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RESUMO

NUNES, Flancer Novais, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, janeiro de 2010.
Crescimento e expressao génica em clones de eucalipto influenciados pelo boro e
déficit hidrico. Orientador: Nairam Félix Barros. Co-orientadores: Marcelo Ehlers
Loureiro e Roberto Ferreira de Novais

A implantacédo de eucaliptais em regides de cerrados tem levando a necessidade
da selecdo de clones de eucalipto tolerantes ao déficit hidrico, principal limitante a
produtividade das plantas nessas areas. Entre as desordens nutricionais relacionadas
com micronutrientes, as que envolvem o B s&o as mais comuns, acarretando adubacdes
frequentes com esse micronutriente. Na época seca do ano, sintomas de deficiéncia de B
sd0 mais comuns, pois, com a diminui¢do do contetudo de agua do solo, ha diminuigéo
de seu transporte a superficie das raizes, acarretando menor absorcdo. Adicionalmente o
B parece estar relacionado a mecanismos fisioldgicos que propiciam tolerancia ao
déficit hidrico, como por exemplo: aumento da relagdo raiz:parte aérea; assim o B ou
agua apresentam sinergismo entre si. Os objetivos desse trabalho foram: avaliar a
relacio da 8™C entre clones de eucalipto sensiveis e tolerantes ao déficit hidrico;
verificar a influéncia da fertilizacdo com B em clones de eucalipto, cultivados sem ou
com restricdo hidrica, na tolerancia ao déficit hidrico e no padrdo de transcricdo de
génica. Para atender ao primeiro objetivo, talhdes com quatro anos de idade, com clones
de Eucalyptus urophylla sensivel (3334) ou tolerante (3335) ao déficit hidrico foram
selecionados, ao fim da estacdo seca, nos municipios de Brasilia de Minas e Bocailva.
Foi determinado em cada talhdo o potencial hidrico foliar, §'*C, indice de sobrevivéncia
e produtividade. Para atender ao segundo objetivo, mudas dos clones 3334 e 3335 foram
submetidas aos seguintes tratamentos: sem ou com 15 pmol L™ de B e sob potencial
hidricos de -0,05 ou -1,5 MPa. Apds periodo de 10 dias amostras de folhas e raizes,
contendo aproximadamente 1 g, foram coletadas para extracdo de RNA e, depois, as
plantas foram dividias em folha, caule e raiz para determinacdo da producdo de matéria
seca e do teor de B. Por ocasido da coleta também foi determinado o potencial hidrico
foliar (W), fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo. Foram selecionados
quatro genes relacionados ao transporte de B e polidis, e outros quatro relacionados a
sintese de parede celular, sendo estes detectados por meio RT-PCR. O clone tolerante
ao déficit hidrico apresentou menor §'*C, menor W, e maior indice de sobrevivéncia.
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Adicionalmente, ndo houve diferencas nos valores de §'*C entre arvores cultivadas nos
dois municipios. Estes resultados sugerem que a &'°C poderia ser utilizada como
indicador de geno6tipos tolerantes a seca em arvores cultivadas sob restri¢oes hidricas. A
disponibilidade de agua foi o fator que mais influenciou a producdo de matéria seca nos
dois clones. A adicdo de B a solu¢do nutritiva propiciou maior producéo de matéria seca
pela parte aérea, fotossintese, condutncia estomatica e transpiragdo. Houve aumento
mais expressivo na producdo de matéria seca pelo clone tolerante, em razdo da adicao
de B, sugerindo que a adicdo deste nutriente poderia contribuir para maior tolerancia a
seca. Tanto os genes relacionados ao transporte de B e polidis quanto os relacionados a
sintese de parede celular apresentaram maior expressdo relativa nos tecidos radiculares
do clone tolerante - cultivado sob déficit hidrico, na presenca de B. Sugere-se que 0s
genes das duas classes estdo envolvidos na sintese de parede celular nas plantas:
primeiro, a maior expressdo de transportadores de polidis contribui com o suprimento
de carbono; segundo, os transportadores de B vao propiciar adequado suprimento desse
nutriente, responsavel pela dimerizacdo dos compostos pécticos da parede celular; e
terceiro, efeito direto da maior expressdo dos genes relacionados a sintese de parede
celular. Salienta-se que 0s genes apresentaram maior expressdo relativa na raiz,
sinalizando maior crescimento do sistema radicular; estratégia para maior aquisi¢do de

nutrientes e 4gua, contornando problemas causados por longos periodos de estiagem.
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ABSTRACT

NUNES, Flancer Novais, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, January of 2010.
Growth and gene expression in eucalypt clones affected by water stress and
boron supply. Adviser: Nairam Félix de Barros. Co-advisers: Marcelo Ehlers
Loureiro and Roberto Ferreira de Novais

The increasing of the eucalypt plantation in the Cerrado region in Brazil has
increasing the need to develop eucalypt clones tolerant to water stress, the main limiting
factor to tree productivity in this region. Water deficit also induce B deficiency in
eucalypt trees growing in these region, leading to frequent B fertilizations. During the
dry season, B deficiency symptoms are more common, because the low soil water
content leads to a reduced B transport rate through the soil, and, also, to a lower B
uptake. Boron has been related to physiological mechanisms which provide higher plant
drought tolerance, as, for example: higher root:shoot relation; thus, water and B have a
synergistc effect. The objectives of this study was: 1) to evaluate the relationship
between carbon isotope discrimination (5*3C) and drought tolerance in eucalypt clones;
2) to verify the influence of B availability for eucalypt clones, cultivated under
restricted water availability, on water stress and gene transcription pattern. For the first
objective eucalypt stands of Eucalyptus urophylla clones, one sensible (3334) and the
other tolerant (3335) to water stress, with four years of age, growing in Brasilia de
Minas e Bocailva counties — Minas Gerais State —, were selected at the end of the dry
season of 2007. We evaluated leaf water potential (¥w)), 8*°C, plant survival index and
stem productivity. For the second objective, seedlings of the 3334 and 3335 clones,
were submitted to the absence or presence of 15 pmol L™ of B and to the water
potentials of -0,05 and -1,5 MPa. Ten days after treatment application, 1 g of leaf and
root samples were collected for RNA extraction, and, then, the plants were separated in
leaf, stem and root to determine the dry matter production. At the harvesting time, leaf
water potential, photosynthesis, stomata conductance and transpiration rate were
determined. Four genes related to B and polyol transport and four genes related to cell
wall synthesis were selected, and analyzed by RT-PCR. The tolerant clone presented
smaller §*3C and ¥, than the sensible one, and higher survival index. There was no
difference in the 83C values between trees of the same clone cultivated in the two
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counties. The results suggest that §**C can be used as an indicator of drought tolerance
for eucalypt clones when cultivated under water restriction. The water availability was
the main factor affecting biomass production in both clones. Boron application
improved shoot biomass production, photosynthesis, stomata conductance and
transpiration rate. Shoot dry mass production by the tolerant clone was higher, when B
was added, as compared to absence of B, suggesting that this micronutrient improved
drought tolerance. The genes related to B and polyol transport, and those related to cell
wall synthesis, presented higher relative expression in roots tissue of the tolerant clone,
cultivated under water stress, on B presence. It is suggested that both gene classes are
involved in cell wall synthesis: first, higher polyol transporter gene expression provide
carbon source; second, B transporters will provide adequate B supply to polymerization
of pectin compounds; and thirty, the direct effect of higher gene expression of the genes
related to cell wall syntheses We pointed that all of the genes presented higher relative
expression in the root, signaling for higher root system development, a strategy that
contributes to a higher water and nutrient acquisition, overcoming problems related to a

long drought period.



INTRODUCAO GERAL

A expansdo de florestas plantadas vem decorrendo principalmente em éreas de
cerrado, conhecidas por apresentarem acentuada restricdo hidrica e nutricional. Apesar
dessas caracteristicas, o custo relativamente baixo dessas terras e suas excelentes
propriedades fisicas e topogréfica, transformam-nas em 6timas opc6es para implantacdo
de florestas. Todavia, 0 suprimento de agua e nutrientes, principais fatores abidticos que
alteram o crescimento de plantas nessas areas, é problema frequiente. Para contornar
esses problemas as empresas florestais atualmente tém buscado por genétipos tolerantes
a seca e com maior eficiéncia de utilizagcdo de nutrientes, especialmente, B.

Existe grande diferenca de adaptacdo entre materiais geneticos de eucalipto
plantados na regido do cerrado. No que tange a disponibilidade d’agua, a diferenca de
crescimento seria explicada por mecanismos envolvidos na aquisi¢ao e, ou, reduzem a
perda ou aumentam a eficiéncia de sua utilizacdo. Para nutrientes, mecanismos que
aumentam tanto a aquisicdo como sua eficiéncia de utilizacdo seriam 0s responsaveis
por essa diferenca. Para as plantas manterem boa taxa de crescimento em solos de baixa
fertilidade, devem apresentar mecanismos que aumentem a eficiéncia de absorcéo de
nutrientes, tais como, maior crescimento do sistema radicular, associa¢cdes micorrizicas,
modificacdo da rizosfera para aumentar a disponibilidade de nutrientes e,
principalmente, maior eficiéncia de utilizacdo do nutriente absorvido, por uma
redistribuicdo mais efetiva (Marschner, 1986; Good et al., 2004; Nunes et al., 2008).

O principal sintoma visual da deficiéncia de B em plantas de eucalipto é a seca
de ponteira, esse sintoma € associado a periodos secos e sua intensidade depende do
material genético. Na fase inicial a deficiéncia de B é caracterizada por folhas jovens
menores e deformadas, progredindo para aspecto coridceo e bordas amareladas,
tornando-se quebradicas e encarquilhadas. Finalmente, esse processo culmina com a
morte dos meristemas e, consequentemente, com perda da dominancia apical (Dell &
Malajczuk, 1994). Em periodos ou em locais extremamente secos as arvores de
eucalipto podem, ainda, morrer por desidratacdo, a exemplo do que se observou em
muitas areas do norte de Minas Gerais no ano de 2007.

Nos cerrados, a seca de ponteiros € mais intensa nos anos mais Secos,

produzindo perdas, que vdo desde perda da dominancia apical, comprometendo o uso da



madeira para produtos sélidos. A adubacdo com B e K pode reduzir a intensidade deste
problema, embora as observacdes ainda sejam empiricas, desconhecendo-se as razdes
para o comportamento diferenciado de clones. A morte do meristema das gemas apicais
é um sintoma tipico de deficiéncia de boro. Por outro lado, o K é o principal nutriente
responsavel pelo controle das taxas transpiracionais nas plantas. A variabilidade
fenotipica observada no germoplasma disponivel nas empresas do setor florestal indica
a possibilidade de fazer a selecdo de clones com maior tolerdncia a seca e/ou menor
susceptibilidade a seca dos ponteiros. Os motivos pelos quais haveria diferencas
genotipicas na intensidade da seca dos ponteiros poderiam ser explicados por diferentes
hipoteses: 1) Diferencas na nutricdo do boro (absorcéo, transporte, e redistribuicdo); 2)
Diferengas na tolerdncia ao estresse hidrico associadas a uma diferente arquitetura
radicular retardando o declinio da taxa evapotranspiratéria e do nivel de transporte de B
(aplicacdo de B foliar estimularia o crescimento radicular, propiciando maior absorcao
de agua e desse nutriente pelas plantas); 3) Diferencas genotipicas no tipo e nivel de
alcoois-agucar produzidos em resposta ao deficit hidrico relacionadas; 4) Diferencas na
composicdo e teor da fracdo péctica ou no metabolismo da mesma em resposta ao
déficit hidrico; 5) Diferencas na alocacédo e particdo de carbono alterando a absorcao de
agua e B, trocas gasosas e a tolerancia a seca.

Tanto a tolerdncia a seca como a eficiéncia para o uso do B sdo herancgas
quantitativas, cada uma delas governada por um namero variado de genes, dependendo
do gendtipo (Araus et al., 2002; Zeng et al., 2007). A manifestacdo fenotipica destes
caracteres multi-génicos tem forte influéncia ambiental, sendo de dificil avaliacdo e
melhoramento.

Estudos de adaptacao de clones de eucalipto ao déficit hidrico tém se restringido
a avaliar o crescimento e a produtividade das plantas em ambientes com limitada
disponibilidade hidrica, sem se preocupar em identificar 0s mecanismos que conferem
maior tolerancia a esse déficit. Assim, a selecdo de clones mais produtivos, geralmente
com maior demanda hidrica e nutricional pode, em alguns casos, ter impacto econdémico
negativo, como recentemente observado em alguns povoamentos no norte de Minas
Gerais, onde se constatou grande mortalidade de plantas em razdo da forte seca
observada em 2007. Visto que a heranca das caracteristicas relacionadas a maior
toleréncia ao déficit hidrico é poligénica, a avaliacdo de gendétipos utilizando critérios de
selecdo baseado em poucas caracteristicas pode comprometer seriamente a eficiéncia

deste processo de selegdo genética. Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi



verificar os mecanismos moleculares e fisiologicos que governam a tolerancia ao déficit
hidrico, em resposta a disponibilidade de B em clones de eucalipto visando a elaboragdo
de estratégia de selecdo de clones de eucalipto tolerantes.



Capitulo 1 — Discriminacdo Isotopica de Carbono e Tolerancia Diferencial de
Clones de Eucalipto ao Déficit Hidrico

Resumo: O setor florestal brasileiro estd em franca expansdo dada a crescente
implantacdo de eucaliptais na regido do Cerrado. Nessas areas, a baixa disponibilidade
de agua € o principal limitante a produtividade das florestas plantadas. Assim, o
objetivo desse trabalho foi verificar a relagdo entre discriminacdo isotopica do *C
(8"3C) e a tolerancia ao déficit hidrico de clones de eucalipto. Plantios com espacamento
entre plantas de 3 x 3, 3 x4 e 4 x 6 m, no municipio de Brasilia de Minas, e de 3 x 3, 3
X 6 e 4 x 6 m, no municipio de Bocailva, com quatro anos de idade, com clones de
Eucalyptus urophylla, sensiveis (3334) ou tolerantes (3335) ao déficit hidrico, foram
selecionados, no fim da estacdo seca de 2007 - a mais seca dos ultimos anos. Foi
determinado o potencial hidrico foliar (¥wf) e &3C - apenas nos talhdes com
espacamento de 3 x 3 m. Passados dois anos foram determinados, em todos o0s
espacamentos, o indice de sobrevivéncia de plantas, produtividade de madeira total, por
plantas vivas e mortas, e produtividade por plantas vivas. O clone tolerante ao deficit
hidrico apresentou menor '3C e W, que o sensivel. O clone tolerante apresentou maior
indice de sobrevivéncia de plantas associado @ menor 8*3C. De modo geral, com o
aumento do espacamento entre plantas houve diminuicdo da produtividade do clone
tolerante e do sensivel, em ambas as localidades. Os resultados sugerem que a §*3C
pode ser utilizada como indicador de clones de eucalipto tolerantes ao déficit hidrico

quando cultivados sob restri¢oes hidricas.



Chapter 1 — Carbon isotope discrimination and differential drought tolerance in
eucalypt clones

Abstract: Plantation forest in Brazil has steadily increasing in the last ten year, with
new areas being planted mainly in the Cerrado regions. In these areas, the water
availability is known to be the main limitation to planted forest productivity. Thus, the
aim of this study was to evaluate the relationship between carbon isotope discrimination
(8*3C) and drought tolerance in eucalypt clones. Stands of Eucalyptus urophylla natural
clones, four years of age, growing in two counties in the North Region of the state of
Minas Gerais, characterized by long dry season, where selected for the study. In Brasilia
de Minas county, trees were spaced 3x3. 3x4 and 4x6 m, and in Bocailva county spaced
3x3, 3x6 and 4x6 m. In both counties two clones, one considered sensible (3334) and
other (3335) tolerant to water stress, were characterized at the end of the dry season of
2007 — the driest one lately. We evaluated leaf water potential (W) and *3C — on sites
with 3x3 m tree spacing only. Two years later, were determined, for all tree spacing,
plant survival index and stem volume of dead and living trees. The tolerant clone
presented smaller §*3C and Wy, than the sensible one, and higher survival index. This
was associated to smaller §"3C. In general, increasing tree spacing lead to smaller wood
productivity for the tolerant and sensible clones in both areas. The results suggest that
the 5'3C can be used as an indicator of drought tolerance for eucalypt clones when

cultivated under water restriction.



INTRODUCAO

A crescente demanda por produtos florestais, como carvdo e celulose, tem
levado a expansédo de areas com florestas plantadas, em mais de um milhdo de hectares
nos ultimos cinco anos. Essa expansdo acontece, principalmente, pela implantacdo do
eucalipto em regibes de Cerrado com severas limitacbes hidricas. Observou-se
recentemente a morte diferencial de clones de eucalipto em algumas regides em razao
do forte déficit hidrico, decorrente de oito meses sem chuva. Extensas areas cultivadas
com certos clones de eucalipto foram devastadas pela seca enquanto outras, adjacentes,
aparentemente ndo apresentaram problema algum.

O deficit hidrico é conhecido por ser um dos principais limitantes a
produtividade do eucalipto, mesmo em areas consideradas favoraveis ao bom
crescimento e desenvolvimento das florestas (Honeysett et al., 1992). Embora a redugéo
da taxa de crescimento, em condicdes de baixa disponibilidade hidrica, seja considerada
a principal causa da menor produtividade florestal, a sobrevivéncia das florestas
também é importante componente do problema (Chambers & Borralho, 1997).

Diferentes processos fisioldgicos podem estar envolvidos nesse problema como
ajustamento osmatico, maior relacdo raiz:parte aérea, menor condutancia estomatica
dentre outros. O fechamento dos estdmatos pode favorecer a manutencdo da hidratagédo
dos tecidos e, por outro lado, reduzir a produtividade. Contudo, ha genotipos que
permitem abertura parcial dos estdmatos, evitando perda excessiva de dgua associada a
manutencdo da concentracao interna de CO; e, consequentemente, da taxa fotossintética
- mecanismo que confere maior eficiéncia de utilizacdo de dgua (EUA) (Condon et al.,
2004). Assim, clones de eucalipto com maior EUA apresentam menor requerimento de
agua por unidade de matéria seca produzida.

A discriminagdo isotopica do *C (8'3C) tem sido utilizada como critério de
selecdo de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, por correlacionar com a eficiéncia de
utilizacdo de agua pelas plantas (Li, 2000; Impa et al., 2005; Monneveux et al., 2007;
Ducrey et al., 2008). DaMatta et al. (2003), trabalhando com café conilon, observaram
que clones tolerantes apresentaram menor condutancia estomética e menor §C,

concomitante a manutencdo de maior area foliar e do potencial hidrico da folha.



Todavia, processos fisiologicos envolvidos na adaptacdo ao estresse hidrico desses
clones ainda ndo séo conhecidos.

O estabelecimento das relacbes entre taxa fotossintética e conduténcia
estomética com 8°C e EUA (Farquhar et al., 1989) propiciou a utilizacdo da §“C,
medida mais simples do que a da EUA, com ferramenta na selecdo de gendtipos com
maior tolerancia ao déficit hidrico. Varios experimentos de campo e em condicfes
controladas também indicaram a utilizacdo da 8**C, como uma indicacdo da EUA, na
selecdo de gendtipos mais tolerantes ao déficit hidrico (Read et al., 1991; Sheshshayee
et al., 2003; Condon et al., 2004; Ducrey et al., 2008). Adicionalmente, a 8*3C propicia
medida integrada das propriedades fisiologicas das plantas, durante seu ciclo,
principalmente, da taxa fotossintética e da condutdncia estomatica, em relagdo as
condicdes ambientais (Anderson et al., 1996). Assim, o0 objetivo desse trabalho foi
avaliar a 83C de clones de eucalipto sensiveis ou tolerantes ao déficit hidrico e,
também, sua utilizacdo na selecdo de genotipos mais eficientes em condicdes de baixa

disponibilidade de agua.



MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas florestas de eucalipto com quatro anos de idade,
localizadas nos municipios de Brasilia de Minas e Bocailva, com clones de eucalipto
que apresentaram tolerdncia diferencial ao déficit hidrico acentuado que ocorreu na
estacdo seca de 2007. Essas florestas foram implantadas no final do ano de 2003 e ndo
apresentaram problemas relacionados ao déficit hidrico até o inicio do ano de 2007, ano
que correu a seca mais prolongada dos ultimos anos. Nesse ano a precipitacdo pluvial
no periodo de abril a novembro foi insignificante, com oito meses com forte restricdo
hidrica (Figura 1). Plantas de talhdes com clones sensiveis e tolerantes ao déficit hidrico
foram selecionadas, com base em sintomas visuais (seca das arvores da base para o
apice), ao final da estacdo seca em areas experimentais da Plantar Reflorestamentos
(Figura 2).

Nessas areas experimentais, localizadas no norte de Minas Gerais, onde se
estudava o espacamento de plantio, foram utilizados talhdes com espacamento de 3 x 3,
3x4e4x6m(9 12 e 24 m? por planta), em Brasilia de Minas, enquanto em Bocailva
foram utilizados os espacamentos de 3 x 3,3 x 6 e 4 x 6 m (9, 18 e 24 m? por planta) —
todos os talhdes eram cultivados com dois clones de Eucalyptus urophylla, sendo eles
com caracteristicas de sensivel (clone 3334) ou tolerante (clones 3335) ao déficit
hidrico. Em cada um desses municipios, ao final da estacdo seca, novembro de 2007, foi
selecionado um talhdo - espacamento de 9 m® por planta (3 x 3 m) - com o clone
sensivel e outro com o tolerante para coleta de amostras de tecidos da planta. Em cada
talhdo, foram selecionadas quatro arvores sem sintomas visuais de deficit hidrico,
perfazendo quatro repeticdes.

As arvores selecionadas foram abatidas no periodo entre 12:00 e 14:00 h e a
terceira ou quarta folha de ramos apicais foi coletada em quatro galhos do terco médio
de cada arvore, para determinacdo do potencial hidrico com bomba de pressdo tipo
Scholander. O potencial hidrico da folha de cada arvore foi composto pela média de
quatro leituras. Em seguida, foram coletadas, em cada arvore, amostras de lenho e folha
(terceira ou quarta folha completamente expandida). Essas amostras foram secas em
estufa com circulacdo forcada de ar a 72 °C até atingirem peso constante e moidas para

determinacio da 8*C.
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Figura 2. Areas experimentais da Plantar Reflorestamento em Brasilia de Minas (A) e
em Bocailva (B). Imagem tomada na divisa entre talhbes com o clone sensivel e o
tolerante ao déficit hidrico (A) e imagem aérea ilustrando 0 mosaico composto por
arvores mortas e vivas (B). A presenca de arvores mortas, embora em menor nimero,
também foi observada no talhdo com o clone tolerante em Brasilia de Minas.



A 8C foi determinada em relacdo ao padrdo internacional PDB (Pee Dee
Belemnite), utilizando-se espectrdmetro de massa de razdo isotdpica (ANCA-GLS,
Sercom, Crewe, UK), conforme descrito por Li et al. (2000).

A produtividade de madeira por &rvores vivas e arvores mortas (produtividade
total), a produtividade por plantas vivas e o indice de sobrevivéncia, para cada
espacamento de plantio, foram determinados em marco de 2009, seis anos e quatro
meses apds o plantio das florestas. O indice de sobrevivéncia foi calculado pela
percentagem das plantas vivas em relacdo ao total de arvores (vivas mais mortas) de

cada talhdo.

Os dados foram analisados de acordo com delineamento inteiramente
casualisado. Os efeitos das variaveis controle foram submetidos a analise de variancia e,

quando necessario, submetidos ao teste de Tukey a 5 %.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado menor valor de potencial hidrico foliar (Wws), no clone tolerante
ao déficit hidrico, em Brasilia de Minas, quando comparado aos valores observados no
mesmo clone em Bocailva (Quadro 1), sugerindo que em Bocailiva, pelo menos no
momento em que as amostras foram coletadas, havia menor restricdo hidrica. I1sso pode
ter sido em decorréncia de menor demanda atmosférica - déficit na pressdo de vapor,
por exemplo - visto que o potencial hidrico do solo, para a camada de 0 - 1,6 m, foi
similar em ambas as localidades; média de -1,68 e -1,66 MPa para Brasilia de Minas e
Bocailva, respectivamente. O clone tolerante ao déficit hidrico apresentou W+ menor
(mais negativo), sendo as maiores diferengas observadas na area de Brasilia de Minas
(Quadro 1). Este resultado, menor W, para o clone tolerante, ndo era esperado, visto
gue 0s mecanismos que favorecem maior tolerancia das plantas ao deficit hidrico, como
menor condutancia estomatica, estdo relacionados com a manutencdo maiores valores
de Wws (DaMatta et al., 2003).

Os menores valores de Vs observados no clone tolerante a seca, em Brasilia de
Minas, coincidiram com maiores valores de §**C (Quadro 1). Resultados semelhantes
foram observados por Yin et al. (2009) que verificaram que condi¢des que favoreciam
melhor controle transpiracional das plantas cultivadas em condi¢bes de limitada
disponibilidade de &gua, contribuiram para maior valor de *3C e menor contetdo de
agua nos tecidos foliares de duas espécies florestais, Populus cathayana e P.
przewalskii. Esses resultados contrariam a literatura sobre o assunto, indicando que a
menor W, acarreta menores taxas fotossintéticas e, consequentemente, maior
discriminacdo isotépica, ou seja, valores de '*C mais negativos. (DaMatta et al., 2003;
Monneveux et al., 2007; Ducrey et al., 2008).

N&o houve diferencas significativas entre os valores de 5°C de amostras de
folha e lenho (Quadro 1), indicando que a §*3C em amostras de folha ou lenho pode ser
utilizada como ferramenta na selecdo de clones mais tolerantes ao déficit hidrico.
Plantas com melhor controle estomatico e maior eficiéncia de utilizacdo de agua (EUA)
sdo, de modo geral, mais bem adaptadas a condi¢gfes de baixa disponibilidade de agua.

Neste contexto, correlagio positiva entre EUA e valores de §'*C tem sido observada (Li
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Quadro 1. Discriminacéo isotépica do *3C (8"3C) em amostras de folha e lenho de
clones sensivel e tolerante ao estresse hidrico coletados em plantios com quatro anos de
idade nas cidades de Brasilia de Minas e Bocailva.

Clone v, 813C (%o)
MPa Folha Lenho
Brasilia de Minas
Tolerante -2,00Aa -26,16Aa -26,27Aa
Sensivel -1,40Ba -27,27Ba -27,36Ba
Bocailva
Tolerante -1,40Ab -26,28Aa -26,86Aa
Sensivel -1,20Aa -27,53Ba -27,33Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitscula, dentro de cada localidade (comparando o
efeito dos clones), e pela mesma letra minGscula, dentro de cada clone (comparando o
feito da localidade) ndo diferem entre si pelo tese F a 5 %.

et al., 2000). Clones mais tolerantes a déficit hidrico apresentaram maiores valores de
8*3C, ou seja, menor discriminacéo do *C, nas amostras de folha e lenho (Quadro 1).
Nas plantas Cs, a 5"°C é decorrente da menor taxa de difuséo do **C, mais pesado, que o
12C, causando discriminacdo de aproximadamente -4.4 %o e, também, da menor
afinidade da rubisco pelo *C, causando discriminacdo final de aproximadamente
-28 %o. Porém, em condi¢des onde a concentragdo interna de CO; € reduzida pela menor
abertura dos estdmatos, como nas horas mais quentes do dia, e a taxa fotossintética é
mantida, hd menor discriminacdo do **C em relacdo ao **C pela rubisco, reduzindo a
83C. Desta forma, variacBes na 8°C podem decorrer de mudancas na taxa de
carboxilagdo ou da condutancia estomatica. Supondo que a taxa fotossintética nos
clones sensivel e tolerante sdo semelhantes, a menor §'°C no clone tolerante sinaliza
para melhor controle estomatico, mantendo maior taxa fotossintética, mesmo com
menor condutancia estomatica. Isso indica que o clone tolerante apresenta estratégia de
utilizacdo de 4gua mais conservativa, como sugerido por Li (2000).

O clone tolerante, em condic6es de déficit hidrico, apresentou maior indice de
sobrevivéncia como esperado (Figura 3), juntamente com menor valor de *3C (Quadro
1). Na localidade de Brasilia de Minas, o clone tolerante, com espacamento de 3 x 3 m,
apresentou 5'°C de -26,28 %o e indice de sobrevivéncia de 82,3 %, enquanto o clone
sensivel apresentou -27,34 %o ¢ 16,8 %, respectivamente. Esses resultados reforcam a

hipdtese de que clones resistentes apresentam menor condutancia estomatica associada
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Figura 3. Indice de sobrevivéncia dos clones de eucalipto sensivel e tolerante ao estresse
hidrico em razdo do espacamento, em florestas com cinco anos de idade, nas cidades de
Brasilia de Minas e Bocailva. Cada barra representa media de quatro repeticdes com
respectivo erro padréo.

a manutencao da taxa fotossintética, contribuindo para menor discriminacdo isotépica.
Resultados contrarios aos encontrados neste estudo sao reportados por Pita et al. (2001).
Esses autores encontraram correlacdo negativa entre os valores de §'3C e sobrevivéncia
de arvores, sugerindo que a composicdo isotopica do C ndo € um bom indicador da
adaptabilidade de arvores a condi¢es com déficit hidrico.

Os valores de sobrevivéncia foram maiores em Bocailva (Figura 3). Isso se
explica pelo menor déficit hidrico nessa localidade, que varia entre 200 e 250 mm ano™,
enquanto em Brasilia de Minas esses valores variam em entre 300 a 350 mm ano™.
Curiosamente, ndo houve diferencas nos valores de §3C entre as localidades estudadas,
independentemente do material genético (Quadro 1), sugerindo que esta caracteristica
apresenta baixa interacdo entre genotipo e ambiente. Todavia, como ja discutido, houve
diferenga significativa para os valores de 8*°C entre os clones sensivel e o tolerante ao
déficit hidrico, indicando que a 5'°*C pode ser utilizada como ferramenta na selecéo de
gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, por ser uma caracteristica genotipica.
Confirmado essa premissa, Impa et al. (2005) sugerem que a 5'°C, bem como a EUA,
sdo caracteristicas que sofrem baixa interferéncia ambiental.

Os dois clones apresentaram menor produtividade nas condi¢cGes de maior
espacamento entre plantas, em Brasilia de Minas (Figura 4). Porém houve reducdo

dréstica na produtividade por arvores vivas no clone sensivel ao déficit hidrico, dado o
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baixo indice de sobrevivéncia deste clone apds a severa estagdo seca que antecedeu a
coleta de material (Figura 3 e 4). Observou-se maior produtividade de madeira e menor
8'3C tanto em Brasilia de Minas quanto em Bocaitva (Figura 4, Quadro 1). Em
Bocaitiva, por exemplo, o clone tolerante apresentou produtividade de 191 m? ha™ e
83C na folha de -26,28 %o enquanto o sensivel apresentou 141 m® ha® e §'°C de
-27,53 %o. A correlagdo positiva entre os valores de §*C e produtividade também foi
reportada em outros trabalhos (Zhang et al., 1994; Stiller et al.; 2005), e podem ser
decorrentes de menor condutancia estomatica associada a manutencdo da taxa
fotossintética pelo clone tolerante (Ducrey et al., 2008). 1sso sugere que o este clone tem
mecanismos que propiciam maior eficiéncia transpiracional e, consequentemente, maior
produtividade que o clone sensivel quando cultivados em areas com severo déficit
hidrico.

Desta maneira, com base nos dados de 8*3C e indice de sobrevivéncia, tanto em
Brasilia de Minas como em Bocailva, e na literatura disponivel (Li, 2000; Condon et
al., 2004; Impa et al., 2005; Monneveux et al., 2007), sugere-se a 8*3C como indicador
de clones de eucalipto mais tolerantes a déficit hidrico.
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Figura 4. Produtividade total de madeira (m® ha™), soma da producdo das plantas vivas
e mortas (A e C), e produtividade por plantas vivas (B e D) para os clones de eucalipto
sensivel e tolerante ao estresse hidrico em razéo do espacamento de plantio nas cidades
de Brasilia de Minas (A e B) e Bocailva (C e D). Cada barra representa média de quatro
repeticdes com respectivo erro padréo.

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, comparando o efeito de espacamento
entre plantas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %.
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CONCLUSOES

1. Clones tolerantes ao déficit hidrico apresentam maiores valores de discriminacdo
isotépica do **C, maior produtividade de madeira e menor indice de sobrevivéncia

de plantas .

2. A discriminaco isotépica do *C em arvores com quatro anos de idade pode ser
utilizada como indicador de genoétipos tolerantes ao déficit hidrico quando esse
problema se estabelece.

16



Capitulo 2 - Boro Aumenta o Crescimento de Mudas de Clones de Eucalipto
Submetidos ao Déficit Hidrico.

Resumo: O déficit hidrico € o principal limitante da produtividade de florestas
plantadas na regido de cerrados. Do ponto de vista nutricional, em condig¢Oes de baixa
disponibilidade hidrica, o B é o micronutriente que tem mais afetado o crescimento das
arvores. Este micronutriente tem suas taxas de absorcao afetada pelo contetdo de agua
do solo e, sua deficiéncia, pode acarretar desordens metabdlicas que agravam ainda
mais o0s problemas decorrentes de longos periodos sob déficit hidrico. Assim, o objetivo
desse trabalho foi verificar a influéncia da disponibilidade de B na tolerancia de clones
eucalipto ao déficit hidrico. Mudas de dois clones de Eucalyptus. urophylla, um sensivel
e outro tolerante ao estresse hidrico, foram submetidos aos seguintes tratamentos: sem
ou com 15 pmol L™ de B e sob potencial hidrico de -0,05 ou -1,5 MPa. Dez dias depois
de iniciado os tratamentos, amostras de folhas, caule e raizes foram coletadas, secadas,
pesadas e moidas para determinacao do teor de B. Por ocasido da coleta também foram
determinados o potencial hidrico foliar, fotossintese, condutancia estomatica e
transpiracdo. A disponibilidade de &gua foi o fator que mais influenciou a producéo de
matéria seca dos clones, provocando reducdo de 1,85 vezes na producdo de matéria seca
da parte aérea quando o potencial hidrico da solucdo nutritiva foi reduzido para -1,5
MPa. A adicdo de B na solucdo nutritiva propiciou maior producdo de matéria seca da
parte aérea, fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo. No clone sensivel a
adicdo de B propiciou, em média, aumento de 24 % na producdo de materia seca da
parte aérea das plantas cultivadas sob deficit hidrico, enquanto no clone tolerante houve
aumento de 50 %. O aumento mais expressivo na producdo de matéria seca do clone
tolerante, em razdo da adicdo de B, sugere que a adicdo deste nutriente contribui para

maior tolerancia a seca.
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Chapter 2 — Boron Increase the Seedlings Growth of Eucalypt Clones
Cultivates under Water Stress

Abstract: The water stress is main limiting to planted forest production in the
Cerrado area. Considering the nutritional aspects, under conditions of low water
availability, B is the micronutrient that most affect tree growth. Boron uptake rate is
negatively affected by low soil water content, which can induce B deficiency leading to
metabolic disorders. Thus, the main objective of this work was verify the influence of B
availability for eucalypt clones on water stress tolerance. Seedlings of two Eucalyptus
urophylla clones, one sensible and the other one tolerant to water stress, were submitted
to the absence or presence of 15 pmol L™ of B and to the water potentials of -0,05 and -
1,5 MPa. Ten days after the treatments application, leaf, stem, and root samples were
collected, dried, weighed and ground for B determination. At the harvesting time, leaf
water potential, photosynthesis, stomata conductance and transpiration rate were
determined. Water availability was main factor affecting biomass production in both
clones, reducing shoot production by 1,85 times, when the water potential in the
nutrient solution was reduced from 0 to -1,5 MPa. Boron application improved shoot
biomass production, photosynthesis, stomata conductance and transpiration rates. Under
water stress conditions, B application contribute to increase biomass production in both
clones: 24 % in the sensible one and 50 % in the tolerant. The higher biomass
production by the tolerant clone, under B presence, is an indicating that B application

may have contributed to a higher drought tolerance.
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INTRODUCAO

O B pode ser encontrado em vérias formas na solugdo do solo. Contudo, para a
faixa de pH entre 4,5 e 6,0, normalmente encontrada nos solos tropicais, o acido borico
é sua principal forma. O fluxo em massa é a principal forma de transporte de B no solo,
sendo, pois, seu transporte ate a superficie das raizes altamente dependente do contetido
de agua do solo. Isso explica o agravamento dos sintomas de deficiéncia de B nos
periodos secos do ano na maioria das plantas perenes. Sua deficiéncia é a mais comum
entre 0s micronutrientes e € problema comum em mais de 80 paises (Shorrocks 1997).

A reducdo do crescimento de regiGes meristematicas, caulinares e radiculares, é
o principal disturbio causado pela deficiéncia de B. Plantas cultivadas em condi¢des de
baixa disponibilidade de B apresentam menor alongamento de raizes, que se tornam
mais grossas e curtas, e reducdo da producgédo de novas raizes (Marschner, 1986). Desta
forma, condicbes de baixa disponibilidade desse micronutriente causam menor
crescimento do sistema radicular (Yin et al., 2009), limitando a aquisicdo de agua nos
periodos secos e, consequentemente, reduzindo a produtividade agricola. Os sintomas
de deficiéncia de B podem ser classificados em: primarios — consistem em mudancas na
composicao quimica e estrutural da parede celular, alteracdes no metabolismo de fendis
(acumulacdo de fendis), inibicdo da sintese de lignina pelo estimulo da atividade da
oxidase de AlA (acido indolacético), diminuicdo da concentracdo de AlA difusivel e em
mudancas fisioldgicas e morfologicas na interface entre a parede celular e a membrana
plasmatica; secundarios — caracterizados pelo acimulo de fenois e producdo de radicais
livres, peroxidacdo da membrana plasmatica, inducdo da deficiéncia de Ca e mudancas
na distribuicdo de carboidratos e, em consequéncia desses efeitos, ocorrem alteracdes no
metabolismo de fitorménios, RNA e DNA (Brown & Hu, 1996).

A seca de ponteiros causada por deficiéncia de B é problema frequente em
florestas de eucalipto (Sgarbi et al., 1999) e ocorre, principalmente, em periodos de
baixa disponibilidade hidrica. Os sintomas tém sido corrigidos ou minimizados pela
aplicacdo desse nutriente, via solo ou via pulverizacdo da copa das arvores (Barros, N.F;
comunicacdo pessoal). A ocorréncia simultanea destes dois estresses, a deficiéncia de B
e déficit hidrico, parece potencializar os seus efeitos. Plantas de Norway spruce (Picea

abies) com suprimento adequado de B, quando expostas a seca, apresentaram a mesma
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taxa de crescimento das plantas irrigadas, enquanto plantas deficientes em B
apresentaram taxa de crescimento significativamente reduzida (Motténen et al., 2001).
Por outro lado, o restabelecimento de niveis hidricos adequados pode favorecer a
absorcdo de B, aliviando sintomas de sua deficiéncia.

Outras alteracbes metabdlicas em plantas deficientes em B podem conduzir a
menor tolerdncia ao estresse hidrico. Ha evidéncias de que a deficiéncia em B induz a
despolarizagdo da membrana plasmatica por causa da menor atividade das H*-ATPases
e, consequentemente, da menor absor¢do de nutrientes como K (Roberts, 1998). Este
nutriente € importante no processo de fechamento estomatico e no ajustamento
osmotico (Roberts, 1998). Além disso, Mottonen et al. (2005) observaram menor
producdo de matéria seca do sistema radicular por plantas lenhosas cultivadas na
auséncia de B, e que plantas bem supridas apresentaram raizes mais compridas e
alocaram, proporcionalmente, mais massa nas raizes. Esses autores observaram,
também, que os sintomas mais severos de deficiéncia de B, como amarelecimento das
folhas e a morte do meristema apical, foram encontrados em plantas submetidas a maior
restricdo hidrica. Adicionalmente, em condicdo de deficiéncia de B hd menor
quantidade de canais de absorcdo de agua (aquaporinas) na membrana plasmatica, que,
por sua vez, sdo reversivelmente desativadas por altos niveis de radicais hidroxil ("OH)
(Henzler et al., 2004), cujo acumulo é induzido pelo baixo suprimento de B e pelo
estresse hidrico. Desta forma, supde-se que a atividade das aquaporinas pode ser
indiretamente reduzida pelo baixo suprimento de B, e espera-se que plantas bem
nutridas neste nutriente apresentem maior capacidade de absorcdo de agua e melhor
controle estomético, o que poderia Ihes conferir maior tolerancia a periodos de seca
prolongados. Espera-se, também, que maior grau de tolerancia as condicdes de baixa
disponibilidade de agua esteja relacionado com um sistema radicular maior e com maior
eficiéncia transpiracional, e que estes, por sua vez, possam ser mais eficientes em
condicdes de boa disponibilidade de B.

Desta forma, o objetivo desse trabalho foi verificar a influéncia da fertilizacéo
com B em clones de eucalipto, cultivados sem ou com restricao hidrica, na tolerancia ao

déficit hidrico.
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MATERIAL E METODOS

Dois clones, um mais sensivel e outro mais tolerante ao estresse hidrico, foram
selecionados para se verificar a influéncia da disponibilidade de B e da restri¢do hidrica,
na tolerdncia desses materiais ao déficit hidrico. Mudas produzidas por micro estaquia
foram aclimatadas em solucdo nutritiva de Clark (Clark 1975) com pH 5,5 e baixa
disponibilidade de B (5 pmol L™), em 16 bandejas com 10 L de solucdo. Quatro plantas
de cada clone foram cultivadas em cada bandeja. Apo6s periodo de aclimatacdo de 28
dias em condicOes de casa de vegetacdo, metade das plantas foi transferida para solucéo
de Clark com 15 umol L™ de B e a outra metade para a mesma solugdo sem B. Nesse
momento, em metade das bandejas, iniciou-se a redugédo do potencial hidrico da solucao
nutritiva, realizada pela adicdo da dose de PEG 6000 necesséaria para reduzir o potencial
hidrico da solucéo a -1,5 MPa. A dose de PEG foi dividida em cinco porg¢des que foram
aplicadas num periodo de dez dias. A outra metade das bandejas teve potencial hidrico
da solucdo nutritiva mantido préximo a -0,05 MPa. Assim, os tratamentos constituiram
um fatorial 2 x 2 x 2 com quatro repeticdes, com dois materiais genéticos, um sensivel e
outro tolerante ao estresse hidrico, duas concentracdes de B, sem e com 15 pmol L™, e
dois potenciais hidricos da solucdo nutritiva, -0,05 e -1,5 MPa.

As plantas foram cultivadas por mais dez dias, apds terminada a adicédo de PEG,
até que sintomas visuais de estresse hidrico foram observados, sendo caracterizado por
murcha parcial das plantas ao entardecer. Na madrugada do dia seguinte, com as plantas
turgidas, foi determinado o potencial hidrico foliar, com bomba de pressdo tipo
Scholander. Na manha desse dia, as trocas gasosas foram analisadas em folhas
completamente expandidas, do terceiro ou do quarto par a partir do apice de ramos
medianos das plantas. As taxas de assimilacdo liquida de carbono, a condutancia
estomatica e a transpiracdo foram medidas em sistema aberto, entre 08:00 e 10:00 h, sob
luz saturante artificial (1000 pmol m? s™), com um analisador de gas a infravermelho
portatil (LCA4, Analytical Development Company-ADC, Kings Liyn, Reino Unido).
Em seguida, foram colhidas amostras de folhas novas, folhas velhas, galhos e raizes.
Essas amostras foram secadas em estufa com circulacdo forcada de ar por 72 ha 72 °C

para determinacdo da matéria seca; em seguida foram moidas para determinacdo dos
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teores de B, apds digestdo em mufla a 550 °C, pelo método espectroscépico da
azometina H* a 410 nm (Wolf, 1974).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A disponibilidade de agua foi o fator que mais influenciou a producdo de matéria
seca dos dois clones avaliados (Quadro 1). A reducdo do potencial da solucdo nutritiva
de -0,05 para -1,5 MPa causou menor producdo de matéria seca da parte aérea e das
raizes, que foi, em média, 1,66 e 1,85 vezes menor, respectivamente. O primeiro reflexo
da diminuicdo da disponibilidade de agua é o fechamento dos estématos. Dependendo
das condigdes, o fechamento dos estdmatos pode levar a concentracdes baixas de CO,
no sitio de carboxilagdo e, consequentemente, reduzir sua assimilacdo. No clone
sensivel a adicdo de B propiciou, em média, aumento na producdo de matéria seca pela
parte aérea de 23,9 %, para as plantas cultivadas sob déficit hidrico, enquanto no clone
tolerante houve aumento de 49,6 % (Quadro 1). O aumento mais expressivo na
producdo de materia seca pelo clone tolerante, em razéo da adicao de B, sugere que esse
nutriente contribui para maior tolerdncia & seca. Como isso ndo ocorreu no clone
sensivel, é possivel que o B possa ativar mecanismos relacionados a tolerancia ao
déficit hidrico no clone tolerante, que ndo estariam presentes no clone sensivel.
Corroborando com isso, genes relacionados a adaptacdo a condicbes de baixa
disponibilidade de agua, apresentaram maior expressao nos tecidos radiculares do clone
tolerante (Capitulo I11).

Observacdes de campo mostraram que florestas de eucalipto fertilizadas com B,
por meio de adubacdo foliar, no fim da estacdo chuvosa, apresentaram melhor
crescimento e desenvolvimento normal no periodo seco que aquelas que ndo foram
adubadas (Barros, N.F.; comunicacdo pessoal) . Os efeitos benéficos do B podem ser:
diretos — plantas bem supridas com esseelemento apresentam padrdo diferencial da
particdo de fotoassimilados, no sentido de promover maior relacdo raiz/parte aérea de
plantas cultivadas sob restricdo hidrica (Cakmak et al., 1995; Mottonen et al., 2005).
Possivelmente, isso se deve a importancia desse micronutriente na formacao de ligacoes
boro-diéster, responsaveis pela ligacdo cruzada de compostos pécticos formadores da
parede celular (O’Neill et al., 1996; O’Neill et al., 2004). Essas ligagdes cruzadas dos

compostos pécticos sdo essenciais para crescimento das plantas (O’Neill et al., 2001).

23



Quadro 1. Producgdo de matéria seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR), relagdo
raiz/parte aérea, teor de B nas folhas novas (FN), folhas velhas (FV), caule e raiz e
potencial hidrico foliar (Wwf) dos clones sensivel e tolerante ao déficit hidrico, de acordo
com o potencial hidrico (Wws) e da dose de B na solugdo nutritiva

Teor de Boro

Yos Dose  MSPA MSR R/IPA Wt FN FV Caule Raizes

MPa  uM  ---meeee- Q-mmmmmneee L R mg Kg™-----mmmmeeeeeneee-

Clone Sensivel
0 15 25,6Aa 74Aa 0,28Ba -0,52Ab 61,4Aa 56,0Aa 419Aa 52,7Aa
0 0 13,9Ba 74Aa  0,69Aa -0,52Ab 382Bb 29,7Bb  34,9Ba 42,0Ba
-1,5 15 13,5Ab 46Ab 0,33Aa -1,50Aa 54,7Ab  422Ab  33,9Ab  474Aa
-1,5 0 10,9Aa 41Ab  0,38Ab -1,40Aa 49, 7Aa 41,0Aa 358Aa 46,9Aa
Clone Tolerante
0 15 23,2Ba 7,8Ba 0,35Aa -0,46Ab 56,0Aa 38,4Ab 38,7Aa 57,9Aa
0 0 331Aa 113Aa 0,34Aa -0,41Ab 449Ba 32,6Aa 36,7Aa 49,6Ba
-1,5 15 19,9Aa 54Aa 0,27Ab -1,44Aa 50,0Ab 56,1Aa 36,7Aa 44,9Ab

-1,5 0 13,3Bb 42Ab  0,33Aa -151Aa 39,2Ba 38,2Ba 36,3Aa 43,9Aa

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, para cada potencial hidrico da solugéo
nutritiva (efeito da dose de B), e pela mesma letra minuscula, para cada dose de B
(efeito do potencial hidrico da solucéo nutritiva), ndo diferem entre si pelo teste F a5 %.

Trabalho de nosso grupo indicou maior expressao de genes relacionados a sintese de
parede celular nas raizes de plantas tolerantes cultivadas sob restricGes hidricas na
presenca de B (Nunes, F.N., dados ndo publicados). Esses autores sugeriram que iSso
propiciaria maior crescimento do sistema radicular e, consequentemente, maior
absorcdo de agua. Indiretamente, o B esta relacionado a um sistema anti-oxidativo
mais eficiente. Um dos efeitos do déficit hidrico é a producdo de moléculas de oxigénio
reativas, como perdxido de hidrogénio (H,0,) e radical superéxido (O,"). Essas espécies
de oxigénio reativo podem causar a peroxidacdo de macromoléculas como proteinas e
lipideos (Yamamoto et al., 2001), podendo acarretar perda da integridade da membrana
plasmatica e, também, desestruturacdo de proteinas e enzimas, levando a perda da
atividade bioldgica. Segundo Ruiz et al. (2006), plantas bem supridas com B

apresentam maior sintese de glutathiona, que esta associada a detoxificacdo de espécies
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de oxigénio reativas decorrentes da toxidez de Al. O acumulo de espécies de oxigénio
reativas em ceélulas cultivadas na auséncia de B, juntamente com menor teor de
ascorbato, composto eficaz no combate a essas espécies de oxigénio, tambem foi
contatado por Koshiba, et al. (2009). Desta forma, o maior incremento na producéo de
matéria seca pelo clone tolerante, na presenca de B, parece ser, pelo menos em parte,
devido a existéncia de mecanismos relacionados a tolerancia ao déficit hidrico.

Apesar da adicdo de B ter favorecido maior producdo de matéria seca da parte
aerea, ela ndo contribuiu para aumentar a producdo de matéria seca das raizes,
independentemente da disponibilidade de agua, fato que ndo era esperado (Quadro 1).
Assim, uma maior relacdo raiz/parte aérea, que sinaliza para maior capacidade de
aquisicdo de agua, ndo foi verificada neste trabalho (Quadro 1). Possivelmente, isso foi
em decorréncia do curto periodo de tempo, 20 dias, no qual as plantas foram submetidas
a omisséo de B. Isso sugere que diferencas na particdo de fotoassimilados dependem de
maior periodo de tempo para se manifestar.

Neste trabalho, os valores de potencial hidrico foliar (Wws), determinados entre
4:00 e 5:00 h da manha, foram, em média, de -0,48 e -1,46 MPa, para 0s tratamentos
sem e com limitacdo hidrica (Quadrol). Estes valores sdo menores que 0s encontrados
por Mattiello et al. (2009b), que indicaram que ha elevacdo dos valores de Wy apos
periodo noturno, em decorréncia do restabelecimento da hidratacdo dos tecidos. A
reducdo do potencial hidrico da solugédo nutritiva de 0 para -1,5 MPa acarretou reducao
do potencial hidrico foliar, causando menor producdo de matéria seca de parte aérea e
da raiz (Quadro 1). Os valores de potencial hidrico foliar ndo foram influenciados pela
adicdo de B a solucdo nutritiva, porém a adicdo desse micronutriente favoreceu a
producdo de matéria seca da parte aérea, principalmente no clone tolerante, como ja
discutido. Entretanto, a producdo de matéria seca das plantas com B e com restricdo
hidrica foi significativamente menor que aquela conrrespondente ao tratamento com B e
sem restricdo hidrica. Méttonen et al. (2005), trabalhando com espécie lenhosa de clima
temperado, mostraram que a fertilizacdo com B elevou a producdo de matéria seca de
plantas cultivadas sob déficit hidrico aos mesmos patamares daquela observada para as
plantas cultivadas sem restricdes hidrica ou nutricional. Como ja discutido, o B pode
contribuir para ativacdo de mecanismo(s) de tolerancia ao déficit hidrico ou, ainda, que
em condicdes de sua deficiéncia ha agravamento dos efeitos da restricdo hidrica.

Neste trabalho, observou-se que as plantas cultivadas com limitada

disponibilidade de agua apresentaram, inicialmente, aspecto de murcha ao entardecer
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que evoluiu para clorose internerval das folhas velhas; esses sintomas foram agravados
pela deficiéncia de B (Figura 1). Por outro lado, os sintomas de deficiéncia de B foram
mais visiveis nos meristemas caulinares, caracterizados pela brotacdo de ramos laterais
no &pice caulinar (Figura 1). Outro sintoma de deficiéncia de B observado neste
trabalho foi o enrugamento do limbo foliar que, também, apresentou aspecto coriaceo,
conforme constatado por Mattiello et al. (2009a).

Figura 1. Sintomas visuais de déficit hidrico no clone sensivel cultivado na auséncia de
B e sob limitacGes hidricas (A e B), planta sem (C) e com (D) sintoma de deficiéncia de
boro.
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A adigdo de B a solucdo nutritiva contribuiu para maior concentragdo deste
nutriente, principalmente, nas folhas (Quadro 1). Foi observado maior taxa
fotossintética (A) nos tratamentos que receberam B, a semelhanc¢a do que ocorreu com a
producdo de matéria seca pela parte aérea (Figura 2). A maior A para os tratamentos que
receberam B, independentemente do clone e da disponibilidade de agua, coincidiu com
maior valor de condutancia estomatica (gs) (Figura 2). Limitacdo estomatica é tida como
principal limitante a A, por causar reducdo da concentragdo interna de CO, (Lawson et
al., 2003), como observado neste estudo (Figura 2). Em condicOes de deficiéncia de B
ha acimulo de agucares e amido nos tecidos foliares (Han et al., 2008), favorecendo a
inibicdo da atividade fotossintética pela inibicdo do ciclo de Calvin. A reducdo da A
propicia menor dreno de elétrons favorecendo hiper excitacdo da cadeia transportadora
de elétrons, principalmente, em condi¢Ges de alta luminosidade. Esse excesso de
energia, ndo drenado pela assimilacdo de C, resulta na produgdo de H,O, (Chen &
Cheng, 2003).

A adicdo de B a solucdo nutritiva propiciou maiores valores de gs (Figura 2) e
transpiracdo (E), indicando que condi¢Ges que propiciam maior producdo de matéria
seca também favorecem para maior fluxo transpiracional. Comportamento contrario,
menor condutancia estomatica e menor fluxo transpiracional, causaria reducdo da
concentracdo interna de CO, (Ci) e contribuiria para maior fotorespiracdo e,
consequentemente, maior producdo de H,O, (Noctor et al., 2002). A adicdo de B a
solucdo nutritiva, considerando apenas os tratamentos sem limitacdo hidrica, ndo causou
diferencas significativas entre os valores de Ci em ambos os clones. Por outro lado, nos
tratamentos com limitacdo hidrica, a adicdo de B propiciou maior Ci (Figura 2). Desta
forma, a adicdo de B ajuda a manter a Ci, nas plantas sob estresse hidrico, nos mesmos
patamares daqueles encontrados nas plantas sem estresse. Assim, o B contribui para
maior producdo de matéria seca, maior A, por favorecer suprimento adequado de CO; a
1,5-bifosfato carboxilase oxigenase. Segundo Reddy et al. (2004), uma das limitacdes
do déficit hidrico a producao vegetal € a reducéo da gs e Ci.

Diante do observado neste trabalho, espera-se que o B apresente importante
papel na producdo de biomassa de plantas de eucalipto cultivadas em condi¢bes com
baixa disponibilidade de &gua. E possivel que esse nutriente favoreca, em plantas sob
déficit hidrico, mecanismos que propiciam maior absorcao de agua, visto a maior g, E e

Ci observadas na plantas cultivadas na presenca de B e sob déficit hidrico. A maior
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Figura 2. Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (E) e
concentracdo interna de CO, (Ci), no clone sensivel e no tolerante ao déficit hidrico, em
funcdo da disponibilidade de B e do potencial hidrico da solucdo nutritiva. Cada barra
representa média de quatro repeticdes com respectivo erro padrao.

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula, para cada potencial hidrico da solucédo
(efeito da dose de B), e pela mesma letra minascula, para cada dose de B (efeito do
potencial hidrico da solucdo), ndo diferem entre si pelo teste F a 5 %.
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absorcdo de agua pode se decorrente do maior crescimento do sistema radicular -
apesar de néo ter sido observado neste trabalho -, da maior atividade de aquaporinas,
ajustamento osmotico. A producdo de matéria seca de raizes ndo foi influenciada pela
disponibilidade de B, possivelmente pelo curto periodo de tempo que as plantas foram
submetidas a omisséo desse micronutriente. Assim especula-se que as maiores taxas dos
parametros fisioldgicos foram decorrentes da maior atividade de aquaporinas, tendo em
vista a estreita relacdo dessas com o metabolismo de compostos fendlicos, assim como
0 B; ou do ajustamento osmatico, tendo em vista a influencia do B na atividade de H™-

ATPases e, consequentemente, na polarizagdo da membrana plasmatica.
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CONCLUSOES

e O déficit hidrico promoveu reducdo na producdo de matéria seca da parte aérea e
de raizes dos clones de eucalipto, tolerante e sensivel a esse déficit. A adicdo de
B a solugdo nutritiva propiciou incremento na producéo de matéria seca da parte
aérea e dos teores de B nos tecidos dos dois clones, independente da
disponibilidade hidrica.

e A adigdo de B sob condi¢des hidricas limitantes aumenta a produgdo de matéria

seca, principalmente no clone tolerante ao déficit hidrico.

e A adicdo de B propiciou maior taxa fotossintética, condutancia estomatica e

transpiracdo nos dois clones
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Capitulo 3 - Expressdo Génica em Clones de Eucalipto Influenciada pelo
Suprimento de Boro, Déficit Hidrico.

Resumo: A tolerancia a seca é uma caracteristica codificada por varios genes
que dificulta a selecdo de plantas tolerantes em programas de melhoramento genético.
Nas plantas ela controlada por mecanismos que atuam em conjunto ou isoladamente
para tolerar periodos de déficit hidrico. Gendtipos que diferem em tolerancia ao deficit
hidrico apresentam diferencas qualitativas e quantitativas na expressao génica quando
submetidos a periodos de seca. Neste trabalho objetivou-se identificar genes
diferencialmente expressos em dois clones de eucalipto em funcdo da disponibilidade de
B e 4gua. Dois clones de eucalipto, um sensivel e outro tolerante ao estresse hidrico,
foram cultivados em solugdo nutritiva sem ou com 15 umol L™ de B, nos potenciais de
aproximadamente 0 ou -1,5 MPa. Apos 10 dias, amostras de folhas e raizes, de
aproximadamente 1 g, foram colhidas para extragdo de RNA. Foram selecionados
quatro genes relacionados ao transporte de B e poliois, e outros quatro relacionados a
sintese de parede celular, sendo estes detectados por meio RT-PCR. Os genes
relacionados ao transporte de B e polidis e os genes relacionados a sintese de parede
celular apresentaram maior expressdo relativa nos tecidos radiculares do clone tolerante
quando esse foi cultivado sob déficit hidrico, na presenca de B. A maior expressdo dos
genes PtrPLT e MaT2, transportadores de poliois, pode estar relacionada com a
importancia desses na sintese de parede celular, por propiciar adequado suprimento de
carbono organico como fonte de energia e, ou, esqueleto carbdnico. Os genes BOR1 e
BOR2, transportadores de B relacionados ao efluxo desse elemento para o floema,
também mostraram maior expressao relativa no clone tolerante, sugerindo maior
acumulo de B na parte aérea nesse clone. Sugere-se que 0s genes das duas classes estdo
envolvidos na sintese de parede celular nas plantas; primeiro, a maior expressao de
transportadores de polidis contribui com o suprimento de carbono; segundo, 0s
transportadores de B védo propiciar adequado suprimento desse nutriente, que esta
relacionado com dimerizacdo de compostos pécticos constituintes da parede celular e,
terceiro, efeito direto da maior expressao dos genes relacionados a sintese de parede
celular. Assim, os genes de uma classe podem colaborar sinergicamente com genes
envolvidos em outras atividades metabdlicas. Salienta-se que 0s genes apresentaram

maior expressdo relativa na raiz, sinalizando maior crescimento do sistema radicular,
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estratégias para maior aquisicdo de nutrientes e agua, contornando o0s problemas

causados por longos periodos de estiagem.
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Chapter 3 — Gene expression in eucalypt clones influenced by boron supply and
water stress

Abstract: Drought tolerance is a plant trait controlled by several genes, what
makes the breeding programs more difficult. This plant characteristic is thought to be
controlled by mechanisms working in tandem or even isolated to achieve drought
tolerance. Genotypes showing different drought tolerance have differences in their gene
expression patterns when submitted to drought period. This work aimed identifying
genes with different expression rates in two eucalypt clones influenced by B and water
availability. Seedlings of two Eucalyptus urophylla clones, one sensible (3334) and the
other tolerant (3335) to water stress, were cultivated in a nutrient solution with two B
rates (0 and 15 pmol L™) and two water potential (0,05 and 15 Mpa). Ten days after
beginning treatment applications, 1 g of leaf and root samples, were collected for RNA
extraction. Four genes related to the B and polyol transport, and four genes related to
cell wall synthesis were selected, and analyzed by RT-PCR. The genes related to B and
polyol transport and the genes related to cell wall synthesis showed higher relative
expression in root tissues in the tolerant clone when cultivated under water stress and B
supply. Higher of polyol transporters expression (PtrPLT and MaT2 gene) could be
related to genes importance on cell wall synthesis, as these genes could favor an
adequate supply of organic carbon as energy source and carbon backbone. The BOR1
and BOR2 genes encode for B efflux and are the transporter responsible for the xylem
loading. These genes showed higher relative expression in the tolerant clone indicating
a higher B accumulation in the shoot as compared with the sensible. It is suggested that
the genes for both functions are related to cell wall synthesis; first, higher expression
level of the polyol transporters could contribute to carbon supply to the root system;
second, the B transporters could favor an adequate supply of this micronutrient, which
form a cross-link with pectin compounds in the plant cell walls; third, a direct effect of
the genes related to the cell wall synthesis. Thus the genes involved in a one function
could have influence on those genes performing another metabolic function.
Furthermore, these genes have shown high expression levels in the roots, signaling for a
higher root system development, strategy for an improved water and nutrient

acquisition, overcoming problems related to long drought periods.
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INTRODUCAO

Estresses abidticos estdo entre as principais causas da baixa produtividade
agricola reduzindo em mais de 50 % a produtividade das plantas cultivadas. Dentre
esses, destaca-se o déficit hidrico. No Brasil, o déficit hidrico é o principal fator
limitante da produtividade do eucalipto, mesmo das espécies consideradas tolerantes a
este déficit. Atualmente, as florestas plantadas vém expandindo para areas consideradas
marginais, caracterizadas pela baixa disponibilidade de agua e nutrientes, como as
regides norte e noroeste de Minas Gerais. Essas areas apresentam severos problemas
com a seca e solos com baixa fertilidade natural, o que tem causado o aparecimento de
deficiéncias nutricionais, notadamente de B. Sintomas de deficiéncia deste nutriente séo
mais frequentes em areas com baixa disponibilidade hidrica (Shorrocks, 1997), por
reduzir o seu transporte as raizes.

A seca de ponteiros em plantas de eucalipto, um dos sintomas tipicos da
deficiéncia de B, é decorrente de deformacgdes dos meristemas apicais causadas pela ma
formacdo da parede celular (Bolafios et al., 2004). Além da seca de ponteiros, a
deficiéncia de B pode influenciar processos fisiolégicos como, por exemplo, transporte
de acucares, lignificacdo, sintese e estruturacdo da parede celular, metabolismo de
carboidratos, RNA, acido indolacético, fendis, ascorbato e integridade da membrana
plasmatica (Cakmak & ROmheld, 1997). Os primeiros sintomas de caréncia deste
micronutriente na planta manifestam-se em nivel de organizacdo de parede celular
priméaria e lamela média (Ishii et al., 2001; Silva et al., 2008) e, em decorréncia disso,
ha seca de ponteiros. Até 90 % do B absorvido pelas plantas encontra-se localizado na
parede celular (Loomis & Durst, 1992) e grande parte do B na parede celular encontra-
se na forma de complexos cis-diol de borato-éster, responsaveis pela dimerizacdo de
compostos pécticos ramnogalacturonanos I e Il (RGI e RGII) (O'Neill et al., 1996; Ishii
et al., 2001). A habilidade de formar ligacdes boro-diésteres com grupamentos hidroxil
dos carboidratos e, ou, glicoproteinas favorece a ligacdo cruzada entre o0s
polissacarideos de parede celular (Loomis & Durst, 1992). Como o B faz parte do
componente péctico RGII e a rede péctica representa o principal componente estrutural
de manutencdo no apice do tubo polinico, esse elemento torna-se principal o

micronutriente na maioria dos meios de cultura para germinacdo de polén (Delmas et
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al., 2008). Além disso, esta associado ao controle de fluidez de membrana e manutencao
da conformacdo de canais e transportadores de ions, e enzimas por realizar ligacdo a
glicolipideos e glicoproteinas.

Os polidis, também chamados de alcool-agucares, podem apresentar molécula
linear (poliol aciclico ou alditol) ou ciclica (poliois ciclicos ou ciclitois), sdo formas
comuns de aglcares em muitas plantas e outros organismos (Noiraud et al., 2001). Os
polidis sdo solutos ativos osmoticamente, notadamente em resposta a estresses
abidticos, de forma a compensar reducdo no potencial hidrico aumentando, assim, a
tolerancia a déficit hidrico (Pommerrenig et al., 2007). Também, podem proteger a
célula e enzimas contra o estresse oxidativo (Yancey, 2001), e aumentar mobilidade do
B na planta (Bellaloui et al., 1999; Lehto et al. 2004; Tanaka & Fujiwara, 2008). Seu
transporte a longa distancia através do floema tem sido demonstrado em plantas e, em
algumas espécies, pode ser o principal acucar transportado neste tecido vascular
(Noiraud et al., 2001). Alguns transportadores de poliois tém sido identificados e
caracterizados em Arabidopsis thaliana, como AgMaT2 (Juchaux-Cachau et al., 2007) e
AtPLTS (Klepek et al., 2005). Entretanto, evidéncias da fungdo destes dois
transportadores ainda séo circunstanciais, de forma que o seu papel fisiolégico nédo esta
ainda demonstrado.

Recentemente se tem identificado genes relacionados na eficiéncia do uso do B.
Inicialmente, em 2002, foi isolado um mutante com menor teor de B, cujo gene, recém
clonado, corresponde a um transportador de efluxo, denominado AtBORL1, responsavel
pelo carregamento do xilema, protegendo os meristemas apicais contra a deficiéncia de
B (Takano et al., 2002; Takano et al., 2006). Outra proteina componente da membrana,
denominada NIP5:1, foi identificada como canal de absorcdo de B. Esta tem papel
crucial no crescimento e desenvolvimento de Arabidopsis sob condicGes limitantes de B
(Takano et al., 2006). Usando a subtracdo diferencial de cDNAs, Kobayashi et al.
(2004) identificaram 13 genes induzidos por baixo suprimento de B em tabaco, muitos
deles associados com mecanismo antioxidativo. Assim, esses autores propuseram que a
deficiéncia de B pode causar desbalanco no potencial redox celular.

A toleréncia a déficit hidrico e uma caracteristica controlada por varios genes
dificultando programas de melhoramento genético. Adicionalmente, a selecdo de novos
clones visa, principalmente, ao aumento da produtividade sem muita preocupacdo com a
selecdo de plantas tolerantes a déficit hidrico. Trabalhos de melhoramento também tém

sido limitados pela complexidade das caracteristicas que conferem a tolerancia a déficit
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hidrico, baixa variancia genética dos componentes que definem o rendimento sobre
condigdes de estresse e a falta de técnicas eficientes de selecdo (Blum 1998; Blum et al.
1999).

A técnica de RT-PCR, PCR em tempo real, é altamente sensitiva, permitindo a
deteccdo de genes com baixa expressdo apresentando, também, capacidade para detectar
a maioria dos fatores transcricionais (Holland, 2002). Em razdo de se desconhecer o
nivel de expressdo dos genes relacionados a disponibilidade hidrica e de B, esta técnica
foi adotada por possibilitar a analise de genes pouco expressos e a identificacdo dos
padrdes de expressdo desses genes. Isso possibilita 0 conhecimento dos mecanismos
relacionados a adaptacdo de plantas de eucalipto ao déficit hidrico e pode contribuir
para a selecdo de clones mais apropriados e eficientes em condi¢des ambientais de baixa
disponibilidade de agua e B, como em muitas areas onde essa cultura vem sendo
conduzida. Neste trabalho objetivou-se avaliar a transcricdo diferencial de genes entre
dois clones de eucalipto, um tolerante e outro sensivel a déficit hidrico, em razdo da

disponibilidade hidrica e de B.
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MATERIAL E METODOS

Material genético e desenho experimental

Dois clones de Eucalyptus urophylla, um sensivel e outro tolerante ao estresse
hidrico, foram selecionados para se avaliar o efeito da disponibilidade de B e da
restricdo hidrica sobre a tolerdncia a déficit hidrico. Mudas produzidas por
microestaquia foram inicialmente crescidas em solucdo nutritiva de Clark % forca
(Clark 1975), pH 5,5, e baixa disponibilidade de B (5 umol L™), em 12 bandejas com
10 L de capacidade, com quatro plantas de cada clone por bandeja. Ap6s um periodo de
aclimatacdo de 15 dias em condi¢bes de casa de vegetacdo, metade das plantas foi
transferida para solucdo de Clark com 15 pmol L™ de B e a outra metade para a mesma
solugdo sem B. Nesse momento, em metade das bandejas, iniciou-se a reducdo do
potencial hidrico da solugdo nutritiva pela adicdo gradual de PEG 6000, de forma que
ao final de sete dias obteve-se potencial hidrico de -1,5 MPa. A outra metade das
bandejas (plantas) teve potencial hidrico mantido proximo de 0 MPa (-0,05 MPa).
Assim, os tratamentos constituiram um fatorial 2 x 2 x 2 com quatro repeti¢cdes, com
dois materiais genéticos, um sensivel e outro tolerante ao estresse hidrico, duas
concentracdes de B, sem e com 15 umol L™, e dois potenciais hidricos da solug&o
nutritiva, 0 e -1,5 MPa. Apds a aplicacdo desses tratamentos, as plantas foram
cultivadas até que sintomas visuais de estresse hidrico fossem observados, como por
exemplo: murcha parcial das plantas ao entardecer. Constatada essa situacdo, amostras
de folhas novas e raizes de cada planta foram coletadas e imediatamente congeladas em

N liquido e armazenadas a -80 °C para posterior extracdo de RNA.

Para a RT-gPCR foram utilizadas duas amostras - compostas pela unido de trés

plantas - de cada tratamento, sendo cada amostra analisada em quadruplicatas.

Extracdo de RNA total

Um grama de cada amostra foi macerado em nitrogénio liquido e coletado em
dois tubos de microcentrifuga de 2,0 mL de capacidade. Em seguida, foi adicionado

1,2 mL de tamp&o de extragdo, composto por 2 mol L™ de NaCl, 25 mmol L™ de EDTA,
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200 mmol L™ de Tris (pH 8,0), 20 mmol L™ de borato de sédio, 2 % de PVPP (p/v),
2 % de CTAB (p/v), 1 % de LSS (p/v), e 2 % de b-mercaptoethanol (v/v). A amostra
foi homogeneizada com o tamp&o com auxilio de vortex e incubada a 65 °C em banho
de &gua por 10 min. Depois da incubacdo o material foi centrifugado a 15,000 g por 15
min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e transferido para novo tubo contendo 10 mL
de fenol saturado/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1, viv, pH 4.5). Em seguida,
cada amostra foi agitada em vortex e centrifugada a 12,000 g por 10 min a 4 °C. O
passo anterior foi repetido até que o sobrenadante ficasse totalmente limpo, coletando-o
em novo tubo que foi centrifugado a 12,000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante, que
foi coletado e transferido a um tubo de microcentrifuga, foi homogeneizado com 50 pL
de NaAc 3 mol L™ (pH 5,3) e, finalmente, adicionado um volume de isopropanol a -20
°C. A mistura foi incubada a -20 °C por pelo menos 10 min, seguindo-se centrifugacéo a
15,000 g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi imediatamente descartado e o pelet
enxaguado com etanol 75 %, e secado a temperatura ambiente. Depois, 0 pelet foi
ressuspendido em 50 pL de agua tratada com DEPC e armazenado a -80 °C até o
momento do uso (Wand et al., 2007)

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro e sua concentracéo ajustada
para 300 ng uL™. Sua integridade fisica foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
a 1% (Wilson e Walker, 2000).

Sintese de cDNA

Com o objetivo de eliminar o DNA contaminante, foi realizado o tratamento
com DNAse | (2 ug para gRT-PCR), numa reacdo contendo os seguintes reagentes: 0,5
U de DNAse | (RQ1 RNase-Free DNase; Promega); tampéo de reacdo 1X, completando
com agua estéril tratada com DEPC (dietil-pirocarbonato) para o volume final de 10 pL.
Depois, se procedeu a incubacdo a 37 °C por 45 min. A inativacdo da DNAse ocorreu
mediante a adicdo de solucdo de parada (RQL1 DNase Stop Solution: Promega) e
incubacdo a 65 °C por 10 min. Neste ponto, a solucdo pode ser armazenanda a -80 °C ou

imediatamente transferida para banho de gelo para realizacdo da etapa a seguir.

Para a sintese de cDNA foi utilizado o kit Superscrip Il (Invitrogen) tomando-se
com base as instrucdes do fabricante. Para cada reacdo foram utilizados 11 pL do

produto do tratamento com DNAse I; 500 ng de oligo-dT s € 1 puL de dNTPs (10 mmol
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L™ cada), incubando a 65 °C por 10 min e em gelo por 1 min. Em seguida, foram
adicionados 9 pL da mistura composta por: 2 puL de tampéo de reagdo 10X, 2 puL de
MgCl, 50 mmol L™, 2 L de ditiotreitol 100 mmol L™, 1 pL de RNAseOUT inhibitor
(Invitrogen) e 1 uL de agua. Depois de uma breve centrifugacao, a solucdo foi incubada
a 42 °C por 2 min, e 1,5 pL da enzima transcriptase reversa Il (200 unidades) foi
adicionado, seguido de incubacdo a 42 °C por 1 h. A inativacdo da enzima ocorreu a
72 °C por 15 min. Em seguida, foi colocada em gelo. Uma amostra controle (sem a
enzima de transcricdo reversa) foi adicionada e no final foi avaliada a eficiéncia da

reacdo por PCR com primer constitutivo de Riboproteina 35S de Eucalyptus.grandis .

Analise da expressdo diferencial dos fragmentos transcritos por RT-qPCR

Foram selecionados oito genes candidatos, buscando-se informag6es de fungéo e
sequéncias no GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov), e os primers foram elaborados,
com auxilio do programa Primer Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/), para tamanho aproximado de 19 a 20 bases, Tm (temperature melting) entre 54 e
60 °C, produzindo amplicons entre 80 e 140 pares de base. Foram usados como primers
para genes constitutivos proteina ribossomal (RPtnL23A) e H2B (histona 2B) como
genes de referéncia. Todos os primers (Quadro 1) foram utilizados numa concentragdo
final de 0,12 pmol L™ de cada em reacBes simplex. As reagbes de PCR foram
compostas por 2,0 pL de tampao (10X High Fidelity PCR Buffer- Invitrogen), 1,2 pL de
MgCl, 50mmol L?, 0,045 pL de dNTPs (10 mmol L™ cada), 0,04 pL de ROX
(Invitrogen) , 0,08 uL de BSA (soro albumina bovino), 2,0 puL de SYBR Green 1:10.000
(Invitrogen) e 0,05 pL de Taq Platinum 5U pL™ (Invitrogen). O volume final foi
completado com agua para obter 20 uL em cada reacdo. A PCR em tempo real foi
realizada em equipamento Step-One Plus (Applied Biossystems, Foster City, E.U.A.).

A validacdo de primers pela curva padrdo relativa foi realizada utilizando-se
quatro réplicas de laboratorio para cada amostra. O produto da reacdo de cDNA foi
diluido de forma a obter concentracdo de 1, 5, 25 e 125 vezes menor que a inicial. Foi
utilizado 0,28 pL de solucdo de cDNA em cada reacdo. O programa de PCR foi
ajustado para 90 °C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 s, 60 °C por 1 min,

para o estagio de amplificacdo. Foi realizado, também, um ciclo de 60 °C elevando-se a
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Quadro 1. Nome, nimero de acesso e sequéncia dos primers utilizados

Nome N acesso do GenBank Seq 5°/3°
Genes constitutivos
RPtnL23A for db 28432294 - Eucalyptus grandis — AAGGACCTGAAGAAGGACA
RPtNL23A rev proteina ribossomal LA23 (RPINLA23) oot AATCTTCTTCATCGCA
H2B For AY263810 - Eucalyptus globulus — GAGCGTGGAGACGTACAAGA
H2B rev Histona 2B (H2B) GGCGAGTTTCTCGAAGATGT
Genes relacionados a transporte de ions e compostos organicos
PtrPLT for XM_002313773.1 - Populus trichocarpa  TGGTTGGTCGCTTTGTCGCC
PtrPLT rev —transportador de poliol (PrPLT) CCACGGGAAGAGGCTGGAGA
MaT?2 for Gb EU579526.1- Citrus sinensis — ACCCCTCCACTTAGGCTGGC
MaT2 rev transportador de manitol (MaT2) CGAGTCGGCCTTGCATCACC
BOR1 for FJ263935.1 - Vitis vinifera — ATCGACAAATGCAGACCCCG
BOR1 rev transportador de boro (BOR1) TCGTCAACCGGGGCATTGAG
BOR2 for AY070067.1 - Arabidopsis thaliana — CGACCACGCGTCCGAGAATC
canal trocador de anion
BOR2 rev (ATBOR2/BOR?2) ACGACAGCGAGTCCACCCTC
Genes relacionados a parede celular
RHM1 for XM_002331265.1- Populus trichocarpa - AGGCACTGGCTCTCCTCGAA
RMHL. rev dTDP-Dglicose 4,6-dehydratase AACTTCCCCAGCAGACCCCC
GTPS for AY278316.1 - Populus alba ecotype 6K3  TTCCTGCACTGGAGAAGGTGG
GTP8 rev —glicosil transferase 8 A gene TCCATGCAGGTCTCAACTGCTC
GTP47 for AY935506.1- Populus tremula x Populus  GGGCTGGCTCGTAAGTTGCC
tremuloides — familia 47 da
GTP47 rev glicosiltransferase AGGTCCCCAACTGGTCCTGC
PMES3 for DQ376133.1 - Eucalyptus globulus GAACCGCAAGGACCCGAACC
subsp. Globules — pectina methilesterase
PME3 rev (PME3) GGAAGCTCCCGTTTGAGGCG

temperatura em 0,2 °C a cada 20 s até atingir 95 °C, para determinar os estadios da
curva de dissociacdo. Da mesma forma que os primers alvos, os constitutivos, proteina
ribossomal (RPtnL23A) e histona 2B (H2B), foram testados para detectar a
homogeneidade de amplificacdo entre as repeticdes. Foi determinado o desvio padrdo
de cada tratamento para os dois primers escolhendo-se aquele que mantivesse maior
eficiéncia de amplificacdo e menor variacdo no valor do Ct (cicle treshold) médio
(Quadro 2).

Foram aceitos conjuntos de primers com resultados de coeficiente de
determinacdo acima de 95 %, variancia abaixo de 15 % e eficiéncia de amplificacdo
entre 90 e 100 %. Sloop com valor de aproximadamente -3,0, de acordo com as

recomendacdes do fabricante do instrumento (Applied Biossystems, Foster City, EUA).
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Para a anélise de dados da gRT-PCR foi usado o software Step-One Plus versao
2.0 (Applied Biossystems, Foster City, EUA). Os valores do Ct das réplicas de
laboratorio foram calculados pelo método de quantificacéo relativa dos niveis de copia
de amplificacdo (Ali-Benali et al., 2005). Foi usado como controle o primer que
apresentou menor variancia entre os tratamentos, indicado pela analise do programa
geNorm, segundo orientagdes de Vandesompele et al. (2002). Como referéncia foi
utilizada a amostra do gendtipo sensivel cultivado sem déficit hidrico e suplementado
com B. A mudanca do nivel de amplificacdo do cDNA do gene alvo foi analisada pela
comparacdo relativa com o gene enddgenos, segundo Nicot et al. (2005). A
homogeneidade dos dados foi avaliada por meio de andlise de variancia e teste de
homogeneidade de Bartlet ao nivel de 5 %. O nivel de expressdo foi calculado pela
formula seguinte: = 24, em que ““'= (ACr do alvo) - (ACr do gene endégeno).

O padré@o de co-expressao dos genes, foi avaliado por analise de correlagdo de
Spearmann. Foi possivel detectar a redundancia de ativacdo da transcricdo génica em
resposta ao genotipo e ao déficit hidrico e suplementacdo com B. O grau de
dissimilaridade entre os genes foi detectado pelo ordenamento por grupamento
hierarquico por meio de analise de variancia multivariada (MANOVA), em clusters,
pelo método de ligacdo divisivo e encadeamento medio em distancias euclidianas (raiz
quadrada da soma dos quadrados das diferencas dos valores para cada variavel).
Representou-se a média dos grupos em um gréafico de perfis de medias.

As analises estatisticas foram realizadas no programa STATISTICA 8.0 (Statsof®,
2009) e no aplicativo Microsoft Office Excel 2007.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinagéo dos genes constitutivos

Da mesma forma que os primers alvos, os constitutivos foram testados para
detectar a homogeneidade de amplificacdo entre as repeticdes. Os valores de Ct e desvio
padrdo para 0S genes constitutivos, proteina ribossomal (RPtnL23A) e histona 2B
(H2B), mostraram-se adequados para ambos 0s genes, porém devido aos menores
valores de desvio padrdo para o gene RPtnL23A (Quadro 2) indicam maior eficiéncia de
amplificacdo deste gene.

Os resultados de analise variancia sugerem que o par de primers da Ribo,
manteve expressao mais estavel e com menor variagdo, em relagcdo aos primers H2B,
com valor de estabilidade de 0,1243 e 1986, respectivamente. Desta forma, utilizaram-
se 0s resultados do gene Ribo na analise comparativa de expressdo relativa dos genes

alvos
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Quadro 2. Valores de Ct e desvio padrdo dos primers constitutivos da
Ribonucleoproteina (Ribo) e da Histona 2B (H2B) dos clones sensivel e tolerante ao
estresse hidrico influenciados pela disponibilidade de &gua e de B

Clone Y Boro Ribonucleoproteina (Ribo) Histona 2B (H2B)
-MPa- pmol L™ Cr médio Desvio Padrdo Cr médio Desvio Padréo
------------------------------ Folha----------=mm oo
0 15 29,86 0,326 31,09 0,989
E 0 0 29,67 0,638 30,54 0,850
g 15 15 29,33 0,983 31,72 0,845
15 0 29,29 0,856 31,03 0,991
0 15 29,09 0,729 31,55 1,670
% 0 0 29,32 0,930 28,62 4,040
% 15 15 29,26 0,832 32,82 2,405
- 15 0 29,49 0,554 29,49 0,554
Raiz
0 15 29,57 0,878 30,74 0,703
El 0 0 29,69 0,728 29,84 1,099
g -15 15 29,97 0,376 30,43 1,038
-1,5 0 28,69 0,230 29,04 1,100
0 15
29,58 0,478 29,26 1,033
% 0 0 29,36 0,563 30,40 1,045
§ -1,5 15 29,29 0,516 28,30 1,014
-1,5 0 29,06 0,425 29,84 0,744
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Anédlise da expressao dos genes relacionados ao transporte de ions e compostos
organicos

Dos genes relacionados ao transporte de ions e polidis, 0 que apresentou maior
expressédo diferencial foi o transportador de polidis PtrPLT, com expressédo relativa de
1,28 e 3,55 no clone tolerante e sensivel a déficit hidrico, respectivamente (Figura 1).
Esse gene teve sua expressao relativa aumentada no clone tolerante, pela adi¢éo de B,
nas plantas submetidas ao estresse hidrico, em 2,4 e 8,1 vezes na folha e na raiz,
respectivamente, quando comparadas as do clone sensivel (Figura 1). De forma
semelhante, o gene AtPLT5, da mesma familia do PtrPLT, apresentou forte expressao
relativa na raiz quando comparada a tecidos foliares, semelhante aos resultados obtidos
por Klepek et al. (2005). Esses autores verificaram que esse transportador é localizado
na membrana plasmatica e que estd relacionado ao transporte de poliois alifaticos,
ciclicos e de hexoses e pentoses. Esses transportadores s@o responsaveis pelo
carregamento floematico de sorbitol e manitol (Noiraud et al, 2001) ou pela
transferéncia desses compostos do floema para outros tecidos (Juchaux-Cachau et al.,
2007). Segundo Klepek et al. (2010) esses transpor- tadores podem estar envolvidos na
sintese de parede celular por propiciar adequado suprimento de C organico como fonte
de energia e, ou, esqueleto carbonico.

A mobilidade floematica do B varia entre espécies sendo considerado imével em
algumas plantas, como tomateiro (Oertli, 1993) e movel em outras como macieira e
pereira (Brown & Hu, 1996). O possivel mecanismo de transporte do B no floema é por
meio de complexos B-poliol. Lehto et al. (2004), trabalhando com Pinus silvestris e

Picea ables, mostraram elevada mobilidade floeméatica de B em ambas espécies e
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Figura 1. Analise quantitativa da expressdo dos genes; transportador de polidis PtrPLT,
transportador de manitol (Mat2), transportador de boro (BOR1 e BOR2) nos clones de
eucalipto sensivel e tolerante ao déficit hidrico e em resposta a disponibilidade de B e
ao déficit hidrico.
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concluiram que essa mobilidade foi em decorréncia da complexacdo do nutriente com
polidis. Assim, os transportadores de polidis podem ter dupla funcdo na sintese de
parede celular nas plantas: primeiro, pelo suprimento de C, conforme ja discutido e,
segundo, pelo suprimento de B, visto o papel desse nutriente na dimerizacdo de
compostos pécticos constituintes da parede celular (Ishii et al., 2001).

Outros genes da classe transportadores de ions que tiveram sua expressao
aumentada pela adicdo de B no clone tolerante a déficit hidrico, cultivado sob restricéo
hidrica, foram os genes BOR1 e BOR2. Esses genes apresentaram maior expressao nos
tecidos radiculares em comparacdo com os foliares (Figura 1), possivelmente em razdo
de estarem envolvidos no carregamento do xilema. Segundo Nakagawa et al. (2007)
BORL1 é um transportador com atividade de efluxo de B, localizado na membrana
plasméatica e é expresso em tecidos foliares e, principamente, radiculares. O
carregamento do xilema inclui dois transportadores de membrana: 1) relacionado a
absorcdo do nutriente pelas células da epiderme e do cértex e, 2) relacionado ao efluxo
do nutriente do periciclo para o xilema. Estudo com mutante de arabidopsis que teve o
gene BOR1 deletado de seu genoma mostrou menor teor de B na parte area do mutante,
em comparacdo com espécie selvagem (Takano et al., 2002). Esses autores sugeriram
que a absorcdo desse nutriente pelas plantas ocorre principalmente por transporte
passivo, pois a concentracdo de B nas células das raizes do mutante e da planta
selvagem era semelhante. Porém, como ja comentado, as plantas mutantes apresentaram
menor teor de B na parte area, indicando a importancia do carregamento xilematico no
acumulo deste nutriente. Além disso, plantas transformadas com o gene BOR1
apresentam maior translocacdo de B das raizes para a parte aérea, quando cultivadas em
condicBes de baixa disponibilidade desse micronutriente (Miwa et al., 2006). Esses
autores tambeém verificaram que plantas transgénicas mantinham suprimento adequado
de B para a producdo de sementes, mesmo em condicGes limitantes de B, enquanto
plantas selvagens, por ndo suprirem a parte area de forma adequada, ndo produziram
sementes viaveis.

Fato contrario a literatura foi a maior expressdo do gene BOR1 e BOR2 nas
plantas cultivadas na presenca de B, sugerindo que o acumulo desses transportadores €
positivamente influenciado pela disponibilidade desse elemento. Outros autores
sugerem que haveria maior expressao desses genes em condicdes de deficiéncia de B
(Nakagawa et al., 2007). Adicionalmente, foi demonstrado que o gene BOR1 é regulado

pos-transcricionalmente em resposta a disponibilidade de B (Takano et al., 2005). Esse
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mecanismo de regulacdo é importante, pois previne o acimulo excessivo desse nutriente

na parte aérea, em condicOes de alta disponibilidade de B.

Anélise da expressao dos genes relacionados a sintese de parede celular

Os genes relacionados a sintese de parede celular apresentaram maior expressao
génica relativa no tecido radicular do clone tolerante ao déficit hidrico, quando
comparada com o clone sensivel, principalmente quando cultivado sob restri¢do hidrica
e na presenga de B (Figura 2). O gene RHM1 esta relacionado com a conversdo de
dTDP-glicose a sTDP-rhamnose, componente do composto péctico rhamogalacturano 1
(RGI). A parede celular tem sua matrix construida com microfibrilas de celulose
firmemente ligadas com outros polissacarideos como, hemicelulose e pectinas. As
pectinas sdo as principais constituintes da lamela media das células vegetais e sdo
contituidas por polimeros de éacido galacturdonico, homogalacturano e
rhamnogalacturanos I e II (O’Neill et al., 1990). Semelhantemente, 0s genes da familia
glicosiltransferase tambeém estéo relacionados com a sintese de compostos pécticos. A
inativacao desses genes pode acarretar a perda de aderéncia entre células, tornando as
plantas mais sensiveis a desidratacdo (Bouton et al., 2002). Ja os genes da familia
pectina metiltransferase sdo responsaveis pela metilacdo dos grupamentos carboxil dos
compostos pécticos (Ishikawa et al., 2000). Segundo esses autores a pectina
metiltransferase catalisa a transferéncia do grupo metil de S-adenosil-L-metionina para

0 C 6 do &cido galacturénico.
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Figura 2. Analise quantitativa da expressdo dos genes; dTDP-D-glicose 4,6-dehidratase
— Rhamnogalacturonano sintase (RHM1), glicosil-transferase isoforma 8 (GTP8),
glicosil-transferase isoforma 47 (GTP47) e pectina metil esterase (PME3) nos clones de
eucalipto sensivel e tolerante ao déficit hidrico e em resposta a disponibilidade de B e
ao déficit hidrico.
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Co-expressdo dos genes em resposta ao déficit hidrico e disponibilidade de boro

A expressdao dos transportadores de polidis, PTrPLT e MAT2, nos tecidos
foliares e radiculares, apresentou forte correlacdo com a expressdo do transportador de
B - BOR2 na raiz, mas ndo na folha (Quadro 3). Isso sugere que esse transportador de B
é importante no carregamento do xilema, mas ndo no do floema. Os transportadores de
B avaliados neste estudo sdo classificados como de alta afinidade - do tipo efluxo - e
tém importante papel no transporte do B das células do periciclo para o xilema (Takano
et al., 2002; Nakagawa et al., 2007). Por sua vez, os dois transportadores de polidis
parecem ter importante papel no carregamento do floema, nas folhas, e por favorecer a
absorcdo, pelas células da raiz, desses acgucares-alcoois. Diferentemente dos genes
transportadores de B e poliois, os genes relacionados a sintese de parede celular nédo
apresentaram co-expressdo nos tecidos foliares (Quadro 3). Isso indica que, sobre
condicdes de déficit hidrico, situacdo onde esses genes apresentaram maior expressao
relativa (Figura 2), hd direcionamento de polidis para o crescimento radicular;
possivelmente, como forma de aumentar a capacidade das plantas em absorver agua.

Aparentemente, a expressdo dos genes RHM1 e PME3 na raiz é dependente do
aumento de atividade de transcricdo de todos os genes estudados relacionados ao
transporte, exceto BOR1 e BOR2 na folha (Quadro 4). O aumento da expressdo dos
transportadores esta envolvido diretamente com o aumento de atividade destes genes na
raiz e ndo na parte aérea, contribuindo entdo para a realocacdo dos produtos dos genes
de RHML1 e PMET no crescimento radicular. Maior taxa de crescimento radicular € uma
das estratégias que as plantas utilizam para maior aquisicdo de nutrientes e agua,
contornado os problemas causados por longos periodos de estiagem (Mottonen et al.,
2005). Todavia neste trabalho ndo foi constatado maior crescimento do sistema
radicular em razdo da adicdo de B a solucédo nutritiva (Capitulo 2); a falta de resposta do
sistema radicular a aplicacdo desse micronutriente pode ser em decorréncia do curto
periodo, vinte dias, que as plantas foram cultivadas auséncia desse micronutriente.
Adicionalmente, a analise quimica da planta mostrou que o teor de B nos tecidos da
plantas encontrava-se nas acima do normalmente encontrado para as plantas de
eucalipto (Mattiello et al., 2009b)
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Quadro 3. Matriz de correlagdo de Spearman do padrdo quantitativo de co-expresséo
dos genes relacionados com o transporte de B e polidis, e com a sintese e degradacdo da
parede celular nos clones de eucalipto sensivel e tolerante ao estresse hidrico
influenciados pela disponibilidade de B e déficit hidrico

Genes relacionados ao transporte de B e poliois

PtrPLT PrPLT  Mat2 Mat 2 BOR1 BOR1L BOR2 BOR2
Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz
PtrPLT
Folha 1.000
PtrPLT
Raiz 0.629 1.000
Mat 2
Folha 0.660 0.211 1.000
Mat 2
Raiz 0.853 0.644 0.711 1.000
BOR1
Folha -0.075 -0.458 0.595 0.093 1.000
BOR1
Raiz 0.568 0.687 0.636 0.630 0.243 1.000
BOR 2
Folha 0.454 -0.305 0.654 0.226 0.630 0.206 1.000
BOR 2
Raiz 0.853 0.753 0.727 0.954 0.123 0.814 0.240 1.000
Genes relacionados a sintese e degradacéo da parede celular
GTP8 GTP8 GTP47  GTP47 RHM1 RHM1 PME3 PME3
Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz
GTP8
Folha 1.000
GTP8
Raiz -0.114 1.000
GTP47
Folha 0.184 -0.172 1.000
GTP47
Raiz -0.069 0.991 -0.146 1.000
RHM1
Folha 0.687 -0.479 0.500 -0.438 1.000
RHM1
Raiz 0.071 0.950 -0.113 0.939 -0.286 1.000
PME3
Folha -0.066 -0.064 0.716 -0.068 0.079 -0.018 1.000
PME3
Raiz 0.151 0.816 0.247 0.820 -0.192 0.889 0.386 1.000

Ponto de corte, 70% de co-expressdo
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Houve interagcOes negativas entre os genes relacionados ao transporte de B e

polidis com o gene RHML1 na folha (Quadro 4). Isso indica que o gene RHM1 na folha
pode ser inibido por outro gene que, preferencialmente, se beneficiaria de maior taxa de
transporte de B e polidis, ou melhor: os produtos transportados podem ser direcionados
para as raizes e onde seriam utilizados.
Dos genes da classe dos transportadores, 0 BOR2 e o PtrPLT na raiz apresentaram, de
forma geral, maior interacdo com os genes relacionados a sintese de parede celular,
sugerindo, novamente, a importancia de adequado suprimento de B e polidis na sintese
de compostos formadores da parede celular. Adicionalmente, os genes relacionados a
sintese de parede estdo mais co-expressos nos tecidos radiculares, provavelmente pela
disponibilidade de substrato prontamente disponivel ou pelas condigdes de baixa
disponibilidade de agua para crescimento da parte aérea favorecendo, assim, o
crescimento do sistema radicular (Quadro 3). Os genes de ambos 0s grupos,
transportadores de B e sintese de parede celular, apresentaram melhor co-expressdo
quando se tomam como base o0s valores de expressdo génica relativa referente aos
tecidos radiculares (Quadros 3 e 4). De modo geral, os genes dos dois grupos
apresentaram boa taxa de co-expressao, indicando a necessidade de B e de polidis na
sintese da parede celular. Conforme ja discutido, o B esta relacionado com a
estruturacdo dos compostos pécticos, e os polidis podem servir de esqueleto carb6nico
ou fonte de energia ao metabolismo.

Os genes estudados apresentaram maior expressdo diferencial nos tecidos
radiculares do clone tolerante, quando cultivados na presenca de B e restricdo hidrica
(Quadro 5). Nenhum dos genes estudados apresentou expressdo génica significativa no
clone sensivel ou em tecidos foliares, com excec¢do do gene glicosiltransferase 8 (GTP8)
que apresentou elevada taxa de expressdao génica nos tecidos foliares do clone sensivel
(Quadro 5). Esses resultados sugerem que a tolerancia diferencial ao déficit hidrico por
esses clones pode estar relacionada com a maior capacidade de transporte de polidis e
B, como substrato para a sintese de parede celular, no clone tolerante. A RGII,
substancia péctica componente da parede celular, apresenta residuos de D-apiose em
sua estrutura que favorece a formacédo de ligagdes B-diéster (O’Neill et al., 1996). Esta
ligacdo € responsavel pela manutencdo da integridade da cadeia desse composto
péctico. O fato destes genes mostrarem maior expressao diferencial nas plantas
cultivadas sob restri¢do hidrica € mais um indicativo de sua participacdo na tolerancia a
déficit hidrico.
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Quadro 4. Matriz de correlagdo de Spearman do padrdo quantitativo de co-expresséo
dos genes relacionados com o transporte de ions e compostos organicos com interagdo
com genes relacionados a sintese e degradacdo da parede celular, nos clones de
eucalipto sensivel e tolerante ao déficit hidrico e em resposta a disponibilidade de B e
déficit hidrico

RHM1 RHM1 GTP8 GTP8  GTP47 GTP47  PME3 PME3

Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz Folha Raiz

PLT Folha - 0,724 -0,177 0,690 0,220 0,658 0,575 0,890
PLT Raiz 0,892 -0,165 0,976 -0,257 0,951 -0,112 0,718
MaT2

Folha 0,354 0,524 0,505 0,318 0,580 0,318 0,611 0,773
Raiz 0,817 -0,043 0,703 0,205 0,647 0,314 0,843
Folha 0,716 -0,207 0,740 0,443 -0,457 0,311 -0,005
Raiz 0,802 0,515 0,698 -0,136 0,683 0,016 0,759
BOR2

Folha 0,151 -0,094 0,322 -0,240 0,471 -0,244 0,771 0,309

BOR2
Raiz 0876 0109 0,785 0,123 0,734 0,270 | 0,892
Ponto de corte, 70% de co-expresséo.

h

Quadro 5. Classificacdo dos genes segundo a expressdo génica relativa elaborada a
partir das analises de cluster pela MANOVA em grupamentos hierarquicos

Clasificacdo 1° 2° 3° 4° 5" 6° 7° 8° 9°

Boro GTP8  GTP47 PME7 GTP8 PLT PLT BOR2 BORL RHM1
Yw pmolLY (35 ()35 (35 (H34 (H35 (N3 (N3 @35 ()35

0 15 6,527 4,673 2,572 1,000 2,349 3,492 2,040 2,362 1,769
0 0 1,250 1,247 4,251 | 7911 2,868 1,488 1,795 2,171 0,953
-1,5 15 21,178 19,405 11,996 4,743 5,291 6,518 3,751 3,337 3,769
-1,5 0 3,245 2,111 7305 2,733 5044 1335 2,849 1,986 1,802

Uma aproximacao das relacdes entre os genes envolvidos com o transporte de
B e polidis com aqueles envolvidos na sintese de parede na tolerancia a deficiéncia de B
e ao déficit hidrico seria: primeiro — 0s genes relacionados ao transporte de polidis e B
propiciariam tolerancia a deficiéncia de B, por favorecer maior absorcdo e
remobilizacdo de B e acUcares. A maior remobilizacdo desse nutriente permitiria
suprimento mais uniforme, entre as estacdes do ano, as regides meristematicas, com

maior demanda metabdlica por B, prevenindo a seca de ponteiros, ou seja, ma formacéo
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da parede celular em regiGes meristeméticas. Desta forma, na estacdo seca, época do
ano quando o transporte de B no solo é bastante reduzido em razdo da limitada
disponibilidade de &gua (Mattiello et al., 2009b) e os sintomas de sua deficiéncia séo
mais visiveis, haveria transferéncia desse nutriente das folhas velhas, crescidas na
estacdo chuvosa, 0 que propicia o suprimento adequado de B para regides
meristematicas; segundo — a acdo dos genes de ambas as classes propiciaria maior
tolerancia ao déficit hidrico (Figura 3). A maior expressdo do gene BOR1 nas plantas
cultivadas na presenca de B e sob déficit hidrico favoreceria o acimulo de B na parte
aerea (Figura 3), principalmente, nos periodos que o baixo contetdo de agua do solo
limita o transporte desse nutriente e manutencdo de altas taxas transpiracionais. O
acumulo de B na parte aérea sinaliza, nas plantas cultivadas sob restricGes hidricas,
maior expressdo dos genes envolvidos no transporte de poliois, nos tecidos foliares e
radiculares. A maior atividade dos transportadores de polidis nas folhas propiciaria
maior carregamento do floema (Noiraud et al., 2001) permitindo a redistribuicdo de
complexo B-polidl (Figura 3). O descarregamento do floema nos tecidos radiculares
seria facilitado pela maior expressdo dos genes PTrPLT e MaT2 nesses tecidos
(Juchaux-Cachau et al., 2007). Como ja discutido, esses transportadores podem estar
envolvidos na sintese de parede celular por propiciar adequado suprimento de C
organico como fonte de energia e, ou, esqueleto carb6nico (Klepek et al. 2010). Dessa
forma, a maior disponibilidade de poliois e de B nos tecidos favorece maior atividade
dos produtos dos genes envolvidos na sintese de parede celular. Os polidis supririam a
demanda por C-orgéanico e o B favoreceria a sintese de substancias pécticas, dado sua
capacidade de formar ligacGes boro-diéster, responsaveis pela dimerizacdo de
compostos pécticos ramnogalacturonanos (O'Neill et al., 1996; Ishii et al., 2001). Diante
do exposto, espera-se que a acdo conjunta desses genes, em clones de eucalipto
cultivados sob déficit hidrico e na presenca de B, contribua para maior crescimento do
sistema radicular, resultando em menor relacdo raiz:parte aérea, contribuindo para maior

aquisicao de agua e nutrientes em condicdes de baixa disponibilidade.
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Figura 3. Esquema das relacdes dos genes transportadores de B e polidis com 0s genes
relacionados a sintese de parede celular e com o crescimento radicular em clone de
eucalipto, tolerante ao déficit hidrico, cultivado sob estresse hidrico e presenca de B.
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CONCLUSOES

e Os genes transportadores de poliodis (PtrPLT, Mat2), transportadores de B
(BOR1 e BOR2), dTDP-D-glicose 4,6-dehidratase — Rhamnogalacturonano
sintase (RHML1), glicosil-transferase isoforma 8 (GTP8), glicosil-transferase
isoforma 47 (GTP47) e pectina metil esterase (PME3) apresentaram maior

expressao relativa no clone tolerante ao déficit hidrico.

e A presenca de B na solugéo nutritiva induziu maior expresséo génica apenas no
clone tolerante ao déficit hidrico, quando cultivado com condi¢cdo de limitada
disponibilidade de agua.

e Foi detectada maior expressdo dos genes relacionados a sintese de parede
celular, em relacdo a dos genes relacionados ao transporte de poliois e B na

planta.
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CONCLUSOES GERAIS

Os clones mais tolerantes apresentaram menores valores de discriminacgdo isotdpica
do 3C (A™*C), mortalidade e maior produtividade. A A**C em &rvores com cinco anos
de idade pode ser utilizada como indicador de gendtipos tolerantes a seca quando
cultivados sob baixa disponibilidade de dgua. Em condi¢des controladas, a adi¢cdo de B
a solucdo nutritiva propiciou maior producdo de matéria seca, taxa fotossintética,
condutancia estomatica e transpiragcdo, nos clone sensivel e tolerante ao déficit hidrico,
independente da disponibilidade de B. Porém, em condic6es de limitada disponibilidade
hidrica, a adicdo de B a solugéo nutritiva propiciou incremento de 50 % na producao de
matéria seca pela parte aérea do clone tolerante, enquanto no clone sensivel esse
incremento foi de apenas 23 %. Isso sugere que este micronutriente favorece a ativacao
de mecanismo(s) de defesa contra déficit hidrico. Os genes transportadores de poliol
(PtrPLT, Mat2), transportadores de B (BOR1 e BORZ2), dTDP-D-glicose 4,6-
dehidratase — Rhamnogalacturonano sintase (RHMZ1), glicosil-transferase isoforma 8
(GTP8), glicosil-transferase isoforma 47 (GTP47) e pectina metil esterase (PME3)
apresentaram maior expressao realativa no clone tolerante ao déficit hidrico. A adigéo
de B a solucgéo nutritiva propicia maiores valores de expressao relativa para estes genes.
Adicionalmente, hd maior expressdo dos genes relacionados a sintese de parede celular,
em relacdo a dos genes relacionados ao transporte de polidis e B na planta, indicando a

importancia da sintese de parede celular na tolerancia diferencial ao estresse hidrico.
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APENDICE

Quadro Al. Anélise da expressdo dos genes transportador de polidis (PtrPLT),
transportador de manitol (MaT2), transportador de boro (BOR1 e BOR2) por PCR em
tempo real nos clones sensivel e tolerante a seca em resposta a disponibilidade de boro e
agua em solucdo nutritiva

Clone Yy Boro PtrPLT MaT?2 BOR1 BOR2
-MPa- -uM- CT méd
------------------------------------------- Folha-------=--=-=mm oo
0 15 30.49(0,32) A 27.80(0,78) A 25.56(0,000 A 2585(0,72) A
[ 0 0 29.64 (1,04) B 26.81(0,27) B 24.23(0,21) B 25.02(0,24) B
% -15 15 29.03(0,77) B 26.95(0,32) A 2450(0,47) A 24.68(058) A
? -15 0 29.07(0,50) B 26.96(0,29) A 25.02(0,30) A 24.76(0,80) A
0 15 28.51(0,26) B 26.92(0,53) A 24.65(0,18) A 24.84(0,60) A
% 0 0 28.52 (0,27) B 26.78(0,47) A 2437(0,42) B 2458(0,87) B
< -15 15 2755(0,40) D 26.48(0,39) B 25.12(0,30) A 24.86(0,67) A
- -15 0 27.78(0,22) D 26.66(0,29) B 24.48(0,09) B 2453(0,73) B
Raiz
0 15 29.03(1,24) A 29.78(0,32) A 27.81(0,76) A 31.80(0,31) A
§ 0 0 29.24(0,93) A 29.47(0,14) A 26.49(0,51) C 30.75(0,50) C
% -15 15 29.74(1,41) A 30.12(0,29) A 27.09(0,49) C 31.52(0,38) C
? -1,5 0 29.10(0,89) A 29.73(0,29) A 26.49(0,39) A 31.73(0,32) A
0 15 B B
@ 27.27(1,80) C 29.57(0,200 A 26.65(0,48) 30.83 (0,22)
% 0 0 28.31(1,91) A 29.61(0,24) A 26.59(0,12) B 30.76 (0,35) B
L -1,5 15 26.04 (1,48) E 28.50(0,200 B 25.91(0,200 C 29.64(0,37)
-1,5 0 28.10(1,60) A 28.36(0,33) A 26.37(0,61) B 29.84(0,25) B

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas significativas entre a
determinacgdo de Ct médio dos transcritos pelo teste Scott-Knot a 5 % de probabilidade.
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Quadro A2. Andlise da expressdo dos genes pectina-acetil-esterase (PAE2), glicosil-
transferase isoforma 8 e 47 (GTP8 e GTP47), dTDP-D-glicose 4,6-dehidratase —
Rhamnogalacturonano sintase (RHM1) e pectina metil esterase (PME3) por PCR em
tempo real, nos clones sensivel e tolerante & seca em resposta a disponibilidade de boro
e 4gua em solucéo nutritiva

Clone Yy Boro RHM1 GTP8 GTP47 PME3
MPa uM CT méd
Folha
0 15 22.49(0,28) A 29.91(0,35) A  26.44(0,60) A  23.10(064) A
g 0 0 21.68(0,33) B 26.90(1,000 D  26.18(0,91) A  2235(094) B
g -1,5 15 22.33(0,27) A 2750 (1,19) C 26.51(0,43) A  22.74(0,69) A
-1,5 0 21.99(0,21) A 27.96 (0,38) B 26.08(0,84) A 2172(038) B
0 15 22.30(0,42) A 28.68(0,60) A  26.46(0,82) A  2217(0,74) A
% 0 0 22.22(0,36) A 27.46 (0,69) C 25.86(0,96) A  2156(045) B
§ -1,5 15 22.50(0,31) A 27.76 (0,86) B 25.99(052) A 22.00(0,79) A
-1,5 0 22.28(0,12_ A 29.21(0,78) A  25.86(0,32) A  21.38(0,27) C
Raiz
0 15 29.14(0,97) A 30.12(1,51) A  26.65(1,200 A  29.44(0,88) A
E 0 0 28.47(0,46) B 29.62(1,56) A  26.00(1,60) A  27.16(0,95) E
§ -15 15 29.04(0,93) B 30.43(1,67) A  27.00(0,84) A  28.04(1,01) D
-15 0 28.36 (0,54) A 30.15(0,84) A  25.16(0,14) B 26.90(091) D
0 15 28.46 (0,48) B 27.62(083) D  2451(088) C 28.27 (0,07) C
% 0 0 29.04(0,77) A 29.65(1,19) A  26.11(1,35) A 27.15(082) E
§ -15 15 27.06 (0,52) C 25.78(0,49) E 22.24(062) D  2559(1,37) G
-15 0 27.89(0,60) B 28.13(0,84) C 25.11(1,00) B 26.11(0,73) F

Letras diferentes na coluna

indicam diferencas estatisticas significativas entre a

determinacdo de Ct médio dos transcritos. ANOVA fatorial com separacdo de medias
pelo teste Scott-Knot a 5%.
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