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fylogenetiska analysen.
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SAMMANFATTNING

Cellulosa ir ett fornyelsebart material som dr hogaktuellt i dagens miljomedvetna samhélle.
For att kunna nyttja den effektivt kravs kunskap om de processer som styr vedbildning och
tradens tillvaxt. Detta arbete syftar till att reda ut vilka gener som medverkar i cellulosasyntas
(cesA-gener) 1 Populus trichocarpa och 1 Populus tremula, samt att kartligga genernas
uttrycksmonster under vedbildning. Bada arternas genom ér fullstdndigt sekvenserade och
finns tillgéngliga i databasen PopgenlE. Som utgangspunkt anvéndes en lista ver cesA-gener
fran Kumar et al.(2009). En del av de funna generna visade sig vara CSL-gener, eller gener
som inte uttrycks under vedbildningen. Dessa gener anvindes inte for vidare analyser. I P.
trichocarpa hittades 19 cesA-gener som uttrycks under vedbildning, medan 18 gener hittades
1 P. tremula. Av dessa skapades ett fylogenetiskt trdd. CesA-generna i P. trichocarpa har i de
flesta fall en motsvarighet i P. tremula pa4 samma gren. For att undersoka genernas
uttrycksmonster anvdndes databasen Aspwood. Uttrycksmonstren varierar mycket mellan
generna och ticker bade primér och sekundir cellvigssyntes samt den sista fasen med
mognad och celldéd. De som é&r aktiva under den sista fasen &r troligen inblandade i
margstralecellernas cellviggssyntes. Merparten av generna uttrycks under sekundér
cellviggssyntes. Generna delades in 1 grupper efter uttrycksmonster, och i det fylogenetiska
tradet dr generna i hog utstrackning grupperade pé ett liknande sitt. Véra resultat ger en
oversikt av cesA-generna och deras funktion.

Nyckelord: Populus trichocarpa, Populus tremula, genom, cellviggssyntes



ABSTRACT

Cellulose is a renewable material with great importance in today’s society, where the concern
of environmental issues is increasing. To be able to use it efficiently, there is a need for
deeper knowledge concerning wood formation processes. This paper aims to unravel which
genes are contributing in cellulose synthase (cesA genes) in Populus trichocarpa and Populus
tremula, and to map the expression patterns of the genes during wood formation. The
genomes of both species are sequenced and available in PopGenlE. As an outset a list of cesA
genes from Kumar et al. (2009) was used. Some of the found genes turned out to be cesa like
genes (CSL), or genes that are not expressed during wood formation. These genes were not
further analysed. 19 cesA genes were found in P. trichocarpa, while 18 were found in P.
tremula. From these, a phylogenetic tree was created. In most cases, P. trichocarpa has an
equivalent in P. tremula on the same branch. To examine the expression patterns of the genes,
the database Aspwood was used. The expression varies between the genes and covers primary
and secondary cell wall synthesis, as well as the last phase with maturation and cell death.
The genes active during the last phase are probably involved in ray cells. Most of the genes
are expressed during secondary cell wall synthesis. The genes were grouped based on
expression pattern, and are in the phylogenetic tree grouped in a similar way. Our results give
an overview of the cesA genes and their function.

Keywords: Populus trichocarpa, Populus tremula, genome, cell wall synthesis



INTRODUKTION

30 % av jordens landyta ticks av skog som bidrar med rdvara som timmer och biobrénsle
samt star for en stor del av biodiversiteten pé jorden. Den star ocksa for en stor del av
kolinlagringen. Traden &r darfor mycket viktiga ur bade ekologiskt och ekonomiskt
perspektiv. Med den 6kade miljomedvetenheten &dr fornyelsebara ravaror pd uppgéng, en
arena dér trd och cellulosa spelar en mycket stor roll. (Tuskan et al. 2006) Triadens
uppbyggnad och biologiska processer dr vil studerade men mycket finns kvar att utforska (Li
et al 2005). Processerna i trdd, till exempel vedbildning, drivs av gener. Hur och nér olika
gener fungerar och uttrycks under vedbildningen &r ett omrdde som intresset vixer for och
mycket forskning genomfors.

Gener och proteinsyntes

Genomet &r det som avgor vilka egenskaper en vixt far, det finns i cellkdrnan och ar uppbyggt
av DNA (Deoxiribonucleic Acid). DNA-molekylen bestar av tva stringar av sammanlénkade
nukleotider som tillsammans bildar en spiralformad struktur, en dubbelhelix. Varje nukleotid
innehaller en av fyra mdjliga kvdvebaser (A, T, G eller C), och det dr deras ordning samt
genomets ldngd som dr avgorande. DNAt dr uppdelat i segment som kallas kromosomer.
Kromosomuppsittningen kan vara enkel (haploid), dubbel (diploid) eller flertalig (polyploid).
Att kromosomuppséttningen dr diploid innebér att den har tva kopior av varje kromosom och
gen, och att den &r polyploid innebér att det finns tre eller fler kopior. (Alberts et al. 2010)

I varje kromosom finns ett antal gener, alltsa sekvenser av DNA, som fungerar som
instruktioner for uppbyggandet av specifika proteiner. I borjan av varje gen finns en
startsignal (promoter) och 1 slutet en stoppsignal (terminator). Daremellan finns kodande
sekvenser (exoner) och icke-kodande (introner). (Alberts et al. 2010)

Proteinerna som bildas fran DNAt styr de flesta processer i cellerna. Nir ett nytt protein
bildas borjar det med att den aktuella delen av DN At kopieras till en annan sorts nukleinsyra,
mRNA (messenger Ribonucleic Acid). Detta steg kallas transkription. mRNA bestér liksom
DNA av nukleotider, den ér dock enkelstringad och inte dubbel som DNA. For varje
kvévebas 1 DNA finns en motsvarighet i mRNA och vid kopieringen paras de ritta
kvévebaserna ihop. Hela genen, med introner och exoner, kopieras. I ett senare skede klipps
intronerna bort, i en process som kallas for RNA-splicing. Nar mRNA ér fardigt transporteras
det ut fran cellkérnan till ndgon av ribosomerna i cytoplasman. (Alberts et al. 2010)

Tre kvivebaser 1 foljd kallas for ett kodon, och varje kodon kodar f6r en aminosyra. Det finns
43=64 olika tripletter av kvidvebaser men bara 20 aminosyror, vissa av dem har alltsa fler &n
ett kodon. Aminosyrorna sitter pa bararmolekyler som kallas tRNA, som ocksa innehaller ett
matchande kodon, sa kallat antikodon. Ribosomen forflyttas lings mRNA-molekylen, ldser av
varje kodon, och fogar pa sé vis ihop aminosyrorna 1 ritt ordning. Detta steg kallas for
translation. Kedjan av aminosyror veckas sedan till en 3D-struktur, vars utférande beror pa



aminosyrornas ordning. Veckningen utgor det sista steget i bildningen av ett protein. (Alberts
et al. 2010) Proteinsyntesen illustreras i figur 1.

Figur 1. Proteinsyntesen borjar med att
AL _ mRNA bildas fran DNA via transkription.
Karnmermoran \ Kvévebaserna i mRNA kodar f6r aminosyror
i 7 somsammanfogas till ett polypeptidkedja. I
. \\\ / sista steget i proteinsyntesen veckas
/ polypeptidkedjan for att bilda ett specifikt
protein. (Bjorn Norheim 2013)

Figure 1. Protein synthesis starts with mRNA
E being formed from DNA during the

S | gEACEAUEGHES transcription. The base pairs in mRNA are
\\'“\‘3‘: ) % i P / coding for specific amino acids, that are put
2 = together to a poly peptide chain. In the last

ne! step of the protein synthesis the poly peptide
= Aminesyror  chain is folded to form a specific protein.
(Bjorn Norheim 2013)
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Gener kan uttryckas olika starkt och ger olika d& miangd mRNA-kopior, beroende pa vad
cellen behover for tillfillet. Varje mRNA-kopia kan sedan medverka i syntes av flera likadana
proteiner. Eftersom varje cell bara innehéller en eller ett fatal kopior av varje gen ger denna
“flerstegseffekt” mojlighet att snabbt producera stora mingder av det protein som behdvs.
(Alberts et al. 2010)

Forskning kring genetik hos vixter

Mainniskan har odlat véixter i 6ver 10 000 ar. Jordbruket uppkom i olika delar av vérlden
under stenaldern, och sedan dess har ménniskor medvetet valt ut vaxter med dnskade
egenskaper. Vixterna har anpassats pa olika sitt for att bittre uppfylla vira behov. Den dldsta
formen av vixtforadling ar urval vilket gér ut pa att leta efter intressanta egenskaper hos arter,
som man sedan forsoker fora vidare till ndsta generation. Trots att kunskapen om genetik
lange varit begransad har ménga olika metoder for att foradla vixter uppkommit.
(Genteknikndmnden 2014) P4 senare tid har genforskningen gjort stora framsteg. 1977
utvecklade Fredrick Sanger en metod for att sekvensera hela gener, alltsa dskadliggora
nukleotidernas ordning. Metoden har sedan automatiserats och forbéttrats, och nu finns flera
metoder for att sekvensera hela genom. (Kim et al. 2008)



Den forsta vixten vars genom kartlades helt var Arabidopsis thaliana, &r 2000. Det bestér av
ca 125 miljoner baspar (Mb). (The Arabidopsis Genome Initiative 2000) A. thaliana ér en Ort
och har dérfor ingen naturlig vedbildning, varfor den framst har anvints till att studera primér
tillvaxt. Under vissa tillvaxtforhillanden kan dock en sorts tillvixt som liknar vedbildning hos
trdd induceras. Darfor har 4. thaliana dven anvénts som modellvixt for att studera processer
kopplade till vedbildning. (Li et al. 2006)

Aven om den inducerade vedbildningen hos 4. thaliana ir betydelsefull for forskningen, finns
det skillnader mot den naturliga vedbildningen i trdd (Li et al., 2005). For att battre forsta
processerna bakom vedbildning sekvenserades det forsta tridet, Populus trichocarpa, ar 2006
(Tuskan et al. 2006). Dess genom uppskattas besta av cirka 485 Mb, det &r alltsa ungefér fyra
génger stdrre dn genomet hos A. thaliana (Winzell 2007) Aven genomet hos Populus tremula
har sekvenserats pA Umeé Plant Science Centre, men har inte publicerats dnnu '.

Populussléktets historia och egenskaper

Det finns flera anledningar till att en art fran slidktet Populus valdes som modellvéxt for
traden. Tack vare ett néra sldktskap mellan Populus och Arabidopsis underléttas studier av
olika funktioner, eftersom de gér att jaimfora med varandra (Djerbi et al. 2004). Sliktet
Populus har ocksa ett litet genom som dr relativt létt att transformera, vilket gér dem lampliga
for genetiska studier (Li et al. 2006; Winzell 2007). Sldktet har en stor naturlig utbredning och
ar betydelsefull bade ekologiskt och ekonomiskt och dr dérfor relevant att studera (Li et al
2005).

Fossila fynd indikerar att sldktet Populus fanns redan under Paleocene, for 60 miljoner ar
sedan. Den spreds fran antingen Nordamerika eller Asien till stora delar av norra hemisfaren
dér den finns idag. Populus ingédr i samma familj som Salix; Salicaceae. Antalet arter inom
slaktet Populus dr omtvistat och forslagen varierar mellan 22 och 85 olika arter. Det mest
vedertagna artantalet dr 29. Den stora variationen beror pa att sléktet ltt bildar hybrider och
att asikterna gar isdr om vilka som ska klassas som egna arter. Hybridiseringen ar en
bidragande faktor 1 populussliktets evolution d& den paskyndar bildningen av nya arter.
(Jansson et al. 2010) Sléktet ar indelat 1 sex sektioner dir P. trichocarpa tillhor sektionen
Tacamahaca medan P. tremula tillhor Leuce (Cervera et al. 2005).

Populussléktets egenskaper varierar mycket mellan olika arter, men de flesta kéinnetecknas av
att vara téliga och ha en snabb tillvixt. P. trichocarpa har sin naturliga utbredning i
Nordamerika och véxer mest 1 vatmarker och éversvimningsomraden, medan P. tremula
vaxer 1 Europa och Asien, och tillhor arterna som forekommer mer 1 hogldnta omraden och
berg. (Jansson et al. 2010)
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Sléktet Populus har en stor genetisk variation trots att genomen hos arterna ar relativt sma
(Djerbi et al. 2004). Den sexuella forokningen medfor att den &r en “obligate outcrosser”,
vilket infor nytt genetiskt material och ddrmed 6kar den genetiska variationen. Dessutom &r
populationerna relativt stora och har pollen och fron som sprids l&ngt med hjélp av vinden,
detta minskar risken for inavel. (Jansson et al. 2010) Ytterligare en anledning till den stora
genetiska variationen &r att stora delar av populussléktets genom har duplicerats, vilket
medfor att en del gener finns pa flera olika stédllen 1 genomet. Genduplicering ar relativt
vanligt och har forekommit hos 6ver 50% av angiospermerna (Smith et al. 2010).
Dupliceringen kan innefatta hela eller delar av genomet och ge upphov till 6kat antal
kromosomer. De duplicerade generna kan anta nya funktioner, vilket 6kar den genetiska
variationen. Chansen att detta sker okar ju lingre tid som gétt sedan dupliceringen. (Smith et
al. 2010) En annan mojlighet for de nya generna ér att de dr “tysta” och bara finns dér utan
vidare funktion, eller att de forsvinner igen. De kan &ven vara aktiva bada tv och fylla
samma funktion, om en av generna da gar forlorad kan den andra genen ta ver. Pa sa vis
behover ingen fenotypisk fordndring ske. Dupliceringen kan ddrmed fungera som skydd mot
mutationer. Gendupliceringen kan pa sikt leda till bildning av nya arter. (Smith et al. 2010)

Det dr ként att en duplicering skett hos Populusslédktet och att den troligtvis padverkade ca 92%
av genomet (Tuskan et al. 2006), ddremot ar tidpunkten oklar. Sterck et al. (2005) foreslar att
en duplicering skedde for 8 till 13 miljoner &r sedan, medan Tuskan et al. (2006) tror att det
snarare handlar om 60-65 miljoner ar sedan. De olika arternas genom kan direfter ha
utvecklats olika.

Vixters tillvaxt och vedbildningsprocess

I forskningen kring véxters tillvaxt ar det framfor allt den priméra tillvixten som studerats,
medan den sekundéra tillvdaxten dér vedbildningen sker inte ar kartlagd i samma utstrackning
(Li et al. 2006). Den priméra tillvdxten innebdr att rotter, grenar och stam tillvixer 1 spetsen
och diarmed forldngs. Sekundér tillvéxt utgar istéllet fran det vaskuldra kambiet och
korkkambiet, vilket leder till en radiell tillvixt av stammen. Det &r alltsa i den sekundéra
tillvixten som veden bildas, den delen av trddet som &r mest betydelsefull for manniskans
anvandande av trad som naturresurs. (Li et al. 2006)

Ved ér uppbyggt av xylemceller som bildas i det vaskuldra kambiet och sedan differentieras
for att fylla olika funktioner. Veden bestér i huvudsak av cellulosa, hemicellulosa och lignin.
(Li et al. 2006) De tre vanligaste celltyperna i xylemet i 16vved ér fibrer, kdrl och mérgceller.
Fibrerna fungerar som stdd for stammen och &r darfor stabila och har tjocka viggar. Kérlen
bildar langa rér genom trédet och star for vattentransporten. Mérgcellerna bygger upp
margstralar som gér radiellt genom xylemet och forenar floemet (innerbarken) med mérgen.
Margstralarnas uppgift dr att transportera ndringsdmnen, vatten och Iosta gaser, samt att lagra
starkelse. (Smith et al. 2010) De mérgceller som finns i mérgstralarnas utkant ér
sammanldnkade med vedcellerna utanfér genom porer medan de inre méargcellerna dr mer
isolerade fran veden (Nakaba et al. 2012).



Vid vedbildning bildas forst den primira cellvdggen. Den bestar av cellulosakedjor som binds
samman av hemicellulosa. Mellan cellulosakedjorna finns pektin som ér ett tinjbart material
och tilliter den priméra cellviggen att expandera. Nar den priméra cellvdggen bildats skapas
den sekunddra cellviggen som bestér av cellulosa, hemicellulosa, strukturproteiner och lignin.
Ligninet fyller ut utrymmet mellan cellulosan och hemicellulosan. Det &r starkt och styvt och
hindrar cellen frin att expandera mer. (Winzéll 2007) Den sekundira cellviggen bestar av tre
lager; S1, S2 och S3. Det som framst skiljer dem éat &r cellulosakedjornas (mikrofibrillernas)
vinkel. Aven mirgcellerna bildar sekundir cellviigg, forst de i anslutning till andra vedceller,
men senare dven margcellerna 1 mitten av margstralarna (Nakaba et al. 2012). Efter att det
tredje lagret bildats gar cellen in 1 sin slutliga fas, celldoden. Da slutar cellen fungera och en
ihalig vedcell dr bildad (Winzéll 2007). Vedbildningen illustreras i figur 2. Cellerna i
maérgstralarna lever i allménhet ldngre dn 6vriga celler. Nakaba et al. (2012) foreslér att
mirgcellerna dr aktiva i upp till 5 ar, medan t ex de celler som bildar kérl dor direkt efter

differentiering.
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Figur 2. Tvérsnitt av ved under utveckling. Forst bildas den priméra cellviggen som bestér av cellulosa,
hemicellulosa och pektin. Dérefter bildas den sekundéra cellviaggen bestdende av cellulosa, hemicellulosa,
strukturproteiner och lignin. I sista fasen sker lignifiering av cellviggarna och programmerad celldod. (Figur
modifierad frdn Aspwood).

Figure 2. Cross section of developing wood. First the primary cell wall is formed, consisting of celloluse, hemi
cellulose and pectin. Then the secondary cell wall is formed. It consists of cellulose, hemi cellulose, structural
proteins and lignin. In the last phase, lignifying of the cell walls and programmed cell death takes place. (Figure
modified from Aspwood)

Cellulosans betydelse och anvindning

Den komponent i veden som har storst betydelse for manniskan dr cellulosan. Cellulosa ar
naturens mest forekommande polymer och utgor cirka 40 % av ett trads torrvikt. Cellulosa dr
uppbyggt av B(1,4)-glukosenheter som tillsammans bildar ogrenade kedjor. Kedjorna bildar
mikrofibiller, och de i sin tur bildar fibriller. (Li et al. 2006) Redan pa 1800-talet framtogs
metoder for att friligga cellulosan frdn vedens 6vriga &mnen och utvecklingen har sedan dess
standigt gatt framat. Frén att tidigare frimst ha anvénts till pappersmassa sa finns idag ménga
anvandningsomdden for cellulosan, till exempel i textilier eller inom farmakologin. (Ek &



Illergard 2013) Cellulosa anvénds ocksa for framstéllning av etanol, och dr med nutidens
miljomedvetenhet hogst aktuell som fornyelsebar ravara. Foradling mot trdd med hogre andel
cellulosa skulle ge en mer effektiv anvandning av ravaran i industrierna (Suzuki et al. 2006).

Cellulosasyntasgenerna och deras funktion

Cellulosan bildas av cellulosasyntasproteiner (cesA-proteiner), som i sin tur bildas genom att
speciella gener, cesA-gener, uttrycks. Antalet cesA-gener skiljer sig mellan olika véxter. A4.
thaliana har 10 olika cesA-gener medan det vid senaste kartldggningen av cesA-gener hos P.
trichocarpa hittades 18 stycken (Djerbi et al. 2005). Kumar et al. (2009) foreslar dock att det
finns 17 cesA-gener hos P. trichocarpa eftersom tva av dem (PtiCesAS8-A och PtiCesA8-B)
ar 1 det narmaste identiska. (Suzuki et al. 2006) Genomet hos P. tremula ar sekvenserat men
det &r inte utrett hur cesA-familjen ser ut och om den skiljer sig fran P. trichocarpa.

CesA-proteinerna sitter i cellens plasmamembran och bildar sa kallade rosettkomplex eller
cellulosasyntaskomplex (CSC). Varje CSC bestar av 6 subenheter med cesA-proteiner. Man
har ldnge trott att varje subenhet i komplexet dr uppbyggt av 6 cesA-proteiner som var och en
bildar en cellulosapolymer, alltsé att totalt 36 stycken bildas och forenas till en mikrofibrill.
(Kumar & Turner 2015). Jarvis (2013) anser dock att mikrofibrillerna ar for tunna for att
besta av 36 cellulosapolymerer, vilket indikerar att det snarare ror sig om 3-4 cesA-proteiner i
varje subenhet. I sidana fall bildas 18-24 cellulosapolymerer fran varje CSC (Se figur 3).
CSC-komplexen forflyttas langs med plasmamembranet samtidigt som de syntetiserade
cellulosapolymererna integreras i cellviggen (Smith et al. 2010).

Emerging 18-chain microfibril

Figur 3. Cellulosasyntaskomplex ar
uppbyggda av subenheter med
cesA-proteiner, som bildar
cellulosapolymerer. (Jarvis 2013)

Figure 3. Cellulose synthase
complexes are made from subunits
of cesA-proteins that form cellulose
polymers. (Jarvis 2013)

En del cesA-gener uttrycks och bildar proteiner nér den priméra cellviggen bildas medan
andra uttrycks i samband med syntesen av sekundér cellvigg (Djerbi et al. 2004). Song et al.
(2010) har undersokt vilka CSC som ér aktiva i vedceller under vedbildning. Genom att
analysera 1 vilka celler som olika typer av CSC finns, och vilka CesA-proteiner som ingar i
dem, har CSC delats in i tva grupper med olika egenskaper. De proteiner som ingér 1 CSC av
typ I 6verensstimmer till stor del med de cesA-gener som uttrycks under sekundér
cellviggsbildning i bade Arabidopsis och Populus. Typ Il utgors av proteiner som ar
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involverade 1 bildningen av primér cellvdgg i Arabidopsis. 1 Populus uttrycks de motsvarande
generna under differentiering av xylemceller och d&nnu mer 1 kambieceller, vilket indikerar att
cesA-gener av typ Il dr involverade i bildning av bade primér och sekundir cellvdgg. (Song et
al. 2010)

Syfte och mal

Virke och cellulosa spelar en allt storre roll som fornyelsebar ravara och det behovs kunskap
om dess syntes. De pagaende klimatforandringarna dr ytterligare en anledning till att 6ka
kunskapen om genetiska processer bakom vedbildning. I och med dem kan abiotiska faktorer
som till exempel temperatur och vattentillgang férandras, faktorer som paverkar genernas
respons och ddrmed vedens sammanséttning (Wang et al. 2016). Det kan paverka vedens
egenskaper och ménniskans mojligheter att anvdnda den. Ett exempel pé hur vedbildningen
paverkas av yttre faktorer &r reaktionsved, som bildas vid mekanisk belastning, till exempel
vind. I 16vtrad kallas reaktionsveden for dragved och den fér i jamforelse med vanliga
vedceller ett tunnare S2-skikt och ett tjockt, geléartat S3-skikt som nistan uteslutande bestar
av cellulosa. (Winz¢ll 2007) Vid bildning av dragved kan dirfor antas att generna inblandade
1 cellulosasyntes uttrycks mer dn vanligt.

Okad forstielse for genetiska processer och cesA-genernas roll kan vara till stor nytta, bade
for att kunna méta klimatforandringar och for att kunna tillgodose framtida behov av
traravara. Med en 6kad kunskap om i vilka processer de olika generna uttrycks och vilka
gener som bidrar till olika komponenter i veden kan anvéndandet av tréd effektiviseras.
Cellulosasyntasgenerna hos P. trichocarpa ér kartlagda, men det har inte genomforts pa ett
systematiskt sitt hos P. tremula. Eftersom P. tremula dr mer vanligt forekommande 1 Europa
ar det av intresse att undersoka cesA-generna och vedbildningsprocessen dven hos den.

Arbetet har tva mal:

o Undersoka vilka cesA-gener som finns 1 P. tremula och jamfora dem med de cesA-
gener som finns i P. trichocarpa. Sedan genomet hos P. trichocarpa sekvenserades
forsta gdngen har det kartlagts mer noggrant. Darfor soks forst P. trichocarpas genom
igenom efter eventuella nya cesA-gener, och dérefter soks genomet hos P. tremula
igenom efter cesA-gener. Hypotesen dr att det finns cesA-gener i P. tremula som
skiljer sig frdn de i P. trichocarpa.

e Analysera nédr under vedbildningen de olika cesA-generna hos P. trichocarpa uttrycks;
om det dr ndr den priméra eller sekundéra cellviggen bildas, senare under
celldoden/lignifiering eller i mérgstralar.
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MATERIAL & METODER

Arbetet paborjades med litteraturstudier om tidigare och aktuell forskning inom omridena
vedbildning, cesA-proteinernas funktion och Populussléktets historia och evolution.

Den forsta praktiska delen av arbetet gick ut pé att leta efter cesA-gener i databasen
PopGenlE (Populus Genome Integrative Explorer). Som utgangspunkt anvéndes en lista Gver
tidigare kénda cesA-gener i P. trichocarpa fran Kumar et al. (2009). PopGenlE ir en databas
uppbyggd for att utforska gener och geners funktion hos slaktet Populus. Tanken &r att den
ska samla och tillgingliggora det data kring Populusgenomet som é&r ként. (Sjodin et al.,
2009)

Sokning efter nya cesA-gener hos P. trichocarpa

Steg ett var att soka pa varje cesA-gens namn (kolumnen Populus trichocarpa genome
assembly gene model, tabell 1 1 Kumar et al. (2009)) 1 databasen PopGenlE, for att fa fram
varje gens proteinsekvens. Darefter anvéndes verktyget BLAST med instidllningen protein
query to protein db och Populus trichocarpa protein. Under fliken “advance search
parameter” valdes att programmet skulle visa 100 traffar istéllet for 10. S6kningen resulterade
i en lista 6ver gener med olika likhet (similarity) i proteinsekvens. De med minst 60 % likhet
valdes ut och deras proteinsekvens sparades i formatet FASTA {0r att anvéndas till att skapa
ett fylogenetiskt trdd senare. Med namnet péd generna med dver 60 % likhet gjordes nya
sokningar 1 PopGenlIE. Under rubriken “synonyms” listas andra namn péd den sokta genen.
Synonymerna jamfordes med tabell 1 1 Kumar et al. (2009) for att se om genen redan var kand
som cesA-gen men under ett annat namn. Nagra av generna fanns inte att hitta i PopGenlE, da
anvéndes istéllet databasen Phytozome som komplement. For de gener som inte hittades i
Phytozome heller gjordes sokningar pa Google for att hitta genens proteinsekvens och pé sa
vis kunna hitta den i Phytozome eller PopGenlIE. Utifran de funna generna skapades en ny
lista 6ver cesA-gener i P. trichocarpa (se tabell 1).

Sokning efter cesA-gener hos P. tremula

Genomet for P. tremula genomsoktes 1 popGenlE efter cesA-gener utifran den nya listan med
cesA-gener fran P. trichocarpa. Proteinsekvensen anvandes i verktyget BLAST, med
instéllningen protein query to protein db och Populus tremula protein 1.1. Aven hir valdes
instéllningen 100 tréffar under fliken “advance search parameter”. S6kningen gav en lista
over gener med olika likhet i proteinsekvens. Genomet for P. tremula har inte bearbetats lika
mycket som det for P. trichocarpa, darfor kom ofta flera traffar pd samma gen upp. Dessa
gener hade samma namn, men efter namnet var de numrerade med 1, 2, 3 osv. I dessa fall
valdes endast en av dem eftersom genvarianterna dr i det ndrmaste identiska. De med minst 60
% likhet (similarity) valdes ut &ven hér och deras proteinsekvenser sparades i formatet
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FASTA for att senare senare skapa ett fylogenetiskt trdd. De funna generna sammanstélldes i
en lista 6ver cesA-gener i P. tremula (se tabell 1).

Kontroll av genernas funktion i Aspwood

Niér alla gener listats efter sokningarna i PopGenlE anvédndes databasen Aspwood for att se
genernas funktion, detta for att skilja ut cesA-generna frdn 6vriga. I Aspwood finns
information om genernas motsvarigheter i A. thaliana och vilken funktion de har. For att
klassificeras som cesA-gen krivdes att dess motsvarighet i 4. thaliana ér en cesA-gen samt att
genen uttrycks under vedbildningen. Aspwood ér uppbyggt av gener fran P. tremula men
s0kning ar endast mojlig for P. trichocarpa. Darfor soktes information enbart om generna frén
P. trichocarpa.

Beskrivning av mRNA-analys och databasen Aspwood

Datan i Aspwood dr framtagen genom RNA-analys av vedremsor fran P. tremula.
Vedremsorna innehaller vivnad fran floem, kambium, nybildat xylem samt moget xylem.
Cellerna i1 de olika vidvnadstyperna har olika egenskaper, och ddrmed olika genuttryck som
visualiseras i1 diagram. (Opublicerat material) For varje enskild cesA-gen visas om den
uttrycks i bildande av primir cellviagg (Fas 1), i bildande av sekundir cellviagg (Fas 2), eller i
den senare fasen med lignifiering/cellddd eller i mérgstralarna (Fas 3).

Niér en gen uttrycks starkt bildas mycket RNA fran den (Alberts et al. 2010). Att méta
mangden mRNA som bildas &dr darfor en metod for att se nir 1 vedsyntesen de olika cesA-
generna uttrycks. RNA-sekvenseringen illustreras 1 figur 4.

EEVEENEYY mRMA

| Figur 4. Sekvensering av RNA: RNA konverteras till
_— == . =TT cDNA (komplementirt DNA som bildas vid
e e | =DRA transkriptionen av en RNA-sekvens till DNA), en
g sequencing adaptor tillférs och sedan sekvenseras
T withadpons cDNA fran en eller badda dndar. Genom att jimfora
| sekvenserna med referenssekvenser kan
sk s S e S— uttrycksmonstret ses. Mycket RNA bildas nér en gen
e uttrycks starkt. (Wang et al. 2009)
. ¢ Figure 4. Sequencing of RNA: RNA is converted to
Coding sequence & ¢DNA (complementary DNA, formed in the
: - .  RARARRAAR transcription of RNA to DNA), a sequencing adaptor is
uncton esds_ % o R added and then the cDNA is sequenced. By comparing
== == Mappedsequencereads  the sequences with reference sequences, the expression
g Bas=resaliition expressian profile pattern can be visualized. A lot of RNA is formed when
% .-'"\ e N_I,\ *‘M‘ﬂi _{'ﬂl rﬁu"' .Pm'ﬂ a gene is expressed strongly. (Wang et al. 2009)
% [I ¥ § Y hl_ﬁ \.!
3 |

MNudleotide position
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Fylogenetiskt trid samt bootstrapanalys av cesA-gener hos P. trichocarpa
och P. tremula

Ett fylogenetiskt trdd visar evolutiondra sldktskap mellan gener (Kumar et al. 2009).
Uppdelningen i grenar visar evolutiondra hindelser dér gener differentierats. Tradet skapas
genom att leta efter likheter i sekvenser, sé kallade alignments. Gener med manga homologa
sekvensavsnitt hamnar néra varandra i tradet (Savva 2003).

CesA-generna i P. trichocarpa och P. tremula anvédndes for att skapa ett fylogenetiskt trad dar
sldktskapet mellan dem visualiseras. Forst anvéindes hemsidan http://www.ebi.ac.uk som
tillhandahalls av European Bioinformatics Institute. Den ir till for att tillgéngliggora
molekylédra databaser och ge mojligheter att analysera data pé olika sitt, ddribland genom
fylogenetiska trdd. (European Bioinformatics Institute 2015) Verktyget Clustal Omega
(multiple sequence alignment) anvindes, det radar upp sekvenserna for att mojliggora
jamforelser mellan dem. FASTA-sekvensena for bada tradslagen kopierades in samtidigt.
Resultatet exporterades i FASTA-format for att kunna anvandas 1 MEGA till ett fylogenetiskt
trad med bootstrapanalys. Bootstrap ar en vanlig statistisk metod som gar ut pa att datat testas
flera ganger, i detta fall 500. Vid varje delning fas ett bootstrapvirde som visar vid hur stor
andel av omkdrningarna som delningen uppkommit. Ett hogt virde innebér hog sannolikhet
for att delningen ar korrekt (Savva 2003) Il MEGA konverterades forst FASTA-filen till .meg-
format. Sedan anvéndes funktionen Construct/test neighbor joining tree med instéllningen
Protein sequences och Bootstrap test. Resultatet blev ett original tree samt ett bootstrap tree,
vilket var det som anvindes i resultatet. Generna fran bade P. trichocarpa och P. tremula
anvéandes 1 samma trid for att ldttare kunna jaimfora cesA-generna i de bada tradslagen med
varandra. I vissa fall gjordes darefter undersokningar i PopgenlE for att utrona om nagra av
generna hade samma DNA-sekvens (gener som fick ovintade placeringar i tridet).

Undersokning av cesA-genernas uttrycksmonster i Aspwood

For att kartldgga nér 1 vedbildningsprocessen olika gener uttrycks anvéindes aterigen
databasen Aspwood.

En sokning pé alla cesA-gener i P. trichocarpa gjordes och grafer dver deras uttrycksmonster
skapades. Dérefter jamfordes de med varandra, och liknande gener placerades i samma grupp
utifran en visuell bedomning. Generna delades in 1 grupper utifran vilken fas i vedbildningen
de uttrycks mest under. Alla gener i samma grupp lades in 1 en gemensam graf for en bra
overblick. Med hjilp av dem visades ocksa om de cesA-gener som hittats verkligen var
involverade 1 vedbildning.
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Gener hos P. trichocarpa och deras funktion enligt Aspwood

Vid s6kning 1 PopGenlE efter cesA-gener hos P. trichocarpa hittades 37 stycken (Se tabell 1).
Alla fran listan enligt Kumar et al. (2009) aterfanns i PopGenlE utom PtiCesA1-B och
PtiCesA7-B. Deras proteinsekvenser hittades dock genom sdkningar i Phytozome och pa
Google. 19 nya gener hittades utdver de redan listade (Se tabell 1). I Aspwood framkom att 15
av de nyfunna generna i P. trichocarpa var CSL-gener (cesa-like genes, inblandade i syntes
av hemicellulosa (Li et al. 2006) och tre var CesA-gener, men som inte uttrycks i veden.
Dessa 18 visas inte i det fylogenetiska trddet. Den sista nyfunna genen, Potri.018G103900,
visades vara en CesA-gen som uttrycks i veden.

Gener hos P. tremula

Vid sokningen efter cesA-gener hos P. tremula hittades totalt 27 gener med dver 60% likhet 1
relation till de funna cesA-generna hos P. trichocarpa. Av dessa visade sig 9 stycken ha
motsvarande gener i P. trichocarpa som dr CSL-gener och inte cesA. Dessa redovisas i tabell
1 (figur 5) men &r inte med i det fylogenetiska trédet.
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Tabell 1. Sammanstillning av gener med >60 % likhet i proteinsekvens med cesA-gener enligt Kumar et al.
(2009), deras olika namn och motsvarande gen hos P. tremula. De redan tidigare kdnda cesA-generna ér de som
finns i kolumnen langst till vinster. Hér visas &ven om genen r cesA eller CSL (cesA-like) samt under vilken
fas i vedbildningen de uttrycks. Fas 1 = primér cellviggssyntes, fas 2 = sekundér cellvaggssyntes och fas 3 =
lignifiering/celldod/i mérgstrélar.
Table 1. Table of genes with >60 % similarity in protein sequense with cesA-genes according to Kumar et al.

(2009), their names and corresponding gene in P. tremula. In the column to the left are the cesA-genes

previously known. The genes functions (cesA or CSL) are also shown, as well as during which phase of wood

formation they are expressed. Phase 1 = primary cell wall synthesis, phase 2 = secondary cell wall synthesis

and phase 3 = lignification/programmed cell death/ in ray cells.

Populus trichocarpa genome  Potriname Kumar et al. Potra name Arabidobsis  Uttryck
assembly gene model (P. trichocarpa) 2009 (P. tremula) descendant i
(P. (funktion) vedbild-
trichocarpa) ning
eugene3.00002636 Potri.002G257900 PtiCesA4 Potra002707g1 CesA Fas 2
9806
estExt_fgeneshd4_pg.C_LG_V  Potri.005G194200 PtiCesA6-C Potra004085g2 CesA Fas1, 2,
1107 4472 3
eugene3.00020623 Potri.002G066600 PtiCesA6-D Potra001021g0 CesA Fas 2+3
8534
gw1.X1.3218.1 Potri.011G069600 PtiCesA8-A Potra004051g2 CesAfamily Fas2
4387 protein
eugene3.00040363 Potri.004G059600 PtiCesA8-B Potra000473g0 CesAfamily Fas2
2869 protein
gwl.V.3193.1 Potri.005G087500 PtiCesA6-A Potra000807g0 CesA Fas1
6409
estExt_fgenesh4 pg.C_LG_VI Potri.007G076500 PtiCesA6-B Potra000488g0  CesA Fas1
10650 3037
estExt_Genewisel v1.C LG_  Potri.001G266400 PtiCesA3-D Potra003868g2 CesAfamily Fas1l,2
11792 3243 protein
estExt_fgenesh4_pg.C_LG_IX Potri.009G060800 PtiCesA3-C Potra002409g1 CesAfamily Fas2,3
0979 8324 protein
fgenesh4_pm.C_LG_XIII0000  Potri.013G019800 PtiCesA6-E Potra001230g1 CesA Fas 1
84 0582
fgenesh4 pg.C_scaffold 133  Potri.005G027600 PtiCesA6-F Potra002888g2 CesA Fas 1,2,
000012 0235 3
eugene3.00160483 Potri.016G054900 PtiCesA3-B Potra000167g0 CesAfamily Fas1
0627 protein
eugene3.00060479 Potri.006G052600 PtiCesA3-A Potra002846g2 CesAfamily Fas1
0119 protein
fgenesh4_pg.C_LG_VI001789 - PtiCesAl1-B - Fas1
estExt_fgenesh4 pm.C_LG_X Potri.018G029400 PtiCesAl-A Potra003411g2 CesA Fas 1
V1110125 1584
estExt_fgenesh4_pg.C_1398 Potri.006G251900 - Potra002914g2 CesA Fas 1
0001 0296
estExt_Genewisel_v1.C_LG_  Potri.006G181900 PtiCesA7-A Potra002910g2 CesAfamily Fas2
V12188 0286 protein
gwl.XVIIl.3152.1 - PtiCesA7-B - Fas 2
Potri.018G103900 - CesA family  Fas?2
protein
- Potra003935g3
5108
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http://popgenie.org/gene?id=Potri.002G257900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.002G257900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.002G257900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G194200
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G194200
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G194200
http://popgenie.org/gene?id=Potri.011G069600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.011G069600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.011G069600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.004G059600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.004G059600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.004G059600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.007G076500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.007G076500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.007G076500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.001G266400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.001G266400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.001G266400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.009G060800
http://popgenie.org/gene?id=Potri.009G060800
http://popgenie.org/gene?id=Potri.009G060800
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G027600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G027600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G027600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.016G054900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.016G054900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.016G054900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G052600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G052600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G052600
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.018G029400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.018G029400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.018G029400
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G251900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G251900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G251900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.005G087500
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G181900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G181900
http://popgenie.org/gene?id=Potri.006G181900

Potra003935g2
3615

Potri.019G049700 Potra003265g2 CSL
1167
Potri.001G136200 Potra002239g1 CSL
7201
Potri.001G050200 Potra001665g1 CSL
3679
Potri.003G177800 Potra000882g0 CSL
7128
Potri.006G004200 Potra000490g0 CSL
3080
Potri.002G200300 Potra001085g0  CSL
9396
Potri.014G125100 Potra002583g1 CSL
9426
Potri.004G208800 Potra001288g1  CSL
1102
Potri.009G170000 Potra001034g0 CSL
8699
Potri.001G187900 - CesA men
inget
uttryck i
veden
Potri.003G142200 - CSL
Potri.013G082200 - CSL
Potri.003G097100 - CSL
Potri.001G449300 - CSL
Potri.012G041500 - cesA men
inget
uttrycki
veden
Potri.011G152300 - CSL
Potri.003G142200 - CSL
Potri.005G154200 - cesA men
inget
uttryck i
veden

Fylogenetiskt triad

Det fylogenetiska tradet visar att de flesta cesA-generna fran P. trichocarpa har en
motsvarighet i P. tremula som finns pd samma gren (Se figur 5). Undantagen dr PtiCesA7-B
som delar gren med Potri.018G103900 samt Potra003935g23615 som delar gren med
Potra003935g35108. Bada dessa grenar finns ldngst ner i trddet och &r de som tidigast skiljts
fran de 6vriga. CesA7-B har 97,84 % likhet med Potri.018G103900. Potra003935g23615 har
99,43 % likhet i aminsosyrasekvens med Potra003935g35108. DNA-sekvensen mellan de
bada Potragenerna &r identisk.
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Siffrorna ér vid de flesta delningarna ganska hoga (63-100%). Vid en del delningar dr sifforna
lagre (det ldgsta virdet dr 24%). (Figur 5)

Trédet visar dven relationen mellan de gener som Kumar et al. (2009) tyckte var samma gen
(PtiCesA8-A och PtiCesA8-B). De dr nira besldktade enligt tradet. CesA8-A har 58, 12 %
likhet 1 proteinsekvens med cesA-8B och likheten at andra héllet ar 95, 07 %.

. Fas1 i': lcl|Potral02409g18324.1 unnamed protein product

. faso 33 lcl|PtiCesA3-C unnamed protein product
lcl|Potral03868g23243.1 unnamed protein product

Fas 2,3 100 W: lcl|PtiCesA3-D unnamed protein product
. Fac1 2 3 sa—— lcl|Potral02846g20119.1 unnamed protein product

" \—lchIPtiCesAS-A unnamed protein product|
73 100 — lcl|Potral00167g00627.1 unnamed protein product

95 \—IICIIPtiCesAB-EI unnamed protein prnductl

=] — lcl|Potral03411g21584.1 unnamed protein product
|—||C||F"[iCESA1-A unnamed protein product |

100 ——— lcl|Potra002914920296.1 unnamed protein product

lcl|Potri.006G251900 unnamed protein product

Bl

53 a1

lcl|PtiCesAB-E unnamed protein product

33
100 [— lcl|Potral01230g10582.1 unnamed protein product

— lcl|Potral02888920235.5 unnamed protein product
99 \—l lcl|PtiCesAB-F unnamed protein product |
] — lcl|Potral04085924472.1 unnamed protein product
90 100 \—IICIIPtiCesAG-C unnamed protein prnductl
B3 — Icl|Potra001021g08534.1 unnamed protein product
31 L—Jici[PtiCesAB-D unnamed protein product|
100 L — lcl|Potral00807g06409.1 unnamed protein product
\—I lclPtiCesAB-A unnamed protein product I
100 — lcl|Potral00488g03037.1 unnamed protein product
100 97 \—lchIF'tiCesAE-EI unnamed protein product |
] — lcl|Potral00473g02869.1 unnamed protein product
\—lchIF'tiCesAS-EI unnamed protein product |
100 — lcl|Potral04051g24387.1 unnamed protein product
93 \—l lcl|PtiCesAS-A unnamed protein pmductl
— lcl|Potral02707g19806.1 unnamed protein product
100 \—I lcl|PtiCesA4 unnamed protein pruductl
— lcl|Potral02910g20286.1 unnamed protein product

98 \—l lcl|PtiCesAT7-A unnamed protein pmductl

’—I lcl|Potri.018G 103900 unnamed protein pmductl
24 jgilPtiCesAT-B

— lcl|Potral03935923615.1 unnamed protein product
7| E— lcl|Potral03935g35108.1 unnamed protein product

100

Figur 5. Fylogenetiskt trdd ver cesA-generna i P. tremula och P. trichocarpa. Fargmarkeringarna visar under
vilka faser i vedbildningen generna uttrycks.

Figure 5. Phylogenetic tree of cesA-genes in P. trichocarpa and P. tremula. The colors show in which phases the
genes are expressed.
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Uttrycksmonster hos CesA-gener under vedbildning

CesA-generna uttrycks vid olika faser i vedbildningen. CesA6-A, CesA3-A,
Potri.006G251900, cesA6-B, cesA-3-B och cesAl-A uppvisar alla liknande uttrycksmonster
(figur 6). De uttrycks som mest vid bildning av den priméra cellviggen i fas 1 men fortsétter
att uttryckas, om dn minskande, 1 savél fas 2 som fas 3. CesA6-E uttrycks ocksa som mest 1
fas 1 men ér till skillnad frin de andra inte mycket uttryckt i1 fas 2 eller 3.

(wm) O 100 200 300 Aano 500 GO0 T00 800 200 1000 11 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000 2100
i : z L 4 — PtiCesAB-A
e PtiCezA3-4
Potri.006G251900

© PtiCesAg-B
 PtiCesASE
PtiCesA3-B
T PtiCesAl-A

55
[

T1-11

= Ti10

Figur 6. cesA-gener som uttrycks mest i fas 1. Alla gener i grafen utom Cesa6-E fortsitter att uttryckas dven
under fas 2 och delvis under fas 3.

Figure 6. cesA-genes that are mostly expressed during phase 1. All genes in the graph apart from CesA6-E
continue to be expressed during phase 2 and partly during phase 3.
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De gener som uttrycks mest under fas 2 dr CesA4, cesA8-A, cesA7-A, cesA8-B och Potri.
018G103900. De fortsétter ocksa att uttryckas svagt och minskande under fas 3. (Figur 7)

Fasl Fas2 Fas3

) O 100 200 300 400 500 600 700 B0 900 1009 L 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1904 2000 2104
L 1 1 e PriCezad
« PriCesAZ-B
PtiCesA7-A
- PriCesAB-A
*— Potri. 0186103300

Figur 7. cesA-gener som uttrycks mest i fas 2. De visar i stort sett samma uttrycksmonster. Cesa8-B uttrycks lite
mer dn de andra under fas 3 och Cesa8-A uttrycks mindre dn de 6vriga under bade fas 2 och fas 3.

Figure 7. cesA-genes that are expressed mostly during phase 2. They show quite similar expression patterns.
CesAS8-B is expressed a bit more than the other genes during phase 3, and CesA8-A is expressed less than the
others during phase 2 and 3.

CesA6-C uttrycks under bade fas 1, 2 och 3, med tyngdpunkt i fas 2 och 3 (figur 8).
Detsamma giller for cesA6-F med skillnaden att den uttrycks mest under 3:e fasen. CesA6-D
uttrycks som mest under fas 1, men dven en del under fas 2. Generellt uttrycks de pa en lagre
niva an de andra CesA-generna. (Notera skalan pa y-axeln)
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Figur 8. CesA6-D, CesA6-F och CesA6-C uttrycks under alla tre faser i varierande grad.

Figure 8. CesA6-D, CesA6-F and CesA6-C are expressed at different rates during all three phases.

CesA3-C har ett relativt jamnt uttrycksmonster. Den uttrycks mycket under alla tre faserna
men dr som allra mest uttryckt under fas 2 och 3. CesA3-D dr som mest uttryckt under fas 1
och 2 och minskar sedan under fas 3. (Figur 9)
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Figur 9. CesA3-D och CesA3-C uttrycks mest under fas 2 och 3, men dven en del under fas 1.

Figure 9. CesA3-D and CesA3-C are expressed mostly during phase 2 and 3, but also slightly during phase 1.
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De gener som uttrycks mest under den primira cellviggssyntesen aterfinns i den 6vre delen
av det fylogenetiska triadet (se figur 5). De gener som uttrycks mest under den sekundéira
cellviggssyntesen dr mer spridda pa olika grenar, men merparten av dem finns i den nedre
delen av det fylogenetiska tradet. De tva Gversta generna i tradet dr mest aktiva i
vedbildningens senaste fas men har ett uttrycksmonster som &r spritt dver flera faser.

Uttrycksmonstren for PtiCesA7-B och PtiCesA1-B har inte kunnat analyseras i Aspwood
eftersom de saknar Potri-namn. Enligt Song et al. (2010) dr cesA-7B verksam i sekundar
cellviggssyntes (fas 2) och cesA-1B 1 primar (fas 1).

CesAS8-A och CesA8-B som Kumar et al. (2009) klassade som samma gen pa grund av stor
likhet 1 proteinsekvens visar i Aspwood liknande uttrycksmdnster, men pa olika nivaer i
grafen (se figur 7). CesA8-A uttrycks mindre dn cesA8-B.

22



DISKUSSION

Gener hos P. Trichocarpa och deras funktion enligt Aspwood

Vid sokningen hittades 37 gener, varav 15 visade sig vara CSL-gener och tre cesA-gener utan
uttryck i vedbildningen. Dessa ridknades bort (men redovisas i tabell 1) eftersom vart mal var
att finna cesA-gener som uttrycks under vedbildning. De resterande 19 var sddana och de
flesta av dem 6verensstimmer med de som Kumar et al. (2009) listat. En av dem hade dock
inte listats som cesA-gen tidigare: Potri.018G103900. Eftersom den ligger pa samma gren
som cesA7-B (som inte hittades 1 PopGenlE och darfor inte har ndgot Potrinamn) &r det
rimligt att anta att cesA7-B har ersatts med Potri.018G103900 nar genomet uppdaterats efter
noggrannare kartlaggning. PtiCesA7-B har dven stor likhet med Potri.018G103900 (97,84 %)
vilket stodjer den teorin. Eftersom det bara dr mojligt att soka pd Potrinamn i Aspwood gar
det tyvirr inte att se hur stora skillnader 1 uttrycksmonster det finns mellan dessa tva gener.
Om de haft liknande uttrycksmonster hade dven det kunnat vara ett argument for att
Potri.018G103900 ersatt cesA7-B.

Kumar et al. (2009) foreslar att cesa8-A och cesa8-B dr samma gen pa grund av att
proteinsekvenserna for dessa dr viéldigt lika. Enligt vart fylogenetiska trad dr de nédra
besliktade, och efterforskningar i PopGenlE visade att cesA8-A har 58, 12 % likhet i
proteinsekvens med cesA-8B och likheten at andra hallet &r 95, 07 %. Den néra fylogenin
tillsammans med den hoga likheten i proteinsekvens tyder pa att de &r nira beslidktade, men
inte nddvéndigtvis samma gen. De har ocksé olika uttrycksmonster under vedbildningen,
vilket kan ses 1 Figur 7. Dérfor har vi valt att behandla dem som tva olika gener.

Gener hos P. Tremula

I genomet hos P. tremula hittades 27 gener med dver 60 % likhet i proteinsekvens med vara
funna cesA-gener i P. trichocarpa. Av dem har vi bara tagit med 18 stycken i det
fylogenetiska triadet. De resterande nio generna har motsvarigheter i P. trichocarpa som inte
ar cesA-gener utan CSL-gener. I Aspwood kan man bara sdka pd Potrinamn, och det finns
darfor ingen mojlighet att kontrollera uttrycksmonstren hos P. tremula-generna. Vid bildandet
av Aspwood har data fran P. tremula och inte fran P. trichocarpa anvénts, och det har antagits
att de dr jamforbara med varandra. Darfor har vi dragit slutsatsen att de nio generna hos P.
tremula ocksa dr CSL-gener och att de inte bor vara med i det fylogenetiska tradet.

Fylogenetiskt trad

I det fylogenetiska triddet valde vi att bara ta med de cesA-gener som uttrycks i vedbildningen
enligt Aspwood, alltsd 19 gener frén P. trichocarpa och 18 gener fran P. tremula (figur 5). De
flesta generna fran P. trichocarpa har en motsvarande gen frén P. tremula pa samma gren,
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vilket indikerar att cesA-generna har bibehallits 1 de bada arterna sedan Populussléktets
delning. Nigra undantag finns dock: CesA1-B och Potri.006G251900 finns tillsammans med
Potra.0022914g20296 pa en gren, men cesA1-B finns inte att hitta i PopGenlE lidngre. Var
tolkning ar att Potri.006G251900 &r den korrekta genen och att cesA-1B dr en gammal,
inaktuell genmodell. Bade Potri.006G251900 och cesA-1B finns listade bland cesA-generna i
Kumar et al. (2009). En mojlig forklaring kan vara att man funnit att cesA1-B har en annan
funktion nir genomet kartlagts mer noggrant, alltsa att den i sjélva verket inte r en cesA-gen.
Den ursprungliga genen kan ocksa ha ersatts av en annan genmodell efter mer noggrann
sekvensering.

Niést langst ner 1 trddet finns en gren endast innehéllande tva gener fran P. trichocarpa: cesA-
7B och Potri.018G103900 (figur 1). Den sistndimnda finns inte med 1 listan av Kumar et al.
(2009) och cesA-7B finns inte att hitta i PopGenlE, vilket kan innebéra att Potri.018G103900
ersatt cesA-7B. CesA7-B har 97,84 % likhet med Potri.018G103900, de ar alltsa véldigt lika,
vilket stodjer teorin om att Potri.018G103900 ersatt cesA7-B.

Langst ner finns ocka en gren med enbart tva gener fran P. tremula: Potra003935g35108 och
Potra003935g23615. Potra003935g23615 har 99,43 % likhet 1 proteinsekvens med
Potra003935g35108 vilket innebér att dven de skulle kunna vara samma gen. Om man istillet
tittar pA DNA-sekvensen ser man att den ar identisk for de bada generna. Det styrker teorin
om att dessa tva gener &r varianter av samma gen. Hér dr vért att notera att P.
trichocarpagenomet dr mycket mer genomarbetat i PopGenlE 4n P. tremulagenomet, déarfor
ar det mojligt att flera varianter av vissa tremulagener finns 1 databasen.

Bootstrapvirdena i det fylogenetiska tradet dr vid manga av delningarna dver 90 % (figur 5)
vilket innebdr att de delningarna med stor sannolikhet &r korrekta. Ett par tidiga delningar har
bootstrapvérden pa 63 och 72, alltsa en ldgre sannolikhet. De dr dock sé pass hoga att de kan
riknas som trovirdiga (Baison, J?). Tva av delningarna i triidet har emellertid 1ga virden, de
aterfinns ldngst ner 1 tradet. Det dr grenarna med enbart tva gener fran P. trichocarpa
respektive P. tremula. Delningarna mellan bade tremulagenerna och trichocarpagenerna har
bootstrapvardet 24, vilket innebér att de inte ar sa trovardiga. Mojligheten att de tvd generna
pa varje gren egentligen dr varianter av samma gen har tidigare diskuterats. Det skulle kunna
forklara varfor generna tycks vara narmare besléktade med varandra inom arten &n med
motsvarande gen fran den andra arten. Om sa ar fallet hade det varit béttre att ha endast gen
fran varje art med 1 trédet.

Uttrycksmonster hos CesA-gener under vedbildning

De gener som ér aktiva i fas 1 respektive fas 2 var léttast att urskilja och graferna 6ver de
grupperna visar tydliga samband (se figur 6 och 7). Alla gener som uttrycks mest i fas 1 utom
cesA6-E fortsitter att visa hoga, om &n minskande virden, genom fas 2 och 3. Det innebér att
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de dr verksamma genom hela bildnings- och mognadsprocessen av veden. Generna som
uttrycks mest under fas 2 (figur 7) visar diremot en tydlig topp under just den sekundéra
cellviggsbildningen och uttrycks inte mycket under fas 1. De uttrycks fortfarande mycket i
borjan av fas 3 men minskar en hel del. Notera dven skalan pé y-axeln, som visar att dessa
gener uttrycks starkare dn de andra gor 1 den mest aktiva fasen. Det verkar ocksé som att flest
gener &r aktiva under fas 2. Den sekundira cellviggen, som bildas i fas 2, utgor en stor del av
totala andelen cellvdgg vilket kan vara orsaken till att ménga gener &r inblandade och uttrycks
starkt under den fasen.

De resterande generna visar mer otydliga uttrycksmonster, men vi har dnda valt att dela in
dem 1 tva grupper (figur 8 och 9). CesA6-C uttrycks relativt mycket 1 alla tre faser. Den har
liknande uttrycksmonster med cesA6-D, men ligger pa en hégre niva (se figur 8). CesA3-C
ser ut att vara den gen som har mest avvikande uttrycksmonster da den uttrycks med ett hogt
véarde under alla tre faserna (se figur 9). Det kan darfor vara extra intressant att undersoka dess
funktion vidare for att se om den har ndgon speciell roll under vedbildningen. De gener som
uttrycks under fas 3 kan antas vara aktiva under mérgcellernas cellviggssyntes. Méargcellerna
ar aktiva under flera &r och utvecklar sin sekundéra cellvigg senare dn andra celler (Nakaba et
al. 2012). Det ar alltsé fraimst de som &r aktiva under vedbildningens sista fas.

Gener utan Potrinamn (PtiCesA1-B och PtiCesA7-B) kunde inte hittas i Aspwood. De finns
dock med i en studie av Song et al. (2010) , dér proteinet fran PtiCesA1-B beskrivs som typ 11
(primér och sekundir) och proteinet frin PtiCesA7-B beskrivs som typ I (sekundir). Eftersom
vi inte kunnat undersoka det sjélva har vi valt att utgd ifrén att deras analys stimmer.

De gener som dr mest aktiva under fas 2 dr samlade i den nedre delen av det fylogenetiska
tradet (se figur 5) och dr dirmed néra beslédktade med varandra. Likasd de gener som &dr mest
aktiva under fas 1, de ar samlade 1 den Ovre halvan av tradet. I den 6vre delen av trddet finns
ocksé generna som uttrycks under alla tre faser. Enligt Song et al. (2010) 4r dessa gener mest
uttryckta under fas 1 och 2 men vér tolkning &r att en del av dem dven dr aktiva under fas 3.
Det ér intressant att de ligger mitt bland de gener som tydligt uttrycks under fas 1. Eftersom
uttrycksmonstrena skiljer sig mycket vore det rimligt om de var grupperade for sig sjélva.
CesA3-C och cesA3-D uttrycks mest under fas 2 men i varierande grad dven under fas 1 och
3. I det fylogenetiska tradet dr de grupperade ldngst upp, utanfor fas 1-gruppen. Placeringen
av dem kénns logisk eftersom uttrycksmonstren skiljer sig sd pass mycket fran de som
uttrycks mest under fas 1 (se figur 6 och 9).

Forslag pa forbéttringar och vidare forskning

For att avgrinsa sokningen valdes 60 % likhet i1 proteinsekvens med redan kinda cesA-gener
enligt Kumar et al. (2009). Vilken grins de anvinde i den studien anges inte, men de ligsta
virdena dr 77 %, 1 jamforelsen mellan A. thaliana och P. trichocarpa. For att bredda
sokningen och 0ka chansen att hitta eventuella ytterligare cesA-gener valde vi att sdnka
gransen till 60 %. I efterhand visade det sig dock att den var lite vil 1ag eftersom resultatet
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forde med sig CSL-gener och de flesta av dem 14g just 6ver 60 %. En grins pé 65-70 % hade
kanske varit béttre, men att sitta gransen for hogt medfor ju samtidigt en risk att missa nagra
gener som faktiskt dr cesA-gener och inte CSL-gener.

PopGenlE ar en databas som uppdateras kontinuerligt i takt med att tekniker for att
sekvensera genom forbattras. Genomet hos P. trichocarpa har bearbetats och uppdaterats
sedan sokningen som Kumar et al. (2009) gjorde. Dérfor dr det mojligt att gener som de fann
har dndrats/forsvunnit/ersatts med andra gener som kan ha liknande men inte identisk
sekvens. Detta dr en mdjlig forklaring till att véra resultat inte dverensstimmer helt med de
fran Kumar et al. (2009). Sokningen efter cesA-gener i PopGenlE gjordes helt manuellt,
vilket medfor att den ménskliga faktorn &r en eventuell felkdlla. Det dr dock inte sérskilt
troligt eftersom de flesta gener dok upp flera gdnger under sokningen. For att missa en gen
helt ska alltsa samma gen missas vid upprepade tillfallen. Ett fragetecken kring datat i
PopGenlE ir proteinsekvensernas likhet med varandra. I vissa fall nér vi sokt pa en gen visar
det sig att den har ned till 60 % likhet med sig sjélv, fast den rimligtvis borde vara 100 %.
Den dr dd mer lik andra gener 4n sig sjélv vilket dr ett mysterium som vi stdr utan svar pa.

I Aspwood dr det bara mojligt att soka efter gener hos P. trichocarpa, @&ven om databanken &r
uppbyggd av data fran P. tremula. Nér databasen bildades antogs att de bada arternas genom
ar sé pass lika att deras gener &r jimforbara med varandra. Det vore intressant att veta varfor
de drog den slutsatsen, och vilka beldgg som finns for det. Om det finns osékerheter angédende
detta vore det intressant att kunna se uttrycksmonster fran cesA-gener i bada arterna och se
om de verkligen &r sa lika.

I det hir arbetet har vi valt att avgridnsa oss till cesA-gener och inte tittat nirmre pa de CSL-
gener vi hittat. De tros vara inblandade i1 syntesen av hemicellulosa som ockséd anvénds till
vedbaserade fornyelsebara produkter (Innventia 2016). Dérfor vore CSL-generna ocksa ett bra
omréde att forska vidare pé, for att kunna effektivisera och forbéttra anvindandet av
hemicellulosa.

Det finns ett behov av en storre och mer noggrann analys av sldktskapet mellan cesA-generna.
De flesta bootstrapvirdena dr hoga sa det dr stor sannolikhet att det fylogenetiska tradet
stimmer, med undantag av de nedersta grenarna. For att fa béttre sannolikhet dven for dem
skulle det vara bra att géra en storre analys. Ett alternativ dr att inkludera en “outgroup”, en
grupp gener som inte ar cesA-gener, for att fa en béttre 6verblick av genernas placering i
genomet (UW-Madison Department of Botany).

Uttrycksmonstren hos generna ér ocksa ett fascinerande omrade att forska vidare pa, sérskilt
de gener som uttrycks under fas 3. Under den fasen dor cellerna, med undantag fran cellerna i
margstrdlarna. Darfor ar det troligt att de gener som uttrycks under den fasen éar aktiva i
maérgstralarnas cellviggsbildning. Det verkar inte finnas sa mycket forskning gjord pa
cellvaggsbildning hos just mirgstréleceller. Darfor vore det intressant att undersoka dessa mer
ingdende.
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De tre olika lager som finns i den sekundéra cellviaggen (S1, S2 och S3) skiljs at beroende pa
cellulosakedjornas (mikrofibrillernas) vinkel, och mikrofibrillvinkeln &r mycket viktig for
vedegenskaperna (Smith et al., 2010). En intressant inriktning pa vidare forskning vore dérfor
att forsoka ta reda pd om det &r olika gener som ér aktiva under bildningen av S1, S2 och S3.
Det skulle kunna underlétta foradlingen av trd for att fa 6nskade vedegenskaper.

Framtida forskning kan ocksé fokusera pa andra tradarter. For Sveriges del ar det intressant
med barrtrdd eftersom det till storsta delen &r de som odlas har och anvénds inom industrin.
Gran dr Sveriges vanligaste triadslag (Skogsstyrelsen 2010), och dess genom é&r sekvenserat.
Man skulle kunna soka efter och jimfora cesA-generna hos granen och se om de skiljer sig
frén aspens, samt titta pa uttrycksmonster hos granens cesA-gener.

Vidare forskning kring genetiken bakom vedbildning kéinns mycket viktig. I och med att
miljomedvetenheten dkar och det blir mer tydligt att vi ménniskor maste ta béttre hand om
jorden, dr behovet av att utveckla och effektivisera anvindandet av fornyelsebara resurser
hogst aktuellt. Eftersom traravaran redan anvands till mycket kédnns det som en bra vig att
fortsétta pa. Bade cellulosa och hemicellulosa ar pa uppging som komponent i allt fran
forpackningar till kldder. Genom att fortsétta forskningen kring den bakomliggande genetiken
kan anviandandet effektiviseras och vara en del av 16sningen f6r en mer hallbar vérld.
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