation through harvesting to steel production



Pomar de sementes por mudas onde
BRASUZ1 esta localizado em Itapetininga, SP
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lissue collectionifor RNA:
JGI has planned torgenerate a large ESTF collection
sepecifically for BRASUZ1 using|454 technology
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Selected microsat marker set to cover the genome hased on ex

ting maps
picking markers at evenly spaced distances in cM
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RESULTS: putative homozygosity hy linkage group
Significant variation across linkage groups suggests variable tolerance to homozygosity
due to variable distribution of genetic load

Linkage Group
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; Arizona Genomics Institute - Ordering Website - Microsoft Internet Explorer

Arguivo  Editar  Exibir  Faworitos  Ferramentas  Ajuda |

cr=>-0dQAEPIE-SHEHOFLHE

=] @r | Links

Endereco I"Gj http:/fwwew. genome. arizona.edu/orders/ MNorton Antivirus E - ‘ Assistente de Weh eev

THE UNIVERSITY OF

ARIZONA.

TUCSON ARIZONA

General Information
* Orders Home

* Ordering Help
* Contact Information

* AG] Home

View BAC/EST Resources
e EST, cDNA - Libraries & Clones

h'q} '| [Eluscar“ Actuslizar ya | (= Correa + | Ayuda - |@ -
T Unavessy oF
ARQLZPNA HoEDr Arizona Genomics Institute
General Information AGI Department of Plant Sciences

* Orders Home

* Ordering Help

* Contact Information
* AGI Home

Back to Search

Search Results

View BAC/EST Resources
® FST, cDNA - libraries & Clones
* Genomic - Libraries, Clones, &

EG___ Ba Eucalyptus grandis cv.

This Eucalyptus grandis (eucalyptus) BAC library has an average insert size of 157kb (Genome
size: 660Mb) covering 17 genome equivalents. It was constructed by Xiang Song and Ammiraju
Jetty at AGI. It was constructed in the HindIII site of pAGIBAC1 and contains 73728 clones. ( 192

Filters ! : '

« Vectors plates) (4 filters per set) The library can also be referred to as Eucalyptus HindIII.
® Search for Genus or AGI library

Name EG___Bb Eucalyptus grandis cv.

This Eucalyptus grandis {eucalyptus) BAC library has an average insert size of 135kb (Genome
size: 660Mb) covering 15 genome equivalents. It was constructed by Xiang Song and Ammiraju
Jetty at AGI . It was constructed in the BstYI site of pAGIBAC1 and contains 73728 clones. ( 192
plates) (4 filters per set) The library can also be referred to as Eucalyptus BstYI.

s |ibrary Manifest Search

Shopping Cart

I T
Arizona Genomics Institute

AGI Shopping Cart

back

Please make sure that the information below is correct before going to "Checkout™

e Genomic - libraries, Clones, &
Filters

* Vectors

# Search for Genus or AGI library

HName
e library Manifest Search

Shopping Cart
Number of Products = 2
Subtotal = $ 4608.00

= View Shopping Cart

Part No. Description Clone Addresses Guantity Price
EG_ Bb- . UsS$2304.00
e, Eucalyptus grandis cv. Ea |1 _Remov] cach
EG_ Ba- . US$2304.00
e, Eucalyptus grandis cv. Ea |1 _Remové] oa0h

Subtotal:

V-

US$/4608.00

Copyright 2002 Arizona Genomics Institute
Powered By AGCol ™




& He: Eucalyptus update

File Edit WView Tools Message Help

& & 8 < X © O W Sequenciamento do genoma

Reply Reply Al Forward Print Delete Previous Mext Addresses .
rom: seremy Schmute completo de Eucalyptus grandis
TD::E E;;i:z_:;?;:;e novembro de 2008 15:35 StatUS e m 6/1 1/2008

Cc dario@cenargen.embrapa.br ; gtki@ornl.gov ; mahinch@arborgen.com; whrottm@arbargen. com; zander.myburg@fabi.up.ad| 2 9 G Igabases Seq UenC|ad aS
)

Subject: Re: Eucalyptus update

Attach: | m]T2wallscafg1000.png (325 KE) 4 5 CO b erturaS
: Lower End Scaffolds Contigs Scaffold Size Basepairs Bp Coverage HQ Coverage GC %o ~480 Meg abaSS mOﬂtad as
S

0 14662 48483 530484220 450,579,352 84.94% 4.26x 39%
1,000 14,649 48470 530475979 450,571,111 £4.94% 426x 39%
2.500 14619 48440 530415064 450510196 &4.94% 426x 39%
5.000 9.219 43033 509.518.326 429.614.494 84.32% 432x 39%
10,000 4,819 38371 478,081,583 398,323,354 83.32% 442x 39%
25000 1,660 32,721 430620917 352,346,146 81.82% 453z 39%
50,000 1,123 30,929 412530814 335989730 81.45% 456z 39%
100,000 011 29,639 308483314 324117618 81.34% 4.58x 39%
250,000 526 25404 337702344 184814243 84.34% 4.60x 39%
500,000 254 18,015 242833507 210,691 983 £6.76% 4.73x 39%
= 1,000,000 78 9117 123720307 111,634,029 90.23% 4.42x 39%
> 2.500.000 6 1.256 16,900,138 15.719.334 93.01% 4.44x 40%
> 5.000.000 0 0 0 0 -0- -0- -0-

VoUW W W NV Y WY

> Included 2413616 7412%
> Low Quality 139257 428%
> Multiple Instance 1,906 0.06%

= Other 92 0.00%

> Unplaced 701,011 21.53%
> Vector Or Host 672 0.02%
= e

= Total 3.256.554
i( 1]



O‘genoma € como uma
ista telefonica

LISTA TELEFONICA

Nomes de pessoas

Sobrenomes comuns entre pessoas podem
Indicar relacionamento, funcao

Endereco, bairro, vizinhanca
Profissao, funcao ?7?

Interacoes com outras pessoas e
redes de relacionamento 7?2

SEQUENCIA DO GENOMA

Nomes de genes

Seguéncias comuns entre genes indicam
relacionamento de funcao

Local no genoma, vizinhancas etc.
Funcao 72

Interagoeg;com outros genes e
cadeias metabolicas ?7?

O GRANDE DESAFIO PARA O PROXIMO SECULO E DESVENDAR A FUNCAO DOS
GENES E SUAS INTERACOES NA DEFINICAO FINAL DA COMPLEXIDADE DO
FUNCIONAMENTO DO ORGANISMO
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