Pantanal Editora

2025




Alan Mario Zuffo
Jorge Gonzalez Aguilera

Bruno Rodrigues de Oliveira
Organizadores

Inovagoes em pesquisas agrarias €
ambientais

Volume VII

1

Pantanal Editora
2025



Copyright® Pantanal Editora
Editor Chefe: Dr. Alan Mario Zuffo

Editores Executivos: Dr. Jorge Gonzalez Aguilera e Dr. Bruno Rodrigues de Oliveira

Diagramagio: A editora. Diagramagao e Arte: A editora. Imagens de capa e contracapa: Canva.com. Revisao: O(s)

autor(es), organizador(es) e a editora.

Conselho Editorial
Grau académico e Nome
Prof. Dr. Adaylson Wagner Sousa de Vasconcelos
Profa. MSc. Adriana Flavia Neu
Profa. Dra. Albys Ferrer Dubois
Prof. Dr. Antonio Gasparetto Junior
Profa. MSc. Aris Verdecia Pefia
Profa. Arisleidis Chapman Verdecia
Prof. Dr. Arinaldo Pereira da Silva
Prof. Dr. Bruno Gomes de Aradjo
Prof. Dr. Caio Cesar Enside de Abreu
Prof. Dr. Carlos Nick
Prof. Dr. Claudio Silveira Maia
Prof. Dr. Cleberton Correia Santos
Prof. Dr. Cristiano Pereira da Silva
Profa. Ma. Dayse Rodrigues dos Santos
Prof. MSc. David Chacon Alvarez
Prof. Dr. Denis Silva Nogueira
Profa. Dra. Denise Silva Nogueira
Profa. Dra. Dennyura Oliveira Galvao
Prof. Dr. Elias Rocha Gongalves
Prof. Me. Ernane Rosa Martins
Prof. Dr. Fabio Steiner
Prof. Dr. Fabiano dos Santos Souza
Prof. Dr. Gabriel Andres Tafur Gomez
Prof. Dr. Hebert Hernan Soto Gonzales
Prof. Dr. Hudson do Vale de Oliveira
Prof. MSc. Javier Revilla Armesto
Prof. MSc. Jodo Camilo Sevilla
Prof. Dr. José Luis Soto Gonzales
Prof. Dr. Julio Cezar Uzinski
Prof. MSc. Lucas R. Oliveira
Prof. Dr. Luciano Facanha Marques
Profa. Dra. Keyla Christina Almeida Portela
Prof. Dr. Leandris Argentel-Martinez
Profa. MSc. Lidiene Jaqueline de Souza Costa Marchesan
Prof. Dr. Marco Aurélio Kistemann
Prof. MSc. Marcos Pisarski Junior
Prof. Dr. Marcos Pereira dos Santos
Prof. Dr. Matio Rodrigo Esparza Mantilla
Profa. MSc. Mary Jose Almeida Pereira
Profa. MSc. Nubia Flavia Oliveira Mendes
Profa. MSc. Nila Luciana Vilhena Madureira
Profa. Dra. Patricia Maurer
Profa. Dra. Queila Pahim da Silva
Prof. Dr. Rafael Chapman Auty
Prof. Dr. Rafael Felippe Ratke
Prof. Dr. Raphael Reis da Silva
Prof. Dr. Renato Jaqueto Goes
Prof. Dr. Ricardo Alves de Aravjo (In Memorian)
Profa. Dra. Sylvana Katrla da Silva de Lemos Santos
Prof. Dr. Tayronne de Almeida Rodrigues
Prof. Dr. Ugur Azizoglu
Prof. Dr. Wéverson Lima Fonseca
Prof. MSc. Wesclen Vilar Nogueira
Profa. Dra. Yilan Fung Boix
Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme

Instituig¢ao

OAB/PB

Mun. Faxinal Soturno e Tupanciretd
UO (Cuba)

IF SUDESTE MG
Facultad de Medicina (Cuba)
ISCM (Cuba)

UFESSPA

UEA

UNEMAT

UFV

AJES

UFGD

UEMS

IFPA

UNICENTRO

IFMT

UFMG

URCA

ISEPAM-FAETEC

IFG

UEMS

UFF

(Col6mbia)

UNAM (Peru)

IFRR

UCG (México)

Rede Municipal de Niteréi (R])
UNMSM (Petu)

UFMT

SED Mato Grosso do Sul
UEMA

IFPR

Tec-NM (México)
Consultério em Santa Maria
UFJF

UEG

FAQ

UNAM (Peru)
SEDUC/PA

IFB

IFPA

UNIPAMPA

IFB

UO (Cuba)

UFMS

UFPI

UFG

UEMA

IFB

Sec. Mun. de Educagio, Cultura e Tecnologia de Araripe
Universidade Kayseri, Turkiye
UFPI

FURG

UO (Cuba)

UFT



Conselho Técnico Cientifico

- Esp. Joacir Mario Zuffo Junior

- Esp. Mautricio Amormino Janior

- Lda. Rosalina Eufrausino Lustosa Zuffo

Ficha Catalografica

Catalogagio na publicagio
Elaborada por Bibliotecatia Janaina Ramos — CRB-8/9166

158
Inovagoes em pesquisas agrarias e ambientais - Volume VII / Otganizacio de Alan Matio Zuffo, Jorge
Gonzalez Aguilera, Bruno Rodrigues de Oliveira. — Nova Xavantina-MT: Pantanal, 2025.
124p. ;il.
Livro em PDF

ISBN 978-65-85756-60-0
DOI https://doi.org/10.46420/9786585756600

1. Ciéncias agrarias. 1. Zuffo, Alan Mario (Organizador). II. Aguilera, Jorge Gonzalez (Organizador). III.
Oliveira, Bruno Rodrigues de (Organizador). IV. Titulo.

CDD 630

Indice para catalogo sistematico

1. Ciéncias agrarias

Pantanal Editora

Nossos e-books sido de acesso publico e gratuito e seu Rua Abaete, 83, Sala B, Centro. CEP: 78690-000.
download e compartilhamento sido permitidos, mas Nova Xavantina — Mato Grosso — Brasil.
solicitamos que sejam dados os devidos créditos a Telefone (66) 99682-4165 (Whatsapp).
Pantanal Editora e também aos organizadores e autores. https:/ /www.editorapantanal.com.br
Entretanto, ndo ¢ permitida a utilizagdo dos e-books para contato@editorapantanal.com.br

fins comerciais, exceto com autorizagdo expressa dos
autores com a concordincia da Pantanal Editora.


https://www.editorapantanal.com.br/
https://www.editorapantanal.com.br/
mailto:contato@editorapantanal.com.br
mailto:contato@editorapantanal.com.br

Apresentagido

O e-book “Inovagoes em Pesquisas Agrarias e Ambientais — Volume VI” reine uma coletanea
de trabalhos cientificos que refletem os avancos e desafios contemporaneos no campo das ciéncias
agrarias e ambientais, abordando aspectos relacionados a conserva¢ao de recursos naturais, manejo de
ecossistemas, melhoramento genético, fisiologia vegetal e praticas de produc¢ao sustentavel.

Os estudos aqui compilados abrangem uma diversidade tematica que evidencia a complexidade
dos sistemas biologicos e produtivos, e demonstram a aplicagdo de metodologias rigorosas na
investigacao de questdes relevantes a ciéncia aplicada. Esta publicacao resulta do esforco coletivo de
diversos pesquisadores, docentes e discentes, cuja atuacao nas diferentes linhas de pesquisa confere a este
volume um carater interdisciplinar e de alta relevancia cientifica. O conjunto dos trabalhos apresentados
nao apenas avanga o conhecimento técnico-cientifico, mas também propicia subsidios aplicaveis ao
desenvolvimento de praticas produtivas sustentaveis, a conservaciao ambiental e ao aprimoramento dos
processos de ensino, pesquisa e extensao universitaria.

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

para o estimulo de novas investigagdes no ambito das ciéncias agrarias e ambientais.
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Capitulo 8

Distarbios Fisioldgicos em Eucalyptus: Genes-Chave
para Tolerancia Nutricional e Hidrica

Recebido em: 25/05/2025 Any Caroliny Pinto Rodrigues

Aceito em: 28/05/2025 Fatley Souza Ribeiro Menezes
d 10.46420/9786585756600Cap8 Tais Graziele Silva

Janaina Fernandes Gongalves
Marcelo Luiz de Laia

INTRODUCAO

Devido a alta produtividade, a0 menor tempo de rotacao e a boa adaptabilidade das espécies de
Eucahptus sp. as diferentes condi¢oes de solo e clima, as empresas florestais tém optado por utilizar
materiais genéticos clonais de alta produtividade em seus plantios comerciais (IBA, 2024). Entretanto,
mesmo com o uso adequado das técnicas silviculturais e os avangos dos programas de melhoramento
florestal, existem riscos que nao podem ser previstos. Esses riscos estio relacionados a condigoes
ambientais adversas (estresses abioticos), como altas temperaturas, déficit ou excesso hidrico, salinidade,
geadas, entre outros.

Quando submetidas a estresses, as plantas podem desencadear uma cascata de sinalizages que
resultam em mecanismos especificos de adaptacdo e resisténcia as condigdes adversas. Assim, as
alteragdes ambientais exigem das plantas adaptagdes rapidas e eficientes para garantir sua sobrevivéncia.
No entanto, nem sempre essa adaptagao ¢ alcancada, o que pode levar a perda das caracteristicas
fenotipicas normais da planta e a manifestacdo de doencas abidticas, genericamente denominadas
‘distarbios fisiolégicos” (Wang, Vinocur & Altman, 2003; Taiz, Zeiger, Moller & Murphy, 2017).

Distarbios fisiolégicos no eucalipto tém sido relatados desde 2007 em plantios comerciais nas
regides Norte do Espirito Santo e Sul da Bahia e, mais recentemente, na regiao do Maranhio, causando
danos significativos a floresta e prejuizos ao setor (Silva et al., 2010; Lourenco, 2016; Mafia, 2017). Os
sintomas sdao descritos como uma desordem que compromete o crescimento e a produtividade das
arvores, podendo resultar na morte de arvores isoladas ou em grandes quantidades (Camara et al., 2018;
Reis, 2011; Rodrigues, 2013).

Diversas hipoteses foram levantadas como causas dos distarbios, incluindo fatores bidticos
(agentes patogenicos), problemas de desenvolvimento do sistema radicular e deficiéncia de nutrientes no
solo. No entanto, testes de laboratério e de campo descartaram a agao isolada dessas premissas. Assim,

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

| 77


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

Inovagdes em pesquisas agrarias e ambientais - Volume VII

Sabe-se que os distarbios fisiolégicos ocorrem devido a interagdes entre fatores ambientais
adversos (climaticos, nutricionais e edaficos) e o genoma do individuo. Essa interagao provoca perdas
das caracteristicas normais da planta por meio de alteragdes no metabolismo celular e na expressao génica,
resultando em uma expressao génica diferencial. Em outras palavras, alguns individuos podem nao tolerar
a pressao dos estresses abidticos, o que altera a expressao de seus genes e provoca modifica¢oes
fisiologicas, morfologicas 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 expressao génica, ¢ possivel caracterizar genes
cujas expressOes foram alteradas, fornecendo informacdes relevantes que possam indicar as causas dos
disturbios fisiolégicos (Cordeiro, 2003; Griffiths et al., 2008). Portanto, o conhecimento sobre os
mecanismos de resposta ao estresse em nivel molecular é de fundamental importancia para entender a
fisiologia das plantas e para intervir ou melhorar a tolerancia dos hibridos de Eucalyptus sp. sob condigdes
adversas. Neste contexto, o objetivo deste estudo ¢ identificar genes responsivos ao disturbio fisiolégico
em clones hibridos de Ewucalyptus grandis x Eucabjptus urophylla por meio da técnica de PCR Quantitativa em Tenpo
Real de Transcricao Reversa (RT-gPCR).

MATERIAL E METODOS
Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Genética e Biotecnologia Florestal (LGBE),
localizado no Departamento de Engenharia Florestal, em parceria com o Laboratério de Biologia Celular

e Molecular, situado no Centro Integrado de Pesquisa e P6s-Graduagao em Saude (CIPq-Saude), ambos

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

Caracterizagcdo do Ambiente

Os ambientes onde foram realizadas as coletas do material para este estudo foram identificados
como: Al (Ambiente 1) — Unidade de Solo do tipo argissolo amarelo (PAd2.1), Municipio de Porto
Seguro, Classe de precipitagao entre 1350 e 1400 mm, genétipo hibrido de Eucalyptus grandis x Ewucalyptus
urophylla com sintomas ou sem sintomas; A2 (Ambiente 2) — Unidade de Solo do tipo latossolo amarelo
(LAdx2.1), Municipio de Itabela, Classe de precipitacio 1300 mm, genétipo hibrido de Eucalyptus grandis

x Bucalyptus nrophylla sem sintomas.

Material Vegetal e Coleta das Amostras
O material vegetal analisado (tecido foliar) foi coletado nos ambientes acima descritos (Al e A2)
que representam uma area de plantio florestal de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla

afetados por distarbios fisiologicos (Figura 1).
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Figura 1. Area de ocorréncia e sintomatologia ocasionada pelos Distarbios Fisiolégicos do Eucalipto
(DFE): deformacdo de ponteiros, formag¢io de sub-copas, rachaduras na base do tronco, perda de
dominancia apical e superbrotamento ao longo do tronco. Fonte — Adaptado de: Silva, 2010; Lourenco,
2016; Mafia, 2017.

As amostras foram coletadas das copas e subcopas das plantas, sendo a comparacio da expressao
genica realizada entre as folhas normais e as anomalas. Para isso, foi feita uma amostragem aleatéria
simples das arvores. Para cada local foram escolhidas, aleatoriamente, seis arvores: trés com sintomas e
trés sem sintomas, e, em cada uma delas, os tecidos foliares foram coletados em triplicata. Imediatamente
apos a coleta, as amostras de tecido foram acondicionadas em recipientes com nitrogénio liquido e,

posteriormente, armazenadas em freezer a -80 °C até o momento da extragao do RINA total.

Extragdao de RNA total

O RNA total das folhas de eucalipto foi extraido utilizando o conjunto de reagentes RNeasy Plant
Mini Kit (QIAGEN), seguindo as instru¢des do fabricante e todos os cuidados necessarios para um
ambiente livre de RNAses. O tecido foliar foi macerado em nitrogénio liquido, utilizando almofariz e
pistilo (devidamente tratados para uso com RNA), até a obten¢ao de um pé 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 as instru¢oes do
fabricante.

A integridade e qualidade do RNA foram avaliadas por meio de eletroforese em gel de agarose a
1% corado com brometo de etideo, observando a conservacgio relativa das fragoes de RNA ribossomico
(28S e 18S). A quantificacdo e o grau de pureza foram determinados utilizando um espectrofotometro
(ThermoScientific Drop Plate), avaliando amostras por comprimento de onda. Verificou-se se os
comprimentos de onda (&) 260, 280 e 230 nm estavam de acordo com a literatura, bem como se as

relacoes 260/280 e 260/230 eram aceitdveis para amostras de boa qualidade de RNA.

Genes de Interesse e Genes de Referéncia

Quatro genes (MAPK, PAE2, BOR2 e Aquaporina) envolvidos em respostas a diversos estresses
abidticos em plantas foram previamente selecionados com base na literatura, a fim de verificar se a
respectiva expressao esta associada a ocorréncia da anomalia genético-fisiolégica. As sequéncias de
nucleotideos desses quatro genes foram recuperadas do GenBank (Benson et al., 2012) por meio da
ferramenta BLASTn (para verificar se os pares de primers eram especificos para um tnico gene da espécie
estudada) e, em seguida, os respectivos primers foram desenhados com o auxilio do programa

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

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

Genes de Tamanho Tm

Referéncia Sequéncia dos Primers (b) ©C) Amplicon (pb) GI
F - GAGCAATCGAATCCCAGAAG 20 5838
AR R - GCACAATCAAAGCCTCAACC 20 6051 e XM_010066972
F - CCAGCAAGAACGGACTCTTC 20 6Li5
e R - AACCATGTGTCCTGCCTCTC 20 6234 " XM_010045049
F - CCTTCCAATGGTGTGATTCC 20 59,00
por R - ACTATTCCGGGCTGTTGATG 20 6030 10 XM_010029310
F - CAATCCAGCTGTCACTTTCG 20 5967
A CTTTGAGGAGCAAGCAAGC 20 6166 7 XM_010064206

Adicionalmente, foram selecionados sete genes de referéncia para a normalizagdo dos dados de

expressao génica: EUCONSO04, EUCONSO08, EUCONS21, IDH, SAND, EGIDH e UBQ (Boava et al.,
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2010; Oliveira et al., 2012; Moura et al., 2012). As sequéncias, tamanhos e amplicons desses primers estao

disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2. Genes de referéncia cuja estabilidade da expressiao génica foi testada para possivel utilizagao
na normalizagdao dos genes de interesse (GOI). Os primers diretos (F) e reversos (R), o tamanho de cada
primer em bases (b), a temperatura de desnaturagao do primer (T'm), o tamanho do amplicon em pares
de bases (pb) e o numero de acesso do mRNA do respectivo gene depositado no GenBank (GI) estao
apresentados. Fonte: os autores.

Genes de A . Tm Amplicon

Referéncia Sequéncia dos Primers Tamanho (b) C) (pb) GI
F-TACAAGCGCTGTTGATATGTGGGC 24 606,08 XM_010027418

XM_010027420

EUCONS04 195

R - TGCCAATGAGGCGGATTCACAAG 24 66,26 XM_010027421
XM_010027422

F - TCCAATCCGAGTCGCTGTCATTGT 24 606,80

EUCONS08 173 XM_010068769
R - TGATGAGCCTCTCTGGTTTGACCT 24 65,80
F-AGAGGTGAAATTCCAGAAGCCCGT 24 060,57

EUCONS21 155 XM_010049323
R - CTTCCCTTTGGCTTCCGCCAATTA 24 66,07
F - AGTTTGAGGCTGCTGGAATC 20 60,81

IDH 98 XM_010064015
R - CTTGCATGCCCACACATAAC 20 60,30
F - TGGGTCACACAGGATTTTGA 20 59,64

SAND 130 XM_010045449
R - CTCCCAGCAAAAAGATCTCG 20 59,09
F - TGGAACTGTTGAGTCTGG 18 56,48

EGIDH 60 XM_010064015
R - TTAGGACCATGAATGAGGAG 20 56,47
F - GAGGGACATCTATCTCTATGAC 22 56,89

UBQ 132 XM_010071338
R - CAACAGTAAGCACACGAG 18 56,18

Ensaios de RT-qPCR

Realizaram-se ensaios preliminares de RT-qPCR para melhorar a eficiéncia das curvas de
amplificacdo. Ajustes nas concentrag¢oes de primer e RNA foram feitos e, a partir de diluigdes seriadas
das amostras, gerou-se uma curva padrao cuja inclinagao foi utilizada para determinar a eficiéncia da
amplificacdao 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 modificagdes, alteramos a temperatura e o tempo de sintese
da primeira fita de cDNA, incluindo uma etapa para pareamento dos oligonucleotideos. Para confirmar
a especificidade do procedimento, realizamos reagdes de controle (sem RNA — NTC).

As reagoes de RT-qPCR foram realizadas em um equipamento StepOne TM Real-Time PCR
System (Applied Biosystems). O ensaio incluiu trés replicatas biologicas (RNA total extraido de trés
plantas diferentes), e cada réplica biologica teve duas replicatas técnicas. Utilizamos o conjunto de
reagentes EXPRESS One-STEP SYBR GreenER Kit, with premixed ROX (Invitrogen) para as

amplificagdes. Esses reagentes produzem o cDNA e realizam a quantificacdo do transcrito em uma tnica
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reagao, em um unico tubo. Os procedimentos seguidos foram os sugeridos pelo fabricante do
equipamento e do conjunto de reagentes, com algumas modifica¢oes pontuais. O volume da reagao foi
de 10 pL, com 12,5 ng de RNA total previamente ajustados. A etapa para a producao de cDNA foi
realizada a 45 °C por 30 minutos, seguida de uma etapa para pareamento dos oligonucleotideos
iniciadores a 50 °C por 15 segundos, e a amplificagao ocorreu a 60 °C por 1 minuto. Ao final da
amplificacio, os dados foram pré-analisados com o software Step-One Plus versio 2.3 (Applied
Biosystems) e exportados para uma planilha eletronica.

As curvas de amplificacdo e dissociacao geradas pelo sistema foram usadas para analise. Os niveis
de expressao foram avaliados com base no nimero de ciclos de amplificagao necessarios para atingir um
limiar fixo (limiar de ciclo — Cq) na fase exponencial da PCR. A partir dos valores de Cq obtidos, os niveis
de expressao génica das amostras foram mensurados utilizando o calculo da quantificacio relativa (Pfaftl,
2001). As analises estatisticas foram realizadas com o programa GenEX versao 6 da empresa MultiD

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

RESULTADOS E DISCUSSAO
Qualidade do RNA e dos Primets

A qualidade e integridade do RNA sdo essenciais nas analises de expressio génica. As amostras
extraidas foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo para
visualizagdo e confirmagdo da integridade do RNA total isolado. A eletroforese mostrou que as bandas
ribossomais de 288 e 18S estavam intactas e nitidas, indicando que o RNA nao foi degradado e nao foi
detectada contaminagao por gDNA, o que atesta a alta qualidade do RNA (Figura 2).

A anilise espectrofotométrica mostrou que a razao A260/280 das amostras de RNA variou entre
1,8 e 2,2, indicando que o RNA extraido 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 extracoes
apresentaram boa concentragao do RNA total obtido, o que sugere resultados desejaveis.

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 oligonucleotideos
iniciadores apresentaram resultados satisfatérios, onde todos os primers foram amplificados e mostraram
bandas nitidas, com faixa variando entre 75 pb a 300 pb (Figura 2), indicando que nao foram encontrados
produtos inespecificos ou contaminantes de PCR.

Com os resultados da PCR foi possivel determinar a temperatura de pareamento ideal de cada
primer, sendo 66 °C para os genes EUCONS04, EUCONS08, EUCONS21, IDH, SAND e EGIDH, e
67 °C para o gene UBQ. A PCR realizada com essas temperaturas apresentou resultados satisfatorios

para as analises subsequentes.
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Figura 2. Imagem de gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo contendo a) 06 amostras de
RNA total de boa qualidade, apresentando as subunidades 28S e 18S do RNA, extraidas de tecido foliar
de eucalipto com disturbios fisiolégicos; e b) indicando a temperatura de pareamento ideal para
amplificacdo por PCR dos genes EUCONS04 (A), EUCONSO08 (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 ILadder); e pb ao lado de cada nimero na escada que indica quantos pares de
base tem no comprimento do fragmento de DNA. Fonte: os autores.

Padrao de amplificagdo dos genes estudados através da RT-qPCR

Antes de quantificar as amostras, as condi¢oes de reagdo para cada gene foram padronizadas para
obter amplificagbes com bom desempenho, utilizando métodos e ajustes previamente descritos. O
material analisado apresentou amplificagoes a partir de 18 ciclos, com um Cq = 0,030359, valor desejavel.
Em média, os valores de Cq para todos os genes normalizadores testados variaram entre 18 e 24. As

reagdes do controle negativo nado mostraram amplificagao significativa (Figura 3).
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A concentrag¢ao ideal foi de 400 nM para os primers e 12,5 ng de RNA. Foi verificada a presenca
de picos unicos nas analises da curva de wmelting, indicando a auséncia de dimeros e confirmando a
especificidade dos amplicons, demonstrando que todos os genes testados amplificaram apenas um

fragmento especifico.
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Figura 3. Padrio de amplificac¢do dos genes BOR2, PAE2, MAPK e Aguaporina em diversas amostras de
RNA total extraidas de tecido foliar de eucalipto, com e sem sintomas do disturbio. Na figura, observa-
se: Threshold: limiar de deteccdo da amplificacdo; Cycle-quantification (Cq): numero de ciclos em que a
fluorescéncia ultrapassa o threshold, indicando a detecgao da amplificacao para uma quantificagao precisa
e reprodutivel; e NTC: amostra de controle negativo (sem RNA). Fonte: os autores.

Andilise da Expressiao Génica Diferencial
Para verificar se as diferencas de resposta as anomalias sao causadas apenas pelo ambiente,
exclusivamente pelo gendtipo ou por uma interagao entre eles, foram realizadas analises cujos resultados

estao ilustrados na Figura 4.
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Figura 4. Comparagdo relativa da expressio génica de quatro genes de interesse (BOR2, PAE2,
AQUAPORIN e MAPK). O grafico representa o nivel de expressao dos transcritos dos genotipos:
CO1_A1_CS (genétipo com sintomas no Ambiente 1); CO2_A1_SS (genétipo sem sintomas no Ambiente
1); CO3_A1_CS (gendtipo com sintomas no Ambiente 1); CO3_A1_SS (genotipo sem sintomas no
Ambiente 1); CO3_A2_SS (gendtipo sem sintomas no Ambiente 2). Fonte: os autores.

A condi¢ao CO3_A1_SS foi utilizada como padrio de compara¢io. Os mesmos clones (C03)
foram observados com e sem sintomas em duas condi¢gdes experimentais, tanto no mesmo ambiente
(A1) quanto em um segundo ambiente (A2). Além disso, dois clones distintos foram comparados em um
mesmo ambiente (Al). Os resultados da RT-qPCR sio apresentados como média e desvio-padrao dos
valores do ciclo de quantifica¢ao (Cq). Assim, os genes testados mostraram diferentes niveis de expressao
nas amostras analisadas, conforme determinado pelo Cq.

Conforme os resultados de expressao génica obtidos (Figura 4), a0 comparar plantas do mesmo
gendtipo em um mesmo ambiente (CO3_A1_CS e C03_A1_SS), observa-se que o gene BORZ (Eucalyptus
grandis boron transporter 1) apresenta expressio similar entre os materiais sadio e doente. O mesmo
ocorre com a analise dos demais genétipos (CO2_A1_SS e CO1_A1_CS), que apresentam poucas
diferencas de expressio. No entanto, a0 comparar 0 mesmo genotipo com e sem sintomas em ambientes
diferentes (CO3_A1_CS e CO3_A2_SS), verifica-se que no ambiente Al o gene foi expressado em niveis

significativamente mais altos no material doente. A mesma tendéncia é observada ao comparar os
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gendétipos sadios em ambientes diferentes (CO3_A1_SS e CO3_A2_SS). Isso sugere que o ambiente Al
pode ter caracteristicas desfavoraveis para este genodtipo, comprometendo seu desenvolvimento,
enquanto o ambiente A2 pode apresentar condi¢oes mais adequadas.

BOR?2 ¢ caracterizado como um tipo de transportador de boro (B) localizado na membrana
plasmatica. Sua funcido esta relacionada com a captagao eficiente de B pelas raizes, carregamento e
distribuicao de B nos 6rgios em desenvolvimento das plantas. A expressao de genes que codifica esses
transportadores ¢é regulada em resposta a disponibilidade de B no ambiente e eles sio requeridos sob
limitacao de B para uma aquisicao e utilizagao eficiente deste elemento (Takano, Miwa & Fujiwara, 2008;
Tanaka et al., 2008; Miwa et al., 2013).

Normalmente, a baixa disponibilidade de 4gua no solo diminui a aquisicao de B pelo sistema
radicular da planta (Mattiello et al., 2009). Segundo Sgarbi, Silveira, Takahashi e Camargo (1999), a
deficiéncia de B é uma das principais limitagdes ao crescimento do eucalipto na fase jovem. Estudos
realizados por Hodecker et al. (2014) indicam que a ocorréncia simultanea da deficiéncia de B e do déficit
hidrico potencializa os sintomas na planta. Em Ewucalyptus urophylla, observou-se que a expressao do gene
BOR?2 foi induzida pela deficiéncia de B em condi¢des de déficit hidrico, tanto nas folhas quanto nas
raizes.

Dessa forma, conclui-se que o transportador BORZ ¢ necessario em situagdes de baixa
disponibilidade de B na solucdo do solo. Esse fato é corroborado por estudos de diversos autores. Reis
(2011) avaliou a contribuicao do B na transcricao diferencial de genes em um gendtipo de eucalipto
submetido ao estresse hidrico e verificou que, na auséncia de B, a expressao do transportador BOR2
aumentou. Nunes (2010), ao estudar a expressio génica em clones de eucalipto influenciados pelo boro
e pelo déficit hidrico, constatou maior expressio diferencial dos genes relacionados ao transporte de B
(BORT e BOR2) em clones cultivados sob restri¢ao hidrica. Nakagawa et al. (2007), em um estudo com
espécies de arroz, sugeriram que houve maior expressio de BOR7 e BORZ em condi¢oes de deficiencia
de B. Camacho-Cristobal et al. (2015) demonstraram que a exposicio de mudas de Arabidopsis a
deficiéncia de B por quatro horas resultou em uma drastica diminui¢do na elongagao das células das
raizes, o que pode potencializar os sintomas do déficit hidrico nas plantas. Essas informagdes indicam a
participagdao desse gene na tolerancia ao déficit hidrico.

O ambiente é um fator importante. Dados sobre os locais (Al e A2) revelam uma alternancia na
intensidade de precipitagao (Silva et al., 2010) e sugerem um possivel déficit hidrico. Assim, a baixa
disponibilidade de agua no solo diminui a aquisi¢dio 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 necessarios
para sua sobrevivéncia em tentativa de adaptagao.

Um dos principais sintomas da deficiéncia de B em eucalipto é a seca dos ponteiros. Como
consequéncia, ocorrem sintomas de superbrotagao lateral, dessecagao e amarelecimento das folhas,

bifurcacao do tronco, caules e ramos retorcidos, além de rachaduras na casca (Silveira, Casarin, Paula &
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Silveira, 2007). A maioria desses sintomas estd presente nas plantas analisadas neste estudo. Portanto, o
fato de o gene BORZ2 ter mostrado maior expressao diferencial ao se estudar o mesmo clone em ambientes
diferentes e a ativagdo de expressao em clones do mesmo ambiente sugere que esse gene pode estar
relacionado as respostas adaptativas dos genotipos ao estresse ambiental.

Enquanto isso, a Aquaporina (Eucalyptus grandis aquaporin TIP2-1) apresentou maior expressao
nas plantas com sintomas a0 comparar o mesmo gendtipo tanto em um mesmo ambiente (CO3_A1_CS
e CO3_A1_SS) quanto em ambientes diferentes (CO3_A1_CS e C03_A2_SS), além de quando foram
avaliados genoétipos diferentes no mesmo ambiente (C02_A1_SS e CO1_A1_CS). Isso indica uma maior
expressao génica deste gene nas plantas que apresentaram os sintomas da doenca. Ao comparar 0 mesmo
gendétipo sadio em ambientes diferentes (C03_A1_SS e CO03_A2_SS), observa-se uma expressio
diferencial entre os clones, sendo mais baixa no clone inserido no ambiente A2. Isso pode indicar que
esse gene é menos necessario nessa condicao (A2), sugerindo que esse ambiente pode ser mais adequado
para o desenvolvimento desse genotipo (Figura 4).

Aquaporinas (AQPs) sao canais proteicos que facilitam o transporte de agua, pequenos solutos e
gases pelos tecidos internos das folhas durante a transpiracao. Além disso, atuam regulando o sistema de
transporte de agua nas raizes para proteger contra diversos estresses ambientais (Maurel, Verdoucq, Luu
& Santoni, 2008; Chaumont & Tyerman, 2014; Groszmann, Osborn & Evans, 2017). Estudos tém
mostrado que as AQPs estio presentes em todos os 6rgaos/tecidos das plantas, com sua expressao
regulada por diversos estimulos (Zhang, Wang, Chai, Wen & Zhang, 2008; Heinen, Ye & Chaumont,
2009). O fato de a AQP ter apresentado, em todas as analises, uma maior expressao genica nas folhas das
plantas com sintomas esta relacionado a sua tentativa de adaptacdo. Sob condi¢bes normais, os canais de
AQPs permanecem abertos. Durante a seca e/ou inundagdo, sua expressao ¢ induzida, levando ao
fechamento dos canais como um mecanismo de prote¢do contra variagoes ambientais (Tornroth-
Horsefield et al., 2000).

Em situagbes de déficit hidrico, observa-se nas plantas uma reducao na abertura estomatica e na
transpiracdo, com o objetivo de diminuir a perda de agua (Larcher, 2006; Taiz et al., 2017). Diversos
estudos demonstraram um aumento nos niveis de transcritos dos genes AQPs durante o estresse hidrico
em varias espécies de plantas, como café (Santos, 2013), milho (Ruiz-Lozano, Alguacil, Barzana, 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 superexpressio da AQP influencia
o crescimento e desenvolvimento das plantas em condi¢oes de estresse hidrico.

Diante disso, a analise do perfil de expressao da AQP revelou um acimulo diferencial desse gene
nas folhas de eucalipto com sintomas. Isso destaca a importancia das AQPs na manutengao do fluxo
coordenado de agua durante o crescimento e desenvolvimento de 6rgaos da planta, reforcando o papel

do transporte de 4gua mediado por essas proteinas em resposta a estresses ambientais.
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Além disso, pode-se associar que o desequilibrio hidrico afetou o transporte de boro para as
plantas, dificultando a transloca¢ao de sais minerais e nutrientes do solo, o que interferiu nos processos
fisiologicos. Isso pode ter ocasionado sintomas como superbrotamento, seca de ponteiros, bifurcagdes,
rachaduras no tronco e perda de dominancia apical. Considerando a possivel deficiéncia hidrica na area
de estudo e o fato de que as AQPs tém sua expressao regulada em condi¢oes desfavoraveis, supde-se que
a ativagao da expressao dos genes dessa proteina no material doente pode ter sido uma resposta aos
estresses abidticos ocorridos no local, combinada com uma possivel deficiéncia de boro e,
consequentemente, ativagao do BOR2.

O gene PAE2 (Eucalyptus grandis pectin acetylesterase 10) apresentou um padrao de expressao
semelhante em todas as analises. Ao comparar o mesmo gendtipo em ambientes iguais (CO3_A1_CS e
C03_A1_SS) e diferentes (CO3_A1_CS e C03_A2_SS), bem como genétipos diferentes no mesmo
ambiente (C02_A1_SS e CO1_A1_CS), nota-se uma expressaio menor no material com sintomas em
comparagdo aos gendtipos sem sintomas. A ativacdo 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 expressio do gene
PAE superior a das plantas com sintomas (estressadas). F importante ressaltar que os primers PAE
utilizados sao especificos 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 expressao de PAE
durante varios eventos de desenvolvimento, como emergéncia de raizes, formagao de raizes adventicias,
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 fun¢do importante na
modula¢io da estrutura da parede celular em resposta ao estresse hidrico, 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 sensivel ao déficit hidrico, constatou-
se que a variedade tolerante apresentava um aumento de pectinas em relacio a sensivel (Piro, Leucci,
Waldron & Dalessandro, 2003; Leucci, Lenucci, Piro & Dalessandro, 2008).

Contrastando esses resultados com os observados em eucalipto, supde-se que as plantas com
sintomas, que apresentavam folhas escassas e raizes possivelmente afetadas, teriam uma baixa produgio
de auxina, resultando em uma menor expressao do gene PAE70 em condi¢bes de déficit hidrico.

O calor também impacta a produc¢io de pectina, com o gene PAE10 diretamente envolvido em
espécies de café (Lima et al., 2013). Temperaturas de 37 °C reduziram a quantidade de pectina na célula
em 50% nesta espécie. Assim, infere-se que o déficit hidrico e a temperatura elevada inibem a expressao
de PAE10 em plantas com sintomas da doenga em eucalipto.

A expressio génica do gene MAPK (Eucalyptus grandis probable serine/threonine-protein kinase)

foi maior nas plantas com sintomas ao se avaliar o mesmo gendtipo com e sem sintomas, tanto o mesmo
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ambiente (CO3_A1_CS e C03_A1_SS) quanto em ambientes diferentes (CO3_A1_CS e C03_A2_SS). O
mesmo padrio de expressao foi observado ao comparar gendtipos sadios em ambientes diferentes
(CO3_A1_S8S e C03_A2_SS), indicando uma maior expressio génica diferencial no material que apresenta
sintomas da doenc¢a no ambiente A1, sugerindo que esse ambiente apresenta caracteristicas desfavoraveis
para o genétipo, comprometendo seu desenvolvimento. Ao avaliar genétipos diferentes (clones C02 e
C01) no mesmo ambiente, observa-se sinalizacio do MAPK em ambos no ambiente Al, corroborando
as justificativas anteriores.

As MAPKSs sdo proteinas envolvidas nas vias de sinalizacao ativadas por diversos estresses
bidticos e abidticos em vegetais (Teige et al., 2004; Samajova, Plihal, Al-yousif, Hirt & Samaj, 2013). A
expressao de MAPK sob estresse ja foi detectada em diversas espécies. Em milho, os genes da proteina
MAPK sio induzidos em resposta a falta de 4gua (Shou, Bordallo & Wang, 2004). Jonak, Okrész, Bogre
& Hirt (2002) demonstraram que a sinalizacao por MAPK ¢ rapidamente ativada em plantas de alfafa
com baixa disponibilidade hidrica. Da mesma forma, o déficit hidrico resultou na ativagao dos genes
MAPK em plantas de arroz (Xiong & Yang, 2003; Ning, Li, Hicks & Xiong, 2010). Assim, é possivel
perceber que as MAPKSs interagem com fatores de transcricao de genes envolvidos na regulacio da
tolerancia ao estresse hidrico.

Além do periodo de déficit hidrico, Silva et al. (2010) relataram elevada incidéncia de radiagao
solar na area 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
estomatos, o que inibe a fotossintese e prejudica a fun¢do das membranas e a estabilidade de proteinas
(Taiz et al., 2017). Em estudo recente, Evrard et al. (2013) demonstraram que genes AMLAPK em
Arabidopsis sao ativados em resposta ao estresse térmico. Sangwan & Dhindsa (2002) identificaram a
ativacdo de genes MAPK em plantas de alfafa em resposta ao choque térmico. Também na cultura do
tomate foi observada a indugao de genes dessa proteina devido a alta temperatura (Link et al., 2002).

Portanto, a ativagao da cascata de MAPK resulta da expressao de conjuntos especificos de genes
em resposta a diversos estimulos ambientais. Essas proteinas desempenham um papel central na resposta
das plantas aos diferentes estresses e, por isso, sao alvos ideais para o melhoramento e selecio de
gendtipos superiores tolerantes a esses estresses (Smékalova, Dosckocilova, Komis & Samaj, 2014;

Samajova et al., 2013).

CONCLUSAO

As respostas das plantas as alteragdes ambientais estao relacionadas a regulagao de genes por meio
de um processo de sinalizagao celular, que gera proteinas que protegem a planta contra os efeitos
deletérios dos estresses. Essas respostas sao complexas e envolvem varios genes que produzem reagdes

ao nivel bioquimico, fisiolégico e molecular. Nesse sentido, a identificagio de genes com papéis nas
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respostas aos diferentes estresses abioticos que ocasionaram disturbios fisiologicos é fundamental para
elucidar mecanismos especificos de adaptagao e resisténcia em futuros genotipos.

O presente estudo buscou detectar alteracbes na expressao génica em clones hibridos de
Eucalyptus afetados por distarbios genético-fisiologicos. Os resultados indicaram que a expressao génica
diferencial observada pode ser decorrente das alteragdes edafoclimaticas na area. Os dados sugerem que
todos os genes estudados (BOR2, PAE2, MAPK e Aquaporina) podem ser indicativos da ocorréncia de
estresse nas plantas com sintomas. Portanto, pesquisas adicionais sao necessarias para melhorar a
compreensao dos mecanismos exatos da acdo génica, e outros genes devem ser investigados para isolar

completamente as causas dessa doenga.
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