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Apresentação 

O e-book “Inovações em Pesquisas Agrárias e Ambientais – Volume VI” reúne uma coletânea 

de trabalhos científicos que refletem os avanços e desafios contemporâneos no campo das ciências 

agrárias e ambientais, abordando aspectos relacionados à conservação de recursos naturais, manejo de 

ecossistemas, melhoramento genético, fisiologia vegetal e práticas de produção sustentável. 

Os estudos aqui compilados abrangem uma diversidade temática que evidencia a complexidade 

dos sistemas biológicos e produtivos, e demonstram a aplicação de metodologias rigorosas na 

investigação de questões relevantes à ciência aplicada. Esta publicação resulta do esforço coletivo de 

diversos pesquisadores, docentes e discentes, cuja atuação nas diferentes linhas de pesquisa confere a este 

volume um caráter interdisciplinar e de alta relevância científica. O conjunto dos trabalhos apresentados 

não apenas avança o conhecimento técnico-científico, mas também propicia subsídios aplicáveis ao 

desenvolvimento de práticas produtivas sustentáveis, à conservação ambiental e ao aprimoramento dos 

processos de ensino, pesquisa e extensão universitária. 

Desejamos aos leitores que este material contribua para o aprofundamento do conhecimento e 

para o estímulo de novas investigações no âmbito das ciências agrárias e ambientais. 

 

          Os organizadores 
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INTRODUÇÃO 

Devido à alta produtividade, ao menor tempo de rotação e à boa adaptabilidade das espécies de 

Eucalyptus sp. às diferentes condições de solo e clima, as empresas florestais têm optado por utilizar 

materiais genéticos clonais de alta produtividade em seus plantios comerciais (IBÁ, 2024). Entretanto, 

mesmo com o uso adequado das técnicas silviculturais e os avanços dos programas de melhoramento 

florestal, existem riscos que não podem ser previstos. Esses riscos estão relacionados a condições 

ambientais adversas (estresses abióticos), como altas temperaturas, déficit ou excesso hídrico, salinidade, 

geadas, entre outros. 

Quando submetidas a estresses, as plantas podem desencadear uma cascata de sinalizações que 

resultam em mecanismos específicos de adaptação e resistência às condições adversas. Assim, as 

alterações ambientais exigem das plantas adaptações rápidas e eficientes para garantir sua sobrevivência. 

No entanto, nem sempre essa adaptação é alcançada, o que pode levar à perda das características 

fenotípicas normais da planta e à manifestação de doenças abióticas, genericamente denominadas 

‘distúrbios fisiológicos’ (Wang, Vinocur & Altman, 2003; Taiz, Zeiger, Møller & Murphy, 2017). 

Distúrbios fisiológicos no eucalipto têm sido relatados desde 2007 em plantios comerciais nas 

regiões Norte do Espírito Santo e Sul da Bahia e, mais recentemente, na região do Maranhão, causando 

danos significativos à floresta e prejuízos ao setor (Silva et al., 2010; Lourenço, 2016; Mafia, 2017). Os 

sintomas são descritos como uma desordem que compromete o crescimento e a produtividade das 

árvores, podendo resultar na morte de árvores isoladas ou em grandes quantidades (Câmara et al., 2018; 

Reis, 2011; Rodrigues, 2013). 

Diversas hipóteses foram levantadas como causas dos distúrbios, incluindo fatores bióticos 

(agentes patogênicos), problemas de desenvolvimento do sistema radicular e deficiência de nutrientes no 

solo. No entanto, testes de laboratório e de campo descartaram a ação isolada dessas premissas. Assim, 

até o momento, as causas dessa doença permanecem desconhecidas (Silva et al., 2010). 

https://doi.org/10.46420/9786585756600cap8
https://orcid.org/0000-0002-7348-569X
https://orcid.org/0000-0001-6412-1811
https://orcid.org/0000-0001-5235-6170
https://orcid.org/0000-0003-0634-1255
https://orcid.org/0000-0001-6366-4558


Inovações em pesquisas agrárias e ambientais - Volume VII 

 

|78 

Sabe-se que os distúrbios fisiológicos ocorrem devido a interações entre fatores ambientais 

adversos (climáticos, nutricionais e edáficos) e o genoma do indivíduo. Essa interação provoca perdas 

das características normais da planta por meio de alterações no metabolismo celular e na expressão gênica, 

resultando em uma expressão gênica diferencial. Em outras palavras, alguns indivíduos podem não tolerar 

a pressão dos estresses abióticos, o que altera a expressão de seus genes e provoca modificações 

fisiológicas, morfológicas e moleculares, refletindo diretamente no crescimento e na produtividade 

(Cordeiro, 2003; Griffiths, Wessler, Lewontin & Carroll, 2008; Taiz et al., 2017; Laia et al., 2013). 

Assim, considera-se que, a partir de estudos da expressão gênica, é possível caracterizar genes 

cujas expressões foram alteradas, fornecendo informações relevantes que possam indicar as causas dos 

distúrbios fisiológicos (Cordeiro, 2003; Griffiths et al., 2008). Portanto, o conhecimento sobre os 

mecanismos de resposta ao estresse em nível molecular é de fundamental importância para entender a 

fisiologia das plantas e para intervir ou melhorar a tolerância dos híbridos de Eucalyptus sp. sob condições 

adversas. Neste contexto, o objetivo deste estudo é identificar genes responsivos ao distúrbio fisiológico 

em clones híbridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla por meio da técnica de PCR Quantitativa em Tempo 

Real de Transcrição Reversa (RT-qPCR). 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Genética e Biotecnologia Florestal (LGBF), 

localizado no Departamento de Engenharia Florestal, em parceria com o Laboratório de Biologia Celular 

e Molecular, situado no Centro Integrado de Pesquisa e Pós-Graduação em Saúde (CIPq-Saúde), ambos 

na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM), Campus JK, Diamantina, MG. 

 

Caracterização do Ambiente 

Os ambientes onde foram realizadas as coletas do material para este estudo foram identificados 

como: A1 (Ambiente 1) – Unidade de Solo do tipo argissolo amarelo (PAd2.1), Município de Porto 

Seguro, Classe de precipitação entre 1350 e 1400 mm, genótipo híbrido de Eucalyptus grandis x Eucalyptus 

urophylla com sintomas ou sem sintomas; A2 (Ambiente 2) – Unidade de Solo do tipo latossolo amarelo 

(LAdx2.1), Município de Itabela, Classe de precipitação 1300 mm, genótipo híbrido de Eucalyptus grandis 

x Eucalyptus urophylla sem sintomas. 

 

Material Vegetal e Coleta das Amostras 

O material vegetal analisado (tecido foliar) foi coletado nos ambientes acima descritos (A1 e A2) 

que representam uma área de plantio florestal de híbridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla 

afetados por distúrbios fisiológicos (Figura 1). 
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Figura 1. Área de ocorrência e sintomatologia ocasionada pelos Distúrbios Fisiológicos do Eucalipto 
(DFE): deformação de ponteiros, formação de sub-copas, rachaduras na base do tronco, perda de 
dominância apical e superbrotamento ao longo do tronco. Fonte – Adaptado de: Silva, 2010; Lourenço, 
2016; Mafia, 2017. 
 

As amostras foram coletadas das copas e subcopas das plantas, sendo a comparação da expressão 

gênica realizada entre as folhas normais e as anômalas. Para isso, foi feita uma amostragem aleatória 

simples das árvores. Para cada local foram escolhidas, aleatoriamente, seis árvores: três com sintomas e 

três sem sintomas, e, em cada uma delas, os tecidos foliares foram coletados em triplicata. Imediatamente 

após a coleta, as amostras de tecido foram acondicionadas em recipientes com nitrogênio líquido e, 

posteriormente, armazenadas em freezer a -80 ºC até o momento da extração do RNA total. 

 

Extração de RNA total 

O RNA total das folhas de eucalipto foi extraído utilizando o conjunto de reagentes RNeasy Plant 

Mini Kit (QIAGEN), seguindo as instruções do fabricante e todos os cuidados necessários para um 

ambiente livre de RNAses. O tecido foliar foi macerado em nitrogênio líquido, utilizando almofariz e 

pistilo (devidamente tratados para uso com RNA), até a obtenção de um pó fino, mantendo-o congelado 

durante todo o processo. Aproximadamente 100 mg do material macerado foi transferido para um tubo 
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de polipropileno de 1,5 mL, previamente refrigerado, e seguiu-se rigorosamente às instruções do 

fabricante. 

A integridade e qualidade do RNA foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a 

1% corado com brometo de etídeo, observando a conservação relativa das frações de RNA ribossômico 

(28S e 18S). A quantificação e o grau de pureza foram determinados utilizando um espectrofotômetro 

(ThermoScientific Drop Plate), avaliando amostras por comprimento de onda. Verificou-se se os 

comprimentos de onda (λ) 260, 280 e 230 nm estavam de acordo com a literatura, bem como se as 

relações 260/280 e 260/230 eram aceitáveis para amostras de boa qualidade de RNA. 

 

Genes de Interesse e Genes de Referência 

Quatro genes (MAPK, PAE2, BOR2 e Aquaporina) envolvidos em respostas a diversos estresses 

abióticos em plantas foram previamente selecionados com base na literatura, a fim de verificar se a 

respectiva expressão está associada à ocorrência da anomalia genético-fisiológica. As sequências de 

nucleotídeos desses quatro genes foram recuperadas do GenBank (Benson et al., 2012) por meio da 

ferramenta BLASTn (para verificar se os pares de primers eram específicos para um único gene da espécie 

estudada) e, em seguida, os respectivos primers foram desenhados com o auxílio do programa 

Primer3Plus versão 2.3.6 (Untergasser et al., 2012), conforme descrito na Tabela 1. 

 

Tabela 1. Genes de interesse (GOI) cuja expressão gênica foi analisada. Primers direto (F) e reverso (R), 
tamanho de cada primer em bases (b), temperatura de desnaturação do primer (Tm), tamanho do 
amplicon em pares de bases (pb) e número de acesso do mRNA do respectivo gene (GOI) depositado 
no GenBank (GI). Fonte: os autores. 

Genes de 

Referência 
Sequência dos Primers 

Tamanho 

(b) 

Tm 

(°C) 
Amplicon (pb) GI 

MAPK 
F - GAGCAATCGAATCCCAGAAG 20 58,88 

145 XM_010066972 
R - GCACAATCAAAGCCTCAACC 20 60,51 

PAE2 
F - CCAGCAAGAACGGACTCTTC 20 61,15 

70 XM_010045049 
R - AACCATGTGTCCTGCCTCTC 20 62,34 

BOR2 
F - CCTTCCAATGGTGTGATTCC 20 59,00 

105 XM_010029310 
R - ACTATTCCGGGCTGTTGATG 20 60,30 

Aquaporina 

F - CAATCCAGCTGTCACTTTCG 20 59,67 

117 XM_010064206 R - ACTTTGAGGAGCAAGCAAGC 20 61,66 

 

Adicionalmente, foram selecionados sete genes de referência para a normalização dos dados de 

expressão gênica: EUCONS04, EUCONS08, EUCONS21, IDH, SAND, EGIDH e UBQ (Boava et al., 
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2010; Oliveira et al., 2012; Moura et al., 2012). As sequências, tamanhos e amplicons desses primers estão 

disponíveis na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Genes de referência cuja estabilidade da expressão gênica foi testada para possível utilização 
na normalização dos genes de interesse (GOI). Os primers diretos (F) e reversos (R), o tamanho de cada 
primer em bases (b), a temperatura de desnaturação do primer (Tm), o tamanho do amplicon em pares 
de bases (pb) e o número de acesso do mRNA do respectivo gene depositado no GenBank (GI) estão 
apresentados. Fonte: os autores. 

Genes de 
Referência 

Sequência dos Primers Tamanho (b) 
Tm 
(°C) 

Amplicon 
(pb) 

GI 

EUCONS04 

F-TACAAGCGCTGTTGATATGTGGGC 24 66,08 

195 

XM_010027418 

XM_010027420 

XM_010027421 

XM_010027422 

R - TGCCAATGAGGCGGATTCACAAG 24 66,26 

EUCONS08 
F - TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTGT 24 66,80 

173 XM_010068769 
R - TGATGAGCCTCTCTGGTTTGACCT 24 65,80 

EUCONS21 
F-AGAGGTGAAATTCCAGAAGCCCGT 24 66,57 

155 XM_010049323 
R - CTTCCCTTTGGCTTCCGCCAATTA 24 66,07 

IDH 
F - AGTTTGAGGCTGCTGGAATC 20 60,81 

98 XM_010064015 
R - CTTGCATGCCCACACATAAC 20 60,30 

SAND 
F - TGGGTCACACAGGATTTTGA 20 59,64 

130 XM_010045449 
R - CTCCCAGCAAAAAGATCTCG 20 59,09 

EGIDH 
F - TGGAACTGTTGAGTCTGG 18 56,48 

60 XM_010064015 
R - TTAGGACCATGAATGAGGAG 20 56,47 

UBQ 
F - GAGGGACATCTATCTCTATGAC 22 56,89 

132 XM_010071338 
R - CAACAGTAAGCACACGAG 18 56,18 

 

Ensaios de RT-qPCR 

Realizaram-se ensaios preliminares de RT-qPCR para melhorar a eficiência das curvas de 

amplificação. Ajustes nas concentrações de primer e RNA foram feitos e, a partir de diluições seriadas 

das amostras, gerou-se uma curva padrão cuja inclinação foi utilizada para determinar a eficiência da 

amplificação dos genes (Pfaffl, 2001). Depois dos ajustes, padronizou-se 400 nM de primer e 12,5 ng de 

RNA total para todos os ensaios. Além dessas modificações, alteramos a temperatura e o tempo de síntese 

da primeira fita de cDNA, incluindo uma etapa para pareamento dos oligonucleotídeos. Para confirmar 

a especificidade do procedimento, realizamos reações de controle (sem RNA – NTC). 

As reações de RT-qPCR foram realizadas em um equipamento StepOne TM Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). O ensaio incluiu três replicatas biológicas (RNA total extraído de três 

plantas diferentes), e cada réplica biológica teve duas replicatas técnicas. Utilizamos o conjunto de 

reagentes EXPRESS One-STEP SYBR GreenER Kit, with premixed ROX (Invitrogen) para as 

amplificações. Esses reagentes produzem o cDNA e realizam a quantificação do transcrito em uma única 
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reação, em um único tubo. Os procedimentos seguidos foram os sugeridos pelo fabricante do 

equipamento e do conjunto de reagentes, com algumas modificações pontuais. O volume da reação foi 

de 10 µL, com 12,5 ng de RNA total previamente ajustados. A etapa para a produção de cDNA foi 

realizada a 45 ºC por 30 minutos, seguida de uma etapa para pareamento dos oligonucleotídeos 

iniciadores a 50 ºC por 15 segundos, e a amplificação ocorreu a 60 ºC por 1 minuto. Ao final da 

amplificação, os dados foram pré-analisados com o software Step-One Plus versão 2.3 (Applied 

Biosystems) e exportados para uma planilha eletrônica. 

As curvas de amplificação e dissociação geradas pelo sistema foram usadas para análise. Os níveis 

de expressão foram avaliados com base no número de ciclos de amplificação necessários para atingir um 

limiar fixo (limiar de ciclo – Cq) na fase exponencial da PCR. A partir dos valores de Cq obtidos, os níveis 

de expressão gênica das amostras foram mensurados utilizando o cálculo da quantificação relativa (Pfaffl, 

2001). As análises estatísticas foram realizadas com o programa GenEX versão 6 da empresa MultiD 

Analysis. A média das replicatas técnicas foi utilizada nas análises. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Qualidade do RNA e dos Primers 

A qualidade e integridade do RNA são essenciais nas análises de expressão gênica. As amostras 

extraídas foram submetidas à eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etídeo para 

visualização e confirmação da integridade do RNA total isolado. A eletroforese mostrou que as bandas 

ribossomais de 28S e 18S estavam intactas e nítidas, indicando que o RNA não foi degradado e não foi 

detectada contaminação por gDNA, o que atesta a alta qualidade do RNA (Figura 2). 

A análise espectrofotométrica mostrou que a razão A260/280 das amostras de RNA variou entre 

1,8 e 2,2, indicando que o RNA extraído estava livre de contaminantes. Da mesma forma, os valores de 

A260/230 variaram de 1,6 a 2,1, indicando boa qualidade das amostras de RNA. Assim, as extrações 

apresentaram boa concentração do RNA total obtido, o que sugere resultados desejáveis. 

Para verificar a qualidade e a temperatura de anelamento (Ta) ideal de cada primer, foi realizada 

uma PCR convencional. Os ensaios de PCR para avaliar a especificidade dos oligonucleotídeos 

iniciadores apresentaram resultados satisfatórios, onde todos os primers foram amplificados e mostraram 

bandas nítidas, com faixa variando entre 75 pb a 300 pb (Figura 2), indicando que não foram encontrados 

produtos inespecíficos ou contaminantes de PCR. 

Com os resultados da PCR foi possível determinar a temperatura de pareamento ideal de cada 

primer, sendo 66 ºC para os genes EUCONS04, EUCONS08, EUCONS21, IDH, SAND e EGIDH, e 

67 ºC para o gene UBQ. A PCR realizada com essas temperaturas apresentou resultados satisfatórios 

para as análises subsequentes. 
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Figura 2. Imagem de gel de agarose a 1% corado com brometo de etídeo contendo a) 06 amostras de 
RNA total de boa qualidade, apresentando as subunidades 28S e 18S do RNA, extraídas de tecido foliar 
de eucalipto com distúrbios fisiológicos; e b) indicando a temperatura de pareamento ideal para 
amplificação por PCR dos genes EUCONS04 (A), EUCONS08 (B), EUCONS21 (C), IDH (D), SAND 
(E), EGIDH (F) e UBQ (G). Na figura, observa-se Kb que indica o uso do marcador de pares de bases 
(Marcador 1kb DNA Ladder); e pb ao lado de cada número na escada que indica quantos pares de 
base tem no comprimento do fragmento de DNA. Fonte: os autores. 
 

Padrão de amplificação dos genes estudados através da RT-qPCR 

Antes de quantificar as amostras, as condições de reação para cada gene foram padronizadas para 

obter amplificações com bom desempenho, utilizando métodos e ajustes previamente descritos. O 

material analisado apresentou amplificações a partir de 18 ciclos, com um Cq = 0,030359, valor desejável. 

Em média, os valores de Cq para todos os genes normalizadores testados variaram entre 18 e 24. As 

reações do controle negativo não mostraram amplificação significativa (Figura 3). 
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A concentração ideal foi de 400 nM para os primers e 12,5 ng de RNA. Foi verificada a presença 

de picos únicos nas análises da curva de melting, indicando a ausência de dímeros e confirmando a 

especificidade dos amplicons, demonstrando que todos os genes testados amplificaram apenas um 

fragmento específico. 

 

 

Figura 3. Padrão de amplificação dos genes BOR2, PAE2, MAPK e Aquaporina em diversas amostras de 
RNA total extraídas de tecido foliar de eucalipto, com e sem sintomas do distúrbio. Na figura, observa-
se: Threshold: limiar de detecção da amplificação; Cycle-quantification (Cq): número de ciclos em que a 
fluorescência ultrapassa o threshold, indicando a detecção da amplificação para uma quantificação precisa 
e reprodutível; e NTC: amostra de controle negativo (sem RNA). Fonte: os autores. 

 

Análise da Expressão Gênica Diferencial 

Para verificar se as diferenças de resposta às anomalias são causadas apenas pelo ambiente, 

exclusivamente pelo genótipo ou por uma interação entre eles, foram realizadas análises cujos resultados 

estão ilustrados na Figura 4. 
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Figura 4. Comparação relativa da expressão gênica de quatro genes de interesse (BOR2, PAE2, 
AQUAPORIN e MAPK). O gráfico representa o nível de expressão dos transcritos dos genótipos: 
C01_A1_CS (genótipo com sintomas no Ambiente 1); C02_A1_SS (genótipo sem sintomas no Ambiente 
1); C03_A1_CS (genótipo com sintomas no Ambiente 1); C03_A1_SS (genótipo sem sintomas no 
Ambiente 1); C03_A2_SS (genótipo sem sintomas no Ambiente 2). Fonte: os autores. 
 

A condição C03_A1_SS foi utilizada como padrão de comparação. Os mesmos clones (C03) 

foram observados com e sem sintomas em duas condições experimentais, tanto no mesmo ambiente 

(A1) quanto em um segundo ambiente (A2). Além disso, dois clones distintos foram comparados em um 

mesmo ambiente (A1). Os resultados da RT-qPCR são apresentados como média e desvio-padrão dos 

valores do ciclo de quantificação (Cq). Assim, os genes testados mostraram diferentes níveis de expressão 

nas amostras analisadas, conforme determinado pelo Cq. 

Conforme os resultados de expressão gênica obtidos (Figura 4), ao comparar plantas do mesmo 

genótipo em um mesmo ambiente (C03_A1_CS e C03_A1_SS), observa-se que o gene BOR2 (Eucalyptus 

grandis boron transporter 1) apresenta expressão similar entre os materiais sadio e doente. O mesmo 

ocorre com a análise dos demais genótipos (C02_A1_SS e C01_A1_CS), que apresentam poucas 

diferenças de expressão. No entanto, ao comparar o mesmo genótipo com e sem sintomas em ambientes 

diferentes (C03_A1_CS e C03_A2_SS), verifica-se que no ambiente A1 o gene foi expressado em níveis 

significativamente mais altos no material doente. A mesma tendência é observada ao comparar os 
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genótipos sadios em ambientes diferentes (C03_A1_SS e C03_A2_SS). Isso sugere que o ambiente A1 

pode ter características desfavoráveis para este genótipo, comprometendo seu desenvolvimento, 

enquanto o ambiente A2 pode apresentar condições mais adequadas. 

BOR2 é caracterizado como um tipo de transportador de boro (B) localizado na membrana 

plasmática. Sua função está relacionada com a captação eficiente de B pelas raízes, carregamento e 

distribuição de B nos órgãos em desenvolvimento das plantas. A expressão de genes que codifica esses 

transportadores é regulada em resposta à disponibilidade de B no ambiente e eles são requeridos sob 

limitação de B para uma aquisição e utilização eficiente deste elemento (Takano, Miwa & Fujiwara, 2008; 

Tanaka et al., 2008; Miwa et al., 2013). 

Normalmente, a baixa disponibilidade de água no solo diminui a aquisição de B pelo sistema 

radicular da planta (Mattiello et al., 2009). Segundo Sgarbi, Silveira, Takahashi e Camargo (1999), a 

deficiência de B é uma das principais limitações ao crescimento do eucalipto na fase jovem. Estudos 

realizados por Hodecker et al. (2014) indicam que a ocorrência simultânea da deficiência de B e do déficit 

hídrico potencializa os sintomas na planta. Em Eucalyptus urophylla, observou-se que a expressão do gene 

BOR2 foi induzida pela deficiência de B em condições de déficit hídrico, tanto nas folhas quanto nas 

raízes. 

Dessa forma, conclui-se que o transportador BOR2 é necessário em situações de baixa 

disponibilidade de B na solução do solo. Esse fato é corroborado por estudos de diversos autores. Reis 

(2011) avaliou a contribuição do B na transcrição diferencial de genes em um genótipo de eucalipto 

submetido ao estresse hídrico e verificou que, na ausência de B, a expressão do transportador BOR2 

aumentou. Nunes (2010), ao estudar a expressão gênica em clones de eucalipto influenciados pelo boro 

e pelo déficit hídrico, constatou maior expressão diferencial dos genes relacionados ao transporte de B 

(BOR1 e BOR2) em clones cultivados sob restrição hídrica. Nakagawa et al. (2007), em um estudo com 

espécies de arroz, sugeriram que houve maior expressão de BOR1 e BOR2 em condições de deficiência 

de B. Camacho-Cristóbal et al. (2015) demonstraram que a exposição de mudas de Arabidopsis à 

deficiência de B por quatro horas resultou em uma drástica diminuição na elongação das células das 

raízes, o que pode potencializar os sintomas do déficit hídrico nas plantas. Essas informações indicam a 

participação desse gene na tolerância ao déficit hídrico. 

O ambiente é um fator importante. Dados sobre os locais (A1 e A2) revelam uma alternância na 

intensidade de precipitação (Silva et al., 2010) e sugerem um possível déficit hídrico. Assim, a baixa 

disponibilidade de água no solo diminui a aquisição de B pelo sistema radicular da planta e, se muito 

intensa, pode ocasionar sintomas em resposta ao estresse, uma vez que a planta ativa os genes necessários 

para sua sobrevivência em tentativa de adaptação. 

Um dos principais sintomas da deficiência de B em eucalipto é a seca dos ponteiros. Como 

consequência, ocorrem sintomas de superbrotação lateral, dessecação e amarelecimento das folhas, 

bifurcação do tronco, caules e ramos retorcidos, além de rachaduras na casca (Silveira, Casarin, Paula & 
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Silveira, 2007). A maioria desses sintomas está presente nas plantas analisadas neste estudo. Portanto, o 

fato de o gene BOR2 ter mostrado maior expressão diferencial ao se estudar o mesmo clone em ambientes 

diferentes e a ativação de expressão em clones do mesmo ambiente sugere que esse gene pode estar 

relacionado às respostas adaptativas dos genótipos ao estresse ambiental. 

Enquanto isso, a Aquaporina (Eucalyptus grandis aquaporin TIP2-1) apresentou maior expressão 

nas plantas com sintomas ao comparar o mesmo genótipo tanto em um mesmo ambiente (C03_A1_CS 

e C03_A1_SS) quanto em ambientes diferentes (C03_A1_CS e C03_A2_SS), além de quando foram 

avaliados genótipos diferentes no mesmo ambiente (C02_A1_SS e C01_A1_CS). Isso indica uma maior 

expressão gênica deste gene nas plantas que apresentaram os sintomas da doença. Ao comparar o mesmo 

genótipo sadio em ambientes diferentes (C03_A1_SS e C03_A2_SS), observa-se uma expressão 

diferencial entre os clones, sendo mais baixa no clone inserido no ambiente A2. Isso pode indicar que 

esse gene é menos necessário nessa condição (A2), sugerindo que esse ambiente pode ser mais adequado 

para o desenvolvimento desse genótipo (Figura 4). 

Aquaporinas (AQPs) são canais proteicos que facilitam o transporte de água, pequenos solutos e 

gases pelos tecidos internos das folhas durante a transpiração. Além disso, atuam regulando o sistema de 

transporte de água nas raízes para proteger contra diversos estresses ambientais (Maurel, Verdoucq, Luu 

& Santoni, 2008; Chaumont & Tyerman, 2014; Groszmann, Osborn & Evans, 2017). Estudos têm 

mostrado que as AQPs estão presentes em todos os órgãos/tecidos das plantas, com sua expressão 

regulada por diversos estímulos (Zhang, Wang, Chai, Wen & Zhang, 2008; Heinen, Ye & Chaumont, 

2009). O fato de a AQP ter apresentado, em todas as análises, uma maior expressão gênica nas folhas das 

plantas com sintomas está relacionado à sua tentativa de adaptação. Sob condições normais, os canais de 

AQPs permanecem abertos. Durante a seca e/ou inundação, sua expressão é induzida, levando ao 

fechamento dos canais como um mecanismo de proteção contra variações ambientais (Tornroth-

Horsefield et al., 2006). 

Em situações de déficit hídrico, observa-se nas plantas uma redução na abertura estomática e na 

transpiração, com o objetivo de diminuir a perda de água (Larcher, 2006; Taiz et al., 2017). Diversos 

estudos demonstraram um aumento nos níveis de transcritos dos genes AQPs durante o estresse hídrico 

em várias espécies de plantas, como café (Santos, 2013), milho (Ruiz-Lozano, Alguacil, Bárzana, Vernieri 

& Aroca, 2009), tabaco (Mahdieh, Mostajeran, Horie & Katsuhara, 2008), arroz (Lian et al., 2004) e 

Arabidopsis (Jang, Kim, Kim, Kim & Kang, 2004), evidenciando que a superexpressão da AQP influencia 

o crescimento e desenvolvimento das plantas em condições de estresse hídrico. 

Diante disso, a análise do perfil de expressão da AQP revelou um acúmulo diferencial desse gene 

nas folhas de eucalipto com sintomas. Isso destaca a importância das AQPs na manutenção do fluxo 

coordenado de água durante o crescimento e desenvolvimento de órgãos da planta, reforçando o papel 

do transporte de água mediado por essas proteínas em resposta a estresses ambientais. 
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Além disso, pode-se associar que o desequilíbrio hídrico afetou o transporte de boro para as 

plantas, dificultando a translocação de sais minerais e nutrientes do solo, o que interferiu nos processos 

fisiológicos. Isso pode ter ocasionado sintomas como superbrotamento, seca de ponteiros, bifurcações, 

rachaduras no tronco e perda de dominância apical. Considerando a possível deficiência hídrica na área 

de estudo e o fato de que as AQPs têm sua expressão regulada em condições desfavoráveis, supõe-se que 

a ativação da expressão dos genes dessa proteína no material doente pode ter sido uma resposta aos 

estresses abióticos ocorridos no local, combinada com uma possível deficiência de boro e, 

consequentemente, ativação do BOR2. 

O gene PAE2 (Eucalyptus grandis pectin acetylesterase 10) apresentou um padrão de expressão 

semelhante em todas as análises. Ao comparar o mesmo genótipo em ambientes iguais (C03_A1_CS e 

C03_A1_SS) e diferentes (C03_A1_CS e C03_A2_SS), bem como genótipos diferentes no mesmo 

ambiente (C02_A1_SS e C01_A1_CS), nota-se uma expressão menor no material com sintomas em 

comparação aos genótipos sem sintomas. A ativação desse gene, mesmo que reprimida, pode ser 

considerada uma resposta do PAE2 aos estresses. 

Neste estudo, observou-se que as plantas sem sintomas apresentaram uma expressão do gene 

PAE superior à das plantas com sintomas (estressadas). É importante ressaltar que os primers PAE 

utilizados são específicos para PAE10 (Eucalyptus grandis pectin acetylesterase 10), que é a isoforma 

encontrada no genoma de E. grandis. Alguns autores afirmam que a auxina regula a expressão de PAE 

durante vários eventos de desenvolvimento, como emergência de raízes, formação de raízes adventícias, 

desenvolvimento de frutos e ramos (Quesada et al., 2009; Osorio et al., 2011; Savatin, Ferrari, Sicilia & 

Lorenzo, 2011). 

Paralelamente, estudos mostram que a pectina desempenha uma função importante na 

modulação da estrutura da parede celular em resposta ao estresse hídrico, corroborando a ideia de que a 

pectina é essencial no desenvolvimento e crescimento das plantas (Peaceulle et al., 2008; Wolf & Greiner, 

2012). Ao comparar duas variedades de trigo, uma tolerante e outra sensível ao déficit hídrico, constatou-

se que a variedade tolerante apresentava um aumento de pectinas em relação à sensível (Piro, Leucci, 

Waldron & Dalessandro, 2003; Leucci, Lenucci, Piro & Dalessandro, 2008). 

Contrastando esses resultados com os observados em eucalipto, supõe-se que as plantas com 

sintomas, que apresentavam folhas escassas e raízes possivelmente afetadas, teriam uma baixa produção 

de auxina, resultando em uma menor expressão do gene PAE10 em condições de déficit hídrico. 

O calor também impacta a produção de pectina, com o gene PAE10 diretamente envolvido em 

espécies de café (Lima et al., 2013). Temperaturas de 37 ºC reduziram a quantidade de pectina na célula 

em 50% nesta espécie. Assim, infere-se que o déficit hídrico e a temperatura elevada inibem a expressão 

de PAE10 em plantas com sintomas da doença em eucalipto. 

A expressão gênica do gene MAPK (Eucalyptus grandis probable serine/threonine-protein kinase) 

foi maior nas plantas com sintomas ao se avaliar o mesmo genótipo com e sem sintomas, tanto no mesmo 
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ambiente (C03_A1_CS e C03_A1_SS) quanto em ambientes diferentes (C03_A1_CS e C03_A2_SS). O 

mesmo padrão de expressão foi observado ao comparar genótipos sadios em ambientes diferentes 

(C03_A1_SS e C03_A2_SS), indicando uma maior expressão gênica diferencial no material que apresenta 

sintomas da doença no ambiente A1, sugerindo que esse ambiente apresenta características desfavoráveis 

para o genótipo, comprometendo seu desenvolvimento. Ao avaliar genótipos diferentes (clones C02 e 

C01) no mesmo ambiente, observa-se sinalização do MAPK em ambos no ambiente A1, corroborando 

as justificativas anteriores. 

As MAPKs são proteínas envolvidas nas vias de sinalização ativadas por diversos estresses 

bióticos e abióticos em vegetais (Teige et al., 2004; Samajová, Plíhal, Al-yousif, Hirt & Samaj, 2013). A 

expressão de MAPK sob estresse já foi detectada em diversas espécies. Em milho, os genes da proteína 

MAPK são induzidos em resposta à falta de água (Shou, Bordallo & Wang, 2004). Jonak, Ökrész, Bögre 

& Hirt (2002) demonstraram que a sinalização por MAPK é rapidamente ativada em plantas de alfafa 

com baixa disponibilidade hídrica. Da mesma forma, o déficit hídrico resultou na ativação dos genes 

MAPK em plantas de arroz (Xiong & Yang, 2003; Ning, Li, Hicks & Xiong, 2010). Assim, é possível 

perceber que as MAPKs interagem com fatores de transcrição de genes envolvidos na regulação da 

tolerância ao estresse hídrico. 

Além do período de déficit hídrico, Silva et al. (2010) relataram elevada incidência de radiação 

solar na área entre janeiro e maio de 2007, quando ocorreram os sintomas, elevando a temperatura. O 

aumento acentuado da temperatura gera estresse térmico nas plantas, levando ao fechamento dos 

estômatos, o que inibe a fotossíntese e prejudica a função das membranas e a estabilidade de proteínas 

(Taiz et al., 2017). Em estudo recente, Evrard et al. (2013) demonstraram que genes MAPK em 

Arabidopsis são ativados em resposta ao estresse térmico. Sangwan & Dhindsa (2002) identificaram a 

ativação de genes MAPK em plantas de alfafa em resposta ao choque térmico. Também na cultura do 

tomate foi observada a indução de genes dessa proteína devido à alta temperatura (Link et al., 2002). 

Portanto, a ativação da cascata de MAPK resulta da expressão de conjuntos específicos de genes 

em resposta a diversos estímulos ambientais. Essas proteínas desempenham um papel central na resposta 

das plantas aos diferentes estresses e, por isso, são alvos ideais para o melhoramento e seleção de 

genótipos superiores tolerantes a esses estresses (Smékalová, Dosckocilová, Komis & Samaj, 2014; 

Samajová et al., 2013). 

 

CONCLUSÃO 

As respostas das plantas às alterações ambientais estão relacionadas à regulação de genes por meio 

de um processo de sinalização celular, que gera proteínas que protegem a planta contra os efeitos 

deletérios dos estresses. Essas respostas são complexas e envolvem vários genes que produzem reações 

ao nível bioquímico, fisiológico e molecular. Nesse sentido, a identificação de genes com papéis nas 
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respostas aos diferentes estresses abióticos que ocasionaram distúrbios fisiológicos é fundamental para 

elucidar mecanismos específicos de adaptação e resistência em futuros genótipos. 

O presente estudo buscou detectar alterações na expressão gênica em clones híbridos de 

Eucalyptus afetados por distúrbios genético-fisiológicos. Os resultados indicaram que a expressão gênica 

diferencial observada pode ser decorrente das alterações edafoclimáticas na área. Os dados sugerem que 

todos os genes estudados (BOR2, PAE2, MAPK e Aquaporina) podem ser indicativos da ocorrência de 

estresse nas plantas com sintomas. Portanto, pesquisas adicionais são necessárias para melhorar a 

compreensão dos mecanismos exatos da ação gênica, e outros genes devem ser investigados para isolar 

completamente as causas dessa doença. 
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