Projeto GENOLYPTUS

Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma de Eucalyptus

construindo recursos gendmicos para o melhoramento genético do eucalipto em
uma parceria publico-privada
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Rede Brasileira de Pesquisa do Genoma do Eucalyptus

Dario Grattapaglia - Coordenador
EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia e Universidade Catdlica de Brasilia




Projecoes da area de floresta plantada no mundo
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O eucalipto envolve as espécies florestais mais produtivas e mais plantadas nos tropicos
Em 2020 a celulose de Eucalyptus tera 60% do mercado mundial de celulose de fibra curta

O eucalipto tera ainda uma participacao cada vez maior no mercado mundial de madeira

serrada substituindo com vantagem a madeira derivada de florestas tropicais nativas

Fonte: FAO , GLOBAL WOOD AND WOOD PRODUCTS FLOW 2007
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O Brasil ainda planta muito pouca floresta !!!!!

Tabela 3 - Ranking dos paises com maiores plantios florestais

Pais Superficie Total de Florestas % de floresta plantada | % de florestas plantadas
terrestre florestas plantadas em relacdo ao em relacéo a drea da
(1000 ha) (1000 ha) (1000 ha) total de florestas superficie terrestre

China 932.743 163.480 45.083 21,6% 4,856

India 297.319 64.113 32.078 20,8% 11.,0%

Russia 1.688.851 851.392 17.340 2,0% 1.0%

Estados Unidos 915.895 225993 16.238 1.2% 1.8%

Japao 37.652 24.081 10.682 44,45 28,4%

Indonésia 181.157 104,986 9.871 9,4% 5,456

Brasil 845.651 543.905 4,982 0,9% 0,6%

Nova Zelandia 26,799 7.946 1.542 19,4% 2.8%

Chile 74,831 15.536 2017 13,0% 2,196

Canada 922.097 244 571 0 0,0% 0,0%

Australia 768,230 154,534 1.043 0,7% 0.1%

Tailandia 21.089 14,762 4,920 33,3% 9,6%

Ucrania a7.935 9.584 4425 46,2% 1.6%

Ird 162.201 1.299 2.284 31,3% 1.4%

Demais paises 6.107.400 1.437.268 33.728 2.3% 0.6%

TOTAL 13.063.900 3.869.455 186.733 4,8% 1.4%

Fonte: FAD Forestry Departrment, 2005




Tabela 2 - Vantagens comparativas e competitivas
do setor de florestas plantadas no Brasil

Vantagens comparativas Vantagens competitivas

+ Disponibilidade de areas « Tecnologias silviculturais
para expansao florestal aprimoradas

Condicoes climaticas tropicais + Melhoramento genético criativo
e avancado

Alto indice de insolagao + Clonagem eficiente de drvores
SUperiores

Chuvas bem distribuidas ao * Qualificagao de profissionais e
longo do ano em varias dreas cientistas na area florestal

Menores custos de produgao « Praticas de gerenciamento e
integracao floresta-industria




Brasil € lider na inovacao € adocao de tecnologias para o
melhoramento de Eucalyptus
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Conceito 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
composic¢ao dos custos industriais

Melhoramento genetico € a chave para a competitividade

Gendmica € mais uma ferramenta para o melhorista




Valor econdmico comparativo de crescimento volumetrico x
rendimento em celulose em Eucalyptus

Densidade da madeira e rendimento em celulose sao caracteristicas
fortemente correlacionados

Densidade da madeira e consequentemente rendimento em celulose
sa0 3 vezes mais importantes do que crescimento volumetrico no
custo final da celulose

Ganhos de 10% no consumo especifico (ex. reduzindo de 3,6 para
3,24 m?3/ton celulose) corresponde a um ganho de 30% em
crescimento volumétrico (ex. aumentar de 35 para 50 m3/ha/ano)

Ganhos ocorrem ao longo de toda a cadeia produtiva (uso da terra,
colheita, transporte, eficiencia industrial) uma vez que estes perfazem
2/3 do custo de producao da celulose (Fonte: Borralho et al. 1993)




Variabilidade interespecifica em Eucalyptus

ESPECIE

E. grandis
E. tereticornis

E.saligna
E. urophylla

E. globulus
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Dados de Teotdnio 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 contetdo de holocellulose

Maior flexibilidade de fibra

Densidade na faixa de 550 kg/m?

Menor necessidade de energia no processo industrial
Melhor preservacao das fibras no processo
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Certificacao de identidade de clones de
Eucalyptus pela anéhse de DNA Fingerprinting and Parentage Analysis in

Eucalyptus grandis Breeding Populations

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

Power of Microsatellite Markers for
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1. MARCADORES MOLECULARES

Inclui-se marcadores moleculares como “Informacdes Adicionais”, sendo gque sua apresentacdo &
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Genomica na medicina e agropecuaria

/doenca com componente geneético
monogénica x multifatorial

v

Gene mapeado — mapas geneticos e fisicos

\

Gene identificado — sequéncia do genoma

\/

Humanos
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Terapia génica




O genoma € como uma
lista telefonica

LISTA TELEFONICA

Nomes de pessoas

Sobrenomes comuns entre pessoas podem
Indicar relacionamento, funcao

Endereco, bairro, vizinhanca
Profissao, funcao ?7?

Interacdes com outras pessoas e
redes de relacionamento ??

SEQUENCIA DO GENOMA

Nomes de genes

Sequéncias comuns entre genes indicam
relacionamento de funcao

Local no genoma, vizinhancas etc.
Funcao ??

InteracOes 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




Pro jeto Genolyptus

Geracao de um plataforma de informacoes e recursos genomicos

Estabelecimento de uma rede de populacoes 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

<T BRASIL SR

Ministério da Ciéncia e Tecnologia




Pontos positives gue viabilizaram o projeto

Pesquisa em genética 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

Atribuicao clara de responsabilidades no plano de trabalho

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

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




Fenotipagem
em
populacéo
segregante

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

Mapa geneético
(SSR, AFLP,
RAPD)

Identificacéo e
validacéo do
gene-alvo

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

»

Mapeamento de
associagéo
4 (whole genome scan,
genes candidatos)

~500a
1000 kpb

Sequenciamento

A & shotgun

de baixa cobertura e
anotacao

Testes funcionais

. w ~
Abordagem de gene“ca direta via transformagéo

genética

(fO rwal’d gene“CS) (complementacio,

superexpressao,

de fenét|pos a genes silenciamento)



InstituicOes participantes do
projeto GENOLYPTUS
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E. grandis
Coffs Harb. VCP

E. urophylla
(Flores) 1P

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 descendéencias
no projeto GENOLYPTUS

E. grandis
Atherton
Aracruz

Glx G2
(est. VCP x pol.
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 p6l. AR)

E. urophylla
Timor Cenibra

GlxU2
(est. VCP x pol.
CE)

Ulx U2
(est. IP x pél. CE)

U2 x GL1
(est. CE x pél. K-R)

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

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

(GxD) x U2
(est. K-R x pél. 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 p6l. K-R)

E. dunni
K-Riocell

G1xD2
(est. VCP x p6l. K-R)

Ul x D2
(est. IP 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 pdl. V-M)

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

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

G1x (UxGL)
(est. VCP x pél. KR)

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

D1 x (UxGL)
(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

‘ Localis principais de instalacao
dos experimentos

‘ Locais complementares de
Instalacéo dos experimentos

Veracel
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Programa operacional de diversas empresas brasileiras
Gerenciamento de diversidade e certificacao de identidade
genetica 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)

Determinacéo 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 empresa

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




Recursos genomicos para Eucalyptus

Expressed seguence tags
O impacto das noyas 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 -

Research article Open Access

Estudo Comparativo High-throughput gene and SNP discovery in Eucalyptus grandis, an
Sanger X 454 Sequencing uncharacterized genome

Evandro Novaes™!, Derek R Drostf!2, William G Farmerie3#,
Georgios ] Pappas Jr*®, Dario Grattapaglia®®, Ronald R Sederoff” and
Matias Kirst* 124
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GENOLYPTUS Chip
Experimento piloto




Variacao interespecifica: E. globulus x E. grandis
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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
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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]




Coleta de amostras de madeira para
analise fenotipica via NIRS




Estudo de resisténcia a doencas

ferrugem, cancro, murcha-de-ceratocistis € mancha foliar de origem bacteriana

Escala de Avaliacio

AVII].I'HiS ACS/1180+
D4i650-

| Gene de
resisténcia




brido em nivel

de média de familia
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Vigor hibrido em nivel

de arvore individual

dentro de familia

Fotos: Teotdnio de Assis




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




Genolyptus: producao cientifica € tecnologica e formacao de talentos

Geracao e implementacao de tecnologias otimizadas de certificacio de identidade e
parentesco de arvores elite com base na analise de DNA

Geracao e implementacao de tecnologias para estudo de expressao génica em
paralelo de milhares de genes em Eucalyptus

Geracao de bases de dados, mapas geneticos e demais ferramentas gendmicas hoje
em utilizacao por varias das empresas participantes do projeto

Publicacdo de 37 artigos em revistas indexadas a maioria 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 130 resumos publicados em congressos nacionais e internacionais
Participacao decisiva na producao de um livro sobre Biotecnologia Florestal

Treinamento de ~ 40 bolsistas em diferentes niveis, varios deles hoje contratados
como pesquisadores em empresas florestais, Universidades e Embrapa







Novos projetos iniciades com base na
plataforma de recurses genomicos
criada no Genolyptus




Tecnologias de genotipagem de alto desempenho

C

RE

D T

l Adaptor ligation

l Single-primer PCR

Microarranjos de representagoes
genomicas reduzidas
(Ex. Diversity Arrays Technology DAIT)
Milhares de marcadores por amostra a
custo de ~ 0,005 US$/datapoint

b gDNA PN Aigassy
le.-’C] y [T/A]
ASPE and  Universal g \’E‘—'}/’"\Q‘_—/ \J&umii:-&de addrass
o

ligation  PCRsequencel 3
IIniversal Universal ]
PCR sequence 2 1 Denature PCR sequence 3

Amplifiable A—— MumiCode
template 5’ \ 3

Cy3 Universal primar 1 @——>
Cy5 Universal primer 2 S——=

1 PCR
_ MumiCode for
PCR with

0’// P—— \tnifiaia rray read-out
common ; ;
primers » ,./'f’ \_,/ E‘I;
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Polimorfismo em E. nitens, E. glebulus, E. urophylla, E. grandis, E.
camaldulensis - arnray teste de 14,600 fragmentos

5033 marcadores DArT

58 amostras

> E. globulus

E. grandis

“¥™“E. urophylla

*Y*E. camaldulensis




Programa de melhoramento de eucalitpo para selecao de novos clones
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Programa de melhoramento de eucalipto - Selecao recorrente
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.K il s Projeto mundial de sequenciamento
do genoma de Eucalyptus e man
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Press Release: June 8, 2007

DOE Joint Genome Institute Announces 2008 Genome Sequencing
Targets

Eucalypius, Foxtal Millet, Red Algae, and Novel Microbial Communiies Added fo Gr::nmng Bioenergy
y and Carbon Cycling Poriiolio

¥} WALNUT CREEX, CA—Toward me goal of Ramessing I power of nature BIrough DNA ssqueng
Fies armounced e tekest Communily Sequencing Program (CSP) portblka. These plant and micrg
T wean e nathn's dependeno on 55l Lot some 21 billlon Muzkeotides of DNA Sequance o2
AR e CSP for fiscal year 2008

Thils year's selections are compietely aligned Wit e CSP mission, Tt 15, selecting DOE-Telecis
communities of Ivestigators.” 52k Jim Bristow, DOE JGI Deputy Direcior and manager of he C5g
120 sutamis5Ions, demONSirations an INCreasing desine o fuel discouery Wit DMA sequence Inf
mrough s web portals and e pubilic databases.”

S| Among T Rilghest proflle of hese projects, and Langest, win 2 00-millon-nuckotice genome, 1 )
generation of resources for renewabile energy—led by Aleander Myburg of the UnkersRy of Pretor
| National Laboratory {and DOE A1), 3nd Cark Granapagiia, of EMBRAPA Cenctic RES0urces 2



EUCAGEN - Eucalyptus Genome Network

SEQUENCING OF THE EUCALYPTUS GENOME:
A PROPOSAL TO DOE-JGI

~130 cientistas em 18 paises

Prepared by

Zander Myburg, Darle Grattapaglla, Erad Potts, Carlog Labate, Gerd Bosaingsr,
Margaret Byrna, Rena Valllancourt, Ron Sederof, Simaon Southarton

vl other membsra of

Proposta submetida ao US Department of
Energy em 2006-2007




Pomar de sementes por mudas onde
BRASUZ1 esta localizado em Itapetininga, SP
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BRASUZ1
BRazil SUZano S1
TARGET REFERENCE GENOME

b
Shinitiro Oda
Suzano breeder who developed
and selected BRASUZ1

- MAJOR OBJECTIVES AND PLAYERS

8X sequence of E. grandis genome
8 x640 Mbp = 5120 Mbp of Shotgun
Sanger Sequence (3 libriaries 2:5-3.0 kb
6.:5-8.0 kb -and 36 kb (JGI)

30X BAC coverage
Two 15X libraries — 75,000 BACs each
(Genolyptus - AGI)

150,000 x 2 BAC end sequences (Stanford)
High-density (>2000-marker) genetic
linkage maps (for assembly) -SSR, DAIT,
SFP — (Brazil-Australia-S.Africa)
Comprehensive Eucalyptus EST database
(for annotation only)

Genolyptus-UFlorida-France-Arborgen-JGl

Annotation (several countries and groups)




Eucalyptus Whole-Genome Shotgun Seguencing Project
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