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RESUMO

REIS, Barbara Elias dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2011.
Expressao de genes relacionados a tolerancia do eucalipto a seca influenciada pelo boro.
Orientador: Nairam Félix de Barros. Co-orientadores: Ivo Ribeiro da Silva e Marcelo Ehlers
Loureiro

Com a valorizacdo das areas de cultivo de culturas agricolas e a reducdo de areas
disponiveis, o eucalipto passou a ocupar as areas marginais como as regides com baixa
pluviosidade e solos com baixa capacidade de retencdo de umidade e baixa fertilidade. No
periodo de seca, as plantas sdo submetidas ao déficit hidrico e os principais sintomas
normalmente observados sdo a seca dos ponteiros, decorrente da deficiéncia de boro (B),
seguida do lancamento de brotacdo lateral, e, ou, dessecacdo de folhas, da base para o apice
das arvores. A intensidade desse sintoma e os disturbios observados sdo genotipo-dependentes
sendo um indicativo de tolerdncia diferencial & seca em eucalipto. Além das principais
funcdes do B, tem-se observado que o suprimento adequado de B em periodos de seca
mantém a taxa de crescimento além de aumentar a expressao de genes de sintese de parede e
transportadores de B, sendo particularmente maior em raizes, de clone de Eucalyptus sp.
tolerante a seca. Dessa forma, neste trabalho objetivou-se avaliar a contribuicdo do B na
transcricdo diferencial de genes relacionados a sintese e alteracdo de parede celular (PME3 e
GTP8), absorc¢do e transporte do B (BOR cl6871, BOR5 e BOR2) em gendtipo de eucalipto
submetido ao estresse hidrico. Para isso, quatro mudas de um clone de Eucalyptus urophylla
tolerante a seca foram aclimatadas em solugéo nutritiva de Clark (Clark 1975) com pH 5,5 e
disponibilidade de 'B (99 atom %) igual a 5 pmol L™}, em 24 bandejas com 10 L de solugéo

sob constante aeracdo. Apos 30 dias em condigdes de casa de vegetacdo, separaram-se as
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plantas em dois grupos. Em dezesseis bandejas, as plantas foram mantidas em solucdo de
Clark, sem B na solucdo, e em oito bandejas elas foram crescidas em solu¢do com 15 umol L
! de 1B (99 atom %) durante 25 dias. Ap6s este periodo, doses crescentes de polietilenoglicol
(PEG) 6000 (0, 100, 200, 250 e 360 g/L) foram adicionadas a cada cinco dias para reduzir
gradativamente o potencial hidrico da solucdo a 0, -0,15; -0,65; -1,00 e -1,5MPa,
respectivamente, nos devidos tratamentos. Apos a aplicacdo da primeira dose de PEG foi
retirado o B nos tratamentos onde este ainda se encontrava presente na solugdo. Assim, 0s
tratamentos se constituiram de: a) plantas sem déficit hidrico e auséncia de B em solucéo, b)
plantas sem déficit hidrico e com suprimento adequado de B na solugdo, c) plantas com
déficit hidrico e auséncia de B na solugdo, d) plantas com déficit hidrico e com suprimento
adequado de B. Dois tratamentos adicionais foram utilizados: o primeiro com déficit hidrico,
auséncia de B na solugéo e aplicacdo foliar de *°B (99 atom %) em folha madura e o segundo
semelhante ao primeiro, mas com a aplicacdo de °B (99 atom %) a folha jovem. O estresse
hidrico e auséncia de B afetaram o potencial hidrico foliar e a taxa de crescimento das mudas
de eucalipto reduzindo-as durante o periodo avaliado. Os genes estudados (BORS,
BORclI6871, PME3 e GTP8) aumentaram a sua expressdo em plantas submetidas ao déficit
hidrico quando aclimatadas com B ou suplementadas com o nutriente via foliar, exceto o gene
BOR2. O GTP8 foi 0 gene com maior expressao relativa durante o estresse hidrico e quando
realizada aplicacdo de B foliar. A aplicacdo de B em folhas maduras em plantas sob condigdes
de reduzida disponibilidade de dgua se mostrou eficaz na mitigacdo dos efeitos negativos do
estresse hidrico, induzindo o crescimento radicular e aumentando a tolerancia a seca pelo

genotipo de eucalipto.
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ABSTRACT

REIS, Béarbara Elias dos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2011. Expression
of genes related to drought tolerance by eucalypt seedlings as affected by boron. Adviser:
Nairam Félix de Barros. Co-advisers: Ivo Ribeiro da Silva and Marcelo Ehlers Loureiro

Eucalypt plantations in Brazil have expanded towards regions with long dry periods
and low fertility soils. During the dry season plants under water stress show young leaves
with interveinal chlorosis and curled and branches tip dye back induced by boron (B)
deficiency. Symptom intensity varies among eucalypt genotype signaling to differential
drought tolerance among genetic materials. Previous experiences have shown that supplying
B just before water stress allows satisfactory plant growth and stimulate the expression of
genes related to cell wall formation and B transport in the plants, particularly in roots of
tolerant genotypes. This research aimed to evaluate B effect on differential transcription of
genes related to cell wall synthesis and alterations (PME3 and GTP8) and B uptake and
transport (BOR cl6871, BOR5, BOR2) in eucalypt clonal seedlings under water stress.
Twenty-four plastic trays, containing 10 L of a complete nutrient solution, received four
eucalypt seedlings each. Boron was supplied as *'B (99 atom %) in the concentration of a 5
umol L. After thirty days in the nutrient solution the seedlings were split into two groups. In
sixteen trays seedlings were grown in the nutrient solution, without B, and in eight they were
grown with 15 pmol L™ de 1B (99 atom %) in the solution for 25 days. Finished this period,
increased doses of polyethyleneglycol (PEG) 6000 (100, 200, 250 e 360 g/L) were added
every five days to raise gradually the nutrient solution tension to 0,15; 0,65; 1,00 e 1,5 MPa,
according to the treatments. After PEG addition, B was removed from the nutrient solutions

where it was still present. Therefore, four treatments were generated: a) plants under no-
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water stress and no B in the nutrient solution (SS —B); b) plants under no- water stress and
with B in the nutrient solution (SS +B); c) plants under water stress and no B in the nutrient
solution (CS —B); d) plants under water stress and with B in the nutrient solution (CS +B).
Two additional treatments consisted of plants under water stress and no B in the nutrient
solution but: i) foliar 1°B (99 atom %) application to a mature leaf (CS BFM), and ii) foliar
198 (99 atom %) application to a young leaf (CS BFJ).

Seedling biomass production and leaf water potential were negatively affected by
water stress and no B application. Gene expression was augmented in plants submitted to
water stress but supplied with B, except for BOR2. Boron application to mature leaves of
seedlings under water stress mitigated the negative effects of the water stress by increasing

root growth and drought tolerance.



1 INTRODUGCAO

Atualmente, a expansdo dos eucaliptais tem ocorrido em regides com baixa
pluviosidade e solos com baixa capacidade de retencdo de umidade e baixa fertilidade
natural. No periodo de seca, como consequéncia do menor potencial hidrico do solo, a
aquisicdo de boro (B) pelo sistema radicular € reduzida devido ao menor fluxo
transpiracional (Mattiello et al., 2009a) e os principais sintomas normalmente observados
séo a seca dos ponteiros (Althoff et al., 1991), seguida do lancamento de brotacado lateral, e,
ou, dessecacdo de folhas. A intensidade desses sintomas e os distlrbios observados sao
gendtipo dependentes, o que € indicativo de tolerancia diferencial a seca.

Outros processos fisiologicos afetados pela deficiéncia de B sdo: sintese e estrutura
da parede celular, lignificacdo, transporte de aclcares, respiracdo (Cakmak & Volker,
1997), diminuicdo da atividade da RUBISCO (Han et al.,, 2008), decréscimo da
concentracdo de acido ascorbico (Lukaszewski & Blevins, 1996), dentre outros. O acumulo
de compostos fendlicos nas folhas e raizes (Stavrianakou et al., 2006) em consequéncia da
deficiéncia de B podem levar a formacdo de espécies reativas de oxigénio promovendo
danos na membranas celulares (Cakmak & Volker, 1997). Adicionalmente, hd menor
absorc¢do de alguns nutrientes como potassio (Schon et al., 1990), potencializando os danos
ocasionados pelo déficit hidrico, visto que este nutriente atua diretamente na regulacéo do
controle osmoético das células vegetais (Taiz & Zeiger, 2009).

O conhecimento de todas as fun¢des do B ainda € incipiente, principalmente sobre
seu papel perante déficit hidrico. Sabe-se que em Picea abies, espécie lenhosa de clima
temperado, plantas sem irrigacdo, mas com suprimento adequado de B mantiveram a
mesma taxa de crescimento das plantas irrigadas (M6ttonen et al., 2001). Em eucalipto, sob
estresse hidrico, a presenca de B melhorou a condutdncia estomatica e a taxa
transpiracional, além de aumentar a expressdao de genes relacionados a sintese de parede e
transportadores de B, especialmente em raizes, no clone tolerante, comparativamente ao
clone sensivel a seca (Nunes, 2010).

O requerimento de B esta associado a quantidade de pectina na parede primaria das

células vegetais (Hu and Brown, 1994; Matoh et al., 1996), mas durante anos pesquisadores



questionaram-se sobre qual o papel especifico do nutriente na parede. O’Neill et al. (2001)
demonstraram participacdo deste por meio das ligagdes borato-diester nas estruturas dos
ramnogalacturonanos Il (RG II). As ligagdes com B podem ocorrer entre os residuos de
apiose na cadeia dos RGII (O’Neill et al., 2004).

Devido a complexidade dos RG Il pouco se conhece sobre a formacdo dos mesmos
e em qual momento formam-se as ligagcdes borato-diester em sua estrutura (Miwa &
Fujiwara, 2010). Com isso, alguns estudos tém focado em algumas enzimas, como as
pectina-metilesterases (PME) e glicosiltransferases (GT) envolvidas diretamente na sintese
e transformacao de pectinas.

As PMEs estdo diretamente envolvidas na construcdo do potencial eletrostatico,
extensdo (Moustacas et al.,1991) e enrijecimento (Al-Qsous et al., 2004) da parede celular,
alongamento do sistema radicular (Wen et al.,, 1999) e sua atividade se relaciona
diretamente com a resposta ao estresse abidtico, como por exemplo, restricdo hidrica
(Pelloux et al., 2007) e também disponibilidade do B (Camacho-Cristdbal et al., 2008).

Vaérios sdo os tipos de GT nas plantas e essas participam de reagdes de transferéncia
de acucares para um vasto grupo de moléculas receptoras (Ross et al., 2001). As GT
pertencentes a familia 8 atuam no crescimento vegetal (Scheible et al., 2008) e a auséncia
deste gene resulta em menor crescimento, diminuta adesdo entre as células foliares e
radiculares facilitando sua desidratacdo (Bouton et al., 2002). Estes autores sugerem a
importancia dessa enzima na sintese de polissacarideos pécticos.

Em periodos de restricdo hidrica o transporte e a absorcdo do B pelo sistema
radicular de plantas de eucalipto se tornam limitados e os mecanismos relacionados a estes
processos durante a seca bem como sua translocacdo para parte aérea sao pouco elucidados.

Hu & Brown (1997) sugerem que a absorcdo depende de varios fatores, ocorrendo
principalmente em resposta & concentracdo externa de B na solugdo do solo, taxa de
transpiracdo e permeabilidade da bicamada lipidica. Plantas de eucalipto sob
disponibilidade hidrica adequada apresentaram a taxa transpiracional e acimulo de B 3,5 e
2 vezes superior, respectivamente, comparada as plantas submetidas a seca (Mattiello et al.,
2009a). De acordo com estes autores, durante o periodo de déficit hidrico a difusdo do B

para as raizes se mostrou importante para o suprimento do nutriente as plantas.



H& controvérsias sobre qual mecanismo de absor¢do e transporte de B seja
predominante. Acreditava-se que a absorcao e transporte deste nutriente ocorressem apenas
por processo passivo, tendo em vista a alta solubilidade do acido borico, o que facilitaria
sua passagem atraves da bicamada lipidica (Raven, 1980, Brown & Hu, 1994). Este
processo pode prevalecer quando hé alta disponibilidade de B na solucéo do solo. Todavia,
em condi¢cbes limitantes do nutriente, como, por exemplo, durante o déficit hidrico,
transportadores de B, energeticamente dependentes, podem atuar facilitando a entrada do
nutriente através das raizes (Stangoulis et al., 2001; Takano et al., 2002; Tanaka et al.,
2008).

Poucos transportadores de B sdo conhecidos. Miwa & Fujiwara (2010) sugeriram
que a acao conjunta de transportadores do tipo NIP 5:1, um canal de &cido borico, (Kato et
al., 2008; Tamaka & Fujiwara, 2008) e BOR1, um transportador de efluxo envolvido no
carregamento de B para o xilema (Takano et al., 2002; Takano et al., 2005), facilitariam a
aquisicdo e direcionamento de B para parte aérea, principalmente diante de baixa
disponibilidade do elemento na solugéo do solo.

Em campo, durante o periodo de seca, a aplicacdo foliar de B se mostra como
pratica eficiente para diminui¢do dos sintomas ocasionados por sua deficiéncia e retomada
do crescimento em plantios de eucalipto (Barros, NF; comunicacdo pessoal). E ainda que o
B seja considerado um nutriente com baixa mobilidade na planta (Oertli & Richardson,
1970; Raven, 1980) devido a sua fungao estrutural (O’Neill et al., 2004), alguns materiais
genéticos possuem mecanismos de translocacdo do nutriente, como observado em Prunus
amygdalus, Malus domestica (Brown & Hu, 1996), Sorbus aucuparia, Prunus padus, Alnus
incana, Fraxinus excelsior, Betula pubescens (Lehto et al., 2004) e hibridos de Eucalyptus
grandis x Eucalyptus urophylla (Mattiello et al., 2009Db).

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a contribuicdo do B na transcrigédo
diferencial de genes relacionados a sintese de parede celular, absorcéo e transporte do B,

durante o periodo de déficit hidrico no genotipo de eucalipto tolerante a seca.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Crescimento das plantas e tratamento com déficit hidrico

Mudas de um clone de Eucalyptus urophylla caracterizado como tolerante a seca
por Nunes et al. (2010), produzidas por mini estaquia, foram aclimatadas em solucao
nutritiva de Clark (Clark 1975) com pH 5,5 e disponibilidade de *'B (99 atom %) igual a 5
umol L, em 24 bandejas com 10 L de solucdo sob constante aeragdo. Cinco plantas do
clone foram cultivadas em cada bandeja e a cada dois dias procedeu-se a corre¢do do pH,
elevando-o a aproximadamente 5,8.

Apds 30 dias em condicdes de casa de vegetacdo separaram-se as plantas em dois
grupos. Dezesseis bandejas foram mantidas em solucéo de Clark e sem B na solucdo e oito
bandejas foram transferidas para solucdo com 15 umol L™ de 1B (99 atom %) durante 25
dias. Ap0s este periodo, doses crescentes de polietilenoglicol (PEG) 6000 (0, 100, 200, 250
e 360 g/L) foram adicionadas a cada cinco dias para reduzir gradativamente o potencial
hidrico da solucdo a -0,05; -0,15; -0,65; -1,00 e -1,5MPa, respectivamente, nos devidos
tratamentos (Michel & Kaufmann, 1973). Apos a aplicacdo da primeira dose de PEG foi
retirado o B nos tratamentos onde este ainda se encontrava presente na solu¢do (Figura 1).

Assim, os tratamentos constituiram de: a) plantas sem déficit hidrico (potencial
hidrico igual a -0,05 MPa) e suprimento interno inadequado de B, b) plantas sem déficit
hidrico (potencial hidrico igual a -0,05 MPa) e com suprimento interno adequado de B, c)
plantas com déficit hidrico e suprimento interno inadequado de B, d) plantas com déficit
hidrico e com suprimento interno adequado de B. Dois tratamentos adicionais foram
utilizados: o primeiro com déficit hidrico, suprimento interno inadequado de B e aplicacdo
foliar de *°B (99 atom %) em folha madura e o segundo semelhante ao primeiro, mas com a
aplicacdo de '°B (99 atom %) & folha jovem (Figura 1).

Foi considerado tempo zero o momento da adigdo da primeira dose de PEG e
aplicacdo foliar de B nos devidos tratamentos. A aplicacao foliar foi realizada imergindo-se
uma folha madura ou jovem, de acordo com o tratamento, em solucdo de H3;BOj3

enriquecida com *°B (99 atom %) na concentragdo de 1,64 g L™ 198 durante um minuto.
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Figura 1: Esquema sobre a aclimatacdo e aplicacdo dos tratamentos. A.F, aplicacdo via foliar de B. SS -B,
adequada disponibilidade hidrica e aclimatacdo na auséncia de B; SS +B, adequada disponibilidade hidrica e
aclimatagdo na presenca de B; CS -B, restricdo hidrica e aclimatagdo na auséncia de B; CS +B, restri¢do
hidrica e aclimatacdo na presenc¢a de B; CS BFM, restri¢do hidrica e aplicacdo de B a folha madura; CS BFJ,

restricdo hidricae aplicagdo de B a folha jovem.

A primeira coleta de amostras e avaliacdo do potencial hidrico foliar foi realizada
um dia apos a aplicacdo da primeira dose de PEG, a segunda, cinco dias apés a aplicacédo
desta e as coletas subsequentes foram realizadas cinco dias ap6s a aplicacdo das doses
posteriores de PEG. Obtendo-se as coletas 1, 5, 10, 15 e 20 dias ap6s a aplicacdo dos
tratamentos.

Foram coletadas amostras de folhas e raizes novas que foram imediatamente
congeladas em N, liquido e armazenadas a -80 °C para posterior extracdo do RNA. Em
seguida, coletaram-se amostras de folhas jovens, maduras e raizes finas que foram secas em
estufa com circulacdo de ar a 65 °C por 72h, maceradas para determinacdo dos teores totais
de B, apds digestdo em mufla a 550 °C, pelo método espectroscopico da azometina H™ a
410 nm (Wolf, 1974). O restante do material vegetal foi seco em estufa com circulagéo de
ar a 65 °C por 72h e determinou-se a matéria seca da parte aérea, do sistema radicular e
total.

Realizou-se a determinagdo do potencial hidrico foliar no momento de cada coleta,

no periodo da antemanha, utilizando bomba de presséo do tipo Scholander.



2.2 Expressao Génica
2.2.1 Extragdo de RNA
Amostras de folhas e raizes foram coletadas das repeticdes, combinadas e

maceradas em N, liquido, compondo-se, assim, uma amostra composta por tratamento. Um
grama de cada amostra foi coletado em trés tubos de microcentrifuga de 2,0 mL de
capacidade. Em seguida, adicionou-se 1,2 mL de tampdo de extragdo, composto por 2 mol
L de NaCl, 25 mmol L™ de EDTA, 200 mmol L™ de Tris (pH 8,0), 20 mmol L™ de borato
de sodio, 2 % de PVPP (p/v), 2 % de CTAB (p/v), 1 % de LSS (p/v), e 2 % de B-
mercaptoetanol (v/v). A amostra foi homogeneizada com o tampéo e incubada a 65 °C por
10 min. Depois da incubacdo o material foi centrifugado a 15.000 g por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi coletado e transferido para novo tubo contendo 1 mL de fenol
saturado/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1, viv, pH 4,5). Em seguida, cada amostra
foi centrifugada a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O passo anterior foi repetido até que o
sobrenadante se tornasse totalmente limpo. Entdo, este foi coletado em novo tubo e
centrifugado a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante coletado e transferido para um
tubo de microcentrifuga foi homogeneizado com 100 pL de NaCl 5 mol L™ e, finalmente,
adicionou-se um volume de 1 mL de isopropanol a -20 °C. A mistura foi incubada a -20 °C
por pelo menos 10 min, seguindo-se centrifugacdo a 15.000 g por 15 min a 4 °C. O
sobrenadante foi imediatamente descartado e o pellet enxaguado com etanol 75 %, e seco a
temperatura ambiente. Depois, o pellet foi ressuspendido em 50 pL de agua tratada com
DEPC e armazenado a -80 °C até o momento do uso (Wang et al.,2007 adaptado).

O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro, com base na absorbancia Azsonm €
Agsonm, © sua concentracdo ajustada para 300 ng pL™. Sua integridade fisica foi avaliada

por eletroforese em gel de agarose a 1% (Wilson e Walker, 2000).

2.2.2 Sintese de cDNA

Cada amostra de RNA foi analisada em triplicatas e com o objetivo de eliminar o DNA
contaminante, foi realizado o tratamento com DNAse I (2 pg para qRT-PCR), numa reacao
contendo os seguintes reagentes: 0,5 U de DNAse | (RQ1 RNase-Free DNase; Promega);

tampdo de reacdo 10X, completando com agua estéril tratada com DEPC para o volume



final de 10 pL. Depois, procedeu-se a incubacdo a 37 °C por 45 minutos. A inativacdo da
DNAse ocorreu mediante a adicdo de solucdo de parada (RQ1 DNase Stop Solution:
Promega) e incubagéo a 65 °C por 10 minutos.

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 10 puL do produto do
tratamento com DNAse |; 500 ng de oligo-dT(18) e 1 pL de dNTPs (10 mmol 39 L™ cada),
incubando a 65 °C por 10 min e, depois em gelo por 1 min. Em seguida, foram adicionados
9 uL da mistura composta por: 2 pul de tampao de reagdo 10X, 2 uL. de MgCl, 50 mmol
L™, 2 uL de ditiotreitol 100 mmol L™, 1 pL de RNAseOUT inhibitor (Invitrogen) e 1 uL de
agua. Depois de uma breve centrifugacdo, a solucéo foi incubada a 42 °C por 2 min, e 1,5
uL da enzima transcriptase reversa Il (200 unidades) foi adicionado, seguido de incubacéo
a 42 °C por 1 h. A inativagdo da enzima ocorreu a 72 °C por 15 min. Em seguida, as
amostras foram colocadas em gelo. Uma amostra controle (sem a enzima de transcricao
reversa) foi adicionada e no final foi avaliada a eficiéncia da reacdo por PCR com primer

constitutivo de Riboproteina 35S de Eucalyptus grandis.

2.2.3 Analise da expressao via PCR em Tempo Real
As sequéncias relacionadas aos genes de estudos foram obtidas no NCBI

(www.ncbi.gov) (Quadro 1). Os Primers foram obtidos pelo programa Primer Blast

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para um tamanho aproximado de 19 a 21

bases, Tm (melting temperature) entre 54 e 60 °C produzindo amplicons entre 80 e 200
pares de base. Os primers que foram utilizados estdo descritos no Quadrol.

A validacdo dos primers foi realizada pela curva padréo relativa utilizando amostra
do cDNA sintetizado diluida em volume original do cDNA, cinco, 25 e 125 vezes, com trés
repeticOes para cada diluicdo. A especificidade das reacdes de amplificacdo foi determinada
pela Tm dos produtos da reagdo de amplificacdo. Foram considerados validos os primers de
equacdo linear com R? >98 %, coeficiente de variacdo <10 %, eficiéncia de amplificacdo
entre 90 e 100 % e Sloop de aproximadamente -3, conforme sugerido pelo fabricante
(Applied Biossystems, Foster City, US).

A analise de expressdo relativa foi realizada em equipamento Step-One Plus

(Applied Biossystems,US), utilizando trés conjuntos de amostras gerados e cada reacédo foi


http://www.ncbi.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/

analisada em triplicatas. A analise de dados foi feita utilizando o software Step-One Plus
versdao 2.0 (Applied Biossystems, Foster City, US). Os valores do Ct (treshold cicle) das
réplicas foram calculados pelo método de quantificacdo relativa dos niveis de copia de
amplificagdo (Ali-Benali et al., 2005).

De acordo com o protocolo de reacdo do Real Time, cada reacdo foi composta de
0,2 umol™ de cada primer (senso e antisenso), 0,1pL de dNTPs 5 mmol L™, 2 uL de
tampao PCR 10X, 1,2 uL de MgCl; 50 pmol L, 2 puL de SYBR green (100X), 0,4 uL de
ROX, 0,05 pL de Platinum Taq DNA pol 5U/uL (Invitrogen), 0,4 uL de cDNA e
completando o volume para 20 pL com agua. O programa de PCR foi de 90 °C por 5 min,
seguido de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg, 58 °C por 1 min. A curva de dissociacdo foi
determinada pelas temperaturas de 60 °C elevando em 0,2 °C a cada 20 s até atingir 95 °C

Foram avaliados os materiais vegetais das coletas referentes ao 1°, 10° e 20° dia, e
na analise dos dados, considerou-se no primeiro tempo, as plantas bem supridas com B e
auséncia de déficit hidrico como controle comparativo da expressao relativa do gene nos
outros tratamentos e tempos.

Para normalizar a expressao relativa dos genes selecionados foi utilizado primer
para 0 gene constitutivo RPtnL23A (proteina ribossomal) por apresentar menor baixo
desvio padréo entre os tratamentos (VVandesompele et al. (2002).

Quadro 1 - Primers utilizados para o PCR em Tempo Real

GenBank * Sequéncia do primer
Senso 5°-3’ Anti-senso 5°-3’
Primers dos genes constitutivos
RPtnL23A db 28432294 AAGGACCCTGAAGAAGGACA CCTCAATCTTCTTCATCGCA
H2B AY263810 GAGCGTGGAGACGTACAAGA GGCGAGTTTCTCGAAGATGT
Primers dos genes relacionados ao transporte de B
BOR cl6871* TCAATGCCCCGGTTGACGAA CGACACACCCTCCCACCATC
BOR2 AY070067.1 CGACCACGCGTCCGAGAATC ACGACAGCGAGTCCACCCTC
BOR5 XM_002304128 TGGTTGGTCGCTTTGTCGCC CCACGGGAAGAGGCTGGAG

Primers dos genes relacionados a sintese de parede celular

GTP8 DQ645941.1 ACACATGGTTTGCCCCCGTG GACAGTCGATGGCCTTGGCG

PME3 DQ376133.1 GAACCGCAAGGACCCGAACC GGAAGCTCCCGTTTGAGGCG

1 NGmero de acesso do gene no banco de dados NCBI. * Sequéncia extraida do banco de genes Genolyptus- banco néo
divulgado.



2.3 Analises estatisticas

Os resultados de potencial hidrico foliar, teores de B, matéria seca da parte aérea,
matéria seca das raizes e matéria seca total foram submetidos & andlise de variancia e
regressdo utilizando-se o software STATISTICA 8.0. Todas as variaveis foram ajustadas
em funcdo do tempo.

Com base no coeficiente de determinacgdo, significancia da regressdo, testados pelo
teste F e pela significancia dos coeficientes da regressdo, testados pelo teste “t”, foram
escolhidos os modelos que melhor explicaram o comportamento das variaveis.

As diferencas entre os tratamentos foram obtidas através das integrais das fungdes
ajustadas utilizando o software CURVEEXPERT 1.3.

O padréo de co-expressdo dos genes foi analisado por correlacdo de Spearmann,
visando detectar a atividade génica similar em resposta a disponibilidade hidrica e
suplementacdo com B, utilizando o STATISTICA 8.0.



3 RESULTADOS

3.1 Potencial hidrico foliar

O potencial hidrico foliar (Wws) reduziu significativamente com aumento da
restricdo hidrica aplicada a solucdo (|¥w|) em todos os tratamentos avaliados. Em razdo das
medi¢des serem realizadas na antemanhd, o W, tendeu a se equilibrar com a |y,
entretanto sua funcdo diferiu com o tratamento aplicado, com tecidos mais hidratados nas

plantas que receberam B durante a fase de restricao hidrica (Figura 2).

0.0 4
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CS BFM §=2,5635%**x / -4,22436+x  R?=0,97 :

-16 1 CSBF] §=5,1675%*x /-6,84239+x R2=0,98

184 T . . . . . . )
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 12 14 16
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Figura 2: Potencial hidrico foliar (W) em mudas de eucalipto em resposta ao potencial hidrico da solucéo
(I¥w|), na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de B durante aclimatacéo e aplicacdo deste em folha madura
(CS BFM) ou jovem (CS BFJ). ***, significativo a 1 % de probabilidade, de acordo com o teste t.

Entre os potenciais hidricos de -0,65 e -1,00 MPa, as plantas que receberam
aplicagdo de B em folha madura ou em folha jovem se mantiveram mais hidratadas
comparadas aos demais tratamentos. Cabe ressaltar que durante o déficit hidrico o
suprimento de B via solucdo foi cessado, efetuando-se aplicacdo via foliar nos tratamentos

CSBFM e CSBFJ. Apos -1,00 MPa houve pequena diferenca entre os tratamentos.

3.2 Teores de B e matéria seca

Os teores de B nas folhas maduras, folhas jovens e raizes foram influenciados
significativamente pela disponibilidade de B e presenca de déficit hidrico. As plantas com
boa disponibilidade hidrica e suprimento de B durante toda aclimatagdo possuiram
aproximadamente, no intervalo de 1 a 20 dias, incremento de 13,29 e 7,96 mg kg™ d
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(Quadro 2) nos teores de B em folhas maduras e jovens, respectivamente, comparadas com

plantas crescidas na auséncia do nutriente (Figura 3 e 4).
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Figura 3: Teores de B em folhas maduras (TBFM) em mudas de eucalipto nos tratamentos com adequada
disponibilidade hidrica e aclimatados na auséncia (SS -B) ou presenca (SS +B) de B e nos tratamentos
submetidos a restricdo hidrica aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de B e aplicacdo deste
em folhas maduras (CS BFM) ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias. ***, significativo 1 % de probabilidade
de acordo com o teste t.

Sob restricdo hidrica, cinco dias ap6s aplicacdo via foliar de B, foi observado
incremento de 20,47 e 13,97 mg kg™ d no teor de B em folhas jovens nos tratamentos
CSBFM e CSBFJ, respectivamente, comparadas aos teores de B em folhas jovens de
plantas crescidas sem suprimento de B (Figura 4 e Quadro 2). Apés este periodo, os teores
de B em folhas jovens nestes tratamentos decresceram com a reducdo do potencial hidrico
da solucdo (Figura 4), no entanto, para o tratamento CSBFM foi observado aumento de
12,52 mg kg™ d no teor de B nas raizes, entre 15 e 20 dias, comparado ao tratamento
CSBFJ (Figura 5 e Quadro 2).
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Figura 4: Teores de B em folhas jovens (TBFJ) em mudas de eucalipto nos tratamentos com adequada
disponibilidade hidrica e aclimatados na auséncia (SS -B) ou presen¢a (SS +B) de B e nos tratamentos
submetidos a restricdo hidrica aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de B e aplicacdo deste
em folhas maduras (CS BFM) ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias. **,***, significativo 8 5 e 1 % de
probabilidade, respectivamente, pelo teste t.

Ap06s 15 dias, ocorreu decréscimo no teor de B nas raizes no tratamento CSBFM e

aumento mais acentuado ao longo do tempo nos tratamentos CS —B e CSBFJ, evidenciando

nestes ultimos casos um efeito de concentracdo, tendo em vista 0 menor crescimento da

matéria seca radicular e no primeiro caso uma possivel diluicdo devido ao crescimento

exponencial, como serd demonstrado posteriormente (Figura 5).
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Figura 5: Teores de B em raizes (TBR) em mudas de eucalipto nos tratamentos com adequada disponibilidade
hidrica e aclimatados na auséncia (SS -B) ou presenca (SS +B) de B e nos tratamentos submetidos a restricéo
hidrica aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de B e aplicacdo deste em folhas maduras (CS
BFM) ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias. ***, significativo 1 % de probabilidade de acordo com o teste t.
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Quadro 2: Integrais obtidas através das funcdes ajustadas para o potencial hidrico foliar (W) e
teores de B das folhas maduras (TBFM), jovens (TBFJ) e raizes (TBR) em mudas de eucalipto nos
tratamentos com adequada disponibilidade hidrica e aclimatados na auséncia (SS -B) ou presenca (SS +B) de
B e nos tratamentos submetidos a restricdo hidrica aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de
B e aplicacdo deste em folhas maduras (CS BFM) ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias.

Intervalos Integral (MPa MPa)
Ywf (MPa)
Tratamentos
[¥w| (MPa) SS-B SS +B CS-B CS +B CS BFV CS BFJ
0.15a0.2 0.2428 0.1392 0.2493 0.3064
0.2a04 0.2697 0.2378 0.1966 0.2374
0.4al0 0.6939 0.6539 0.5166 0.5935
10a1l5 1.2771 1.2260 1.0860 1.1593
0.015a15 0.8970 0.7851 0.6702 0.7396
Integral (mg kg 'd)
TBFM ((mg kg™
Tempo (d)
la5 36.18 50.70 41.15 47.94 48.64 42.30
5a10 27.64 42.71 32.76 37.43 39.14 39.82
10a15 29.57 43.25 34.22 37.84 39.70 43.99
15a20 43.73 53.87 47.24 51.22 52.15 55.59
la20 34.18 47.47 38.72 43.38 4471 45.59
TBFJ (mg kg™)
Tempo (d)
la5 20.57 31.86 24.77 25.71 4524 38.74
5al0 15.64 23.53 23.32 25.71 4211 34.41
10a15 18.93 25.23 19.72 25.71 22.15 25.43
15a20 31.60 38.65 14.00 25.71 9.59 16.22
1a20 21.75 29.71 20.22 25.71 28.96 28.17
TBR (mg kg™)
Tempo (d)
las 28.17 35.31 33 32.47 36.82 20.13
5al0 28.17 35.31 26.57 27.12 30.27 21.29
10a15 28.17 35.31 30.27 3241 32.32 26.09
15a20 28.17 35.31 45.44 49.74 47.18 34.66
1a20 28.17 35.31 33.83 35.59 36.65 25.83
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O incremento da matéria seca das mudas foi significativamente reduzido pela

restricdo hidrica e auséncia de B na solucdo (Figura 6). A reducdo na producdo de matéria

seca total das mudas pela imposi¢do do estresse hidrico, no intervalo de 1 a 20 dias, foi de
6,89 g dia/planta (Quadro 3).
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Figura 6: Matéria seca total (MS total) nos tratamentos com adequada disponibilidade hidrica e aclimatados
na auséncia (SS -B) ou presenga (SS +B) de B e nos tratamentos submetidos a restri¢do hidrica aclimatados
na auséncia (CS -B) ou presenca (CS +B) de B e aplicagéo deste em folhas maduras (CS BFM) ou jovens (CS
BFJ), durante 20 dias. ***, significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t.

A omissdo de B, em condi¢des hidricas adequadas, levou a reducdo de 9,68 ¢
dia/planta da parte aérea (MSPA) (Figura 7 e Quadro 3) no intervalo de 1 a 20 dias. A

matéria seca do sistema radicular (MSR) aumentou em 2,63 g dia/planta com o suprimento

do nutriente. A auséncia de B limitou severamente a producéo de raizes (Figura 8).
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Figura 7: Matéria seca da parte aérea (MSPA) nos tratamentos com disponibilidade hidrica adequada e
aclimatados na auséncia (SS -B) ou presenca (SS +B) de B e nos tratamentos submetidos a restri¢cdo hidrica
aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenga (CS +B) de B e aplicacdo deste em folhas maduras (CS BFM)
ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias. ***, significativo a 1 % de probabilidade pelo teste t.
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Figura 8: Matéria seca do sistema radicular (MSR) nos tratamentos com boa disponibilidade hidrica e
aclimatados na auséncia (SS -B) ou presenca (SS +B) de B e nos tratamentos submetidos a restricdo hidrica
aclimatados na auséncia (CS -B) ou presenga (CS +B) de B e aplicacdo deste em folhas maduras (CS BFM)
ou jovens (CS BFJ), durante 20 dias. *, **,*** significativo a 15, 5 e 1 % de probabilidade, respectivamente,

pelo teste t.
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A aplicacdo de B via folha madura ou jovem, durante o periodo de restri¢do hidrica,
permitiu a recuperacao da producdo de matéria seca, especialmente quando feita via folha
madura. (Figuras 6 e 8). A aplicacdo de B a folha jovem permitiu recuperacdo inicial de 4,4
g dia/planta, entre 5 a 10 dias, da matéria seca da parte aérea em comparacdo as plantas
sem o nutriente (Figura 7 e Quadro 3), enquanto que a aplicacdo via folha madura levou a
recuperacdo mais intensa da matéria seca com o passar do tempo, em particular do sistema
radicular, chegando quase a se igualar as plantas com suprimento normal de B e sem
estresse hidrico ao final de 20 dias. O incremento da matéria seca do sistema radicular, no
tratamento CSBFM ap6s 20 dias de déficit hidrico, foi aproximadamente duas vezes
superior as plantas sob déficit e aclimatadas na auséncia de B (Figura 8).

Durante o periodo de avaliacdo o incremento da aplica¢do de B a folha madura sob
condicédo de déficit hidrico em comparacdo as plantas aclimatadas na auséncia de B foi de
3,06, 0,95 e 4,06 g dia/planta para matéria seca da parte aérea, radicular e total,

respectivamente (Quadro 3).
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Quadro 3: Integrais obtidas através das funcdes ajustadas matéria seca total (MS total), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e matéria seca do sistema radicular (MSR) em relagdo ao tempo (1 a 20
dias) (d) nos tratamentos com disponibilidade hidrica adequada e aclimatados na auséncia (SS -B)
ou presenca (SS +B) de B e nos tratamentos submetidos a restricdo hidrica aclimatados na auséncia
(CS -B) ou presenca (CS +B) de B e aplicacdo deste em folhas maduras (CS BFM) ou jovens (CS
BFJ)

Intervalos Integral (g dia/planta)

MS total (g/planta)

Tratamentos
Tempo (d) SS-B SS +B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
lab 4,93 13,37 6,39 11,99 9,25 10,76
5a10 6,82 17,27 8,072 13,38 11,55 13,05
10a15 9,77 22,93 10,45 15,11 14,77 14,47
15a20 13,98 30,43 13,52 17,05 18,89 15,48
1a20 9,085 21,40 9,78 14,51 13,85 13,58
MSPA (g/planta)
lab 3,52 9,97 4,44 9,19 7,32 8,16
5a10 4,99 13,11 5,77 10,21 8,83 10,29
10a15 7,34 17,73 7,71 11,48 10,88 10,98
15a20 10,79 23,98 10,29 12,90 13,39 11,29
1a20 6,83 16,53 7,19 11,04 10,25 10,29

MSR (g/planta)

la5 1,32 3,25 1,93 2,43 1,91 3,04
5a10 1,90 4,26 2,33 3,39 2,66 3,27
10a15 2,55 5,38 2,78 4,09 3,82 3,55
15a20 3,21 6,51 3,24 4,39 5,50 3,85
1la?20 2,29 4,93 2,61 3,64 3,56 3,45
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3.3 Expresséo relativa de genes relacionados ao transporte de B e sintese de parede
celular

De maneira geral, a expressdo relativa dos genes estudados, especialmente nas
raizes, aumentou em resposta ao déficit hidrico e a disponibilidade de B, exceto para o
BOR2 (Figuras 9 e 10).

Os genes relacionados com canal de efluxo desse nutriente, BOR cl6871 e BORS5,
apresentaram comportamento semelhante diante dos tratamentos impostos tanto em folhas
como nos tecidos radiculares. Em condi¢fes de adequada disponibilidade hidrica e
suprimento interno inadequado de B houve menor expressdo destes genes nos tecidos
foliares e radiculares, mais pronunciadamente para o BOR CL nas folhas e,
aproximadamente, em 50 % em raizes para ambos o0s genes (Figuras 9A, 9B, 9C e 9D).

Com a progressao do déficit hidrico o gene BOR cl6871 teve expressdo relativa nas
folhas mais pronunciada em plantas bem supridas com B (Figura 9A). A partir do potencial
hidrico de -0,65 MPa, a expressdao foi mais marcante nas plantas para as quais houve
aplicacdo foliar de B, chegando a aumentos de, aproximadamente, quatro vezes quando a
aplicagéo foi realizada em folha madura. No sistema radicular, o aumento da expressao
relativa deste gene, com aplicacéo foliar de B, também ocorreu a partir do potencial hidrico
de -0,65 MPa (Figura 9B).

De forma semelhante ao BOR cl6871, a expresséo relativa do BOR5 nas folhas,
durante o déficit hidrico, foi altamente influenciada pela aplicacdo de B em folha madura
(Figuras 9C e 9D). Nos potenciais hidricos de -0,15 e -0,65 MPa 0 aumento na expressao
relativa desse gene com a aplicacio de B em folha madura, foi de 3,5 vezes,
aproximadamente. No sistema radicular a expressdao do gene pouco diferiu entre plantas
com suprimento de B ou aplicacdo via foliar. No potencial hidrico de -1,5 MPa, ocorreu

queda da expressdo dos dois transportadores, tanto na parte aérea como radicular.
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Figura 9: Expressao relativa de genes (E.R) transportadores de B (BOR cl6871, BOR5 e BOR2) em folhas
(A, C e E, respectivamente) e raizes (B, D, F respectivamente) de mudas de eucalipto submetidas a solugdes
nutritivas sob diferentes potenciais hidricos (|%,]) nos tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca
(+B) de B e aplicacdo deste em folha madura ou jovem.

Diferentemente dos transportadores BOR cl6871 e BOR5, 0 BOR2 possuiu efeito

contrario diante da disponibilidade B e presenca do déficit hidrico (Figuras 9E e 9F). A
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auséncia do nutriente resultou em aumento na expressao relativa do BOR2 em raizes, sendo
esta resposta mais pronunciada do que a presenca da restricdo hidrica. Por outro lado a
aclimatacdo das plantas na presenca de B acarretou menor expressao relativa desse
transportador. (Figura 9F).
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Figura 10: Expresséo relativa de genes (E.R) relacionados & formacéo de parede celular, pectina metilesterase

(PME3) e glicosil-transferase isoforma 8 (GTP8), em folhas (A e C, respectivamente) e raizes (B e D,

respectivamente) de mudas de eucalipto submetidas & solugBes nutritivas sob diferentes potenciais hidricos

(W) nos tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca (+B) de B e aplicagdo deste em folhas madura

ou jovem.

Os genes relacionados com a sintese de parede celular, PME3 (pectina
metilesterase) e GTP8 (glicosiltransferase), tiveram sua expressdao reduzida em
aproximadamente 50 % nas plantas cultivadas na auséncia de B e disponibilidade hidrica

adequada. Com a progressdo da restricdo hidrica ocorreu aumento da expressdo relativa
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desses genes tanto em folha como em raizes e a presenca de B incrementou a expressao
(Figura 10).

Em folhas e raizes, a expressdo relativa da PME3 foi favorecida pela aplicagcdo
foliar de B, principalmente quando realizada em folha madura. Nas raizes o maior valor
encontrado de expressdo génica, pela aplicacdo de B a folha madura, ocorreu quando o
potencial hidrico -1,5 MPa (Figuras 10A e 10B). Ressalta-se que quando o potencial
hidrico da solucdo foi reduzido a este valor se passavam 15 dias da aplicagdo foliar do
nutriente. A resposta do gene em folhas, induzida pela aplicacdo foliar de B, ocorreu em
um periodo de tempo inferior ao sistema radicular.

A resposta da GTP8 se assemelhou a PME3, entretanto sua expressao relativa foi
mais pronunciada, com aumento de 14 vezes, aproximadamente, no potencial hidrico de -
1,5 MPa, em raizes para o tratamento com aplicacdo de B na folha madura (Figuras 10C e
10D).

3.4 Co-expressao dos genes em resposta ao déficit hidrico e disponibilidade de B

A correlacdo entre a expressao dos genes estudados em folhas e raizes ndo foi
significativa. Entretanto, quando a co-expressdo foi avaliada em cada tecido especifico
observou-se alta correlagdo (acima de 0,80) entre os genes estudados, dependendo do
tratamento (Quadros 5 a 8).

Nas folhas, houve baixa correlacdo entre a expressdo dos genes estudados. Os genes
relacionados ao transporte de B e sintese de parede apresentaram alta correlacdo (co-
expressdo acima de 90 %) apenas quando havia boa disponibilidade hidrica e presenca de B
(Quadro 5). Quando submetidas a restricdo hidrica, a co-expressao dos genes foi
desprezivel, indicando menor previsibilidade destes quando submetidos a seca (Quadro 8).

Diferentemente, nas raizes a co-expressdo dos genes ocorreu diante do déficit
hidrico, indicando que ocorreu inducdo genética em tecido especifico diante da baixa
disponibilidade hidrica (Quadro 8). O GTP8 foi 0 gene com maior expressdo desse estresse.
Em plantas bem supridas com B, 0 BOR cl6871 apresentaram co-expressdo (95%) com
GTP8, mas teve baixa correlagdo com a PME3. Entretanto, quando ocorreu aplicagéo de B
nas folhas maduras, o0 BOR cl6871 apresentou maior interacdo com ambos 0s genes de

sintese de parede, 80 e 85 % de co-expressdo, respectivamente (Quadro 8)
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Na presenca de déficit hidrico e auséncia de B em raizes, 0 BOR5 nédo apresentou
CO-expressao com 0s outros genes; isso ocorreu apenas quando feita aplicacdo foliar de B
(Quadro 8).

4 DISCUSSAO

O Wur é uma boa referéncia das condicBes hidricas da planta, particularmente
durante periodos de seca (Levitt, 1980) e neste estudo observamos que a intensificacdo do
déficit hidrico causou reducdo do ¥, das plantas de eucalipto indicando que a condicao
imposta afetou o conteido de agua nas folhas (Figura 2). Alguns trabalhos tém indicado
que plantas tolerantes a restricdo hidrica possuem maior W+ em compara¢do com aquelas
menos tolerantes, devido a presenca de mecanismos que podem postergar a desidratacéo
celular (Jongdee et al., 2002).

Lehto et al. (2010) sugerem que o B pode possivelmente influenciar esta tolerancia
por seu efeito na fungdo estomatica. As plantas que receberam B na solu¢do mostraram Wyt
maior do que as que foram submetidas a omissdo de B (Figura 2), o que seria um reflexo do
efeito positivo do nutriente no grau de hidratacdo foliar. Quando a deficiéncia de B é
suficientemente severa para causar danos estruturais pode comprometer a funcgéo
estomatica e taxa fotossintética (Zhao & Oosterhuis, 2002; Han et al., 2008).

A aplicagdo de B via foliar favoreceu a manutencdo de maiores valores do Wys
durante o periodo de restricdo hidrica (Figura 2). Estes resultados sdo contrarios aos obtidos
para Picea abies (Moéttonen et al., 2001; Moéttonen et al., 2005). Os maiores Wz podem ser
indicativo de que a presenca do nutriente favorece o ajustamento osmético e, ou, induz o
crescimento radicular facilitando a absorcdo de agua. Esta afirmacédo pdde ser comprovada
neste trabalho, que mostrou que o maior crescimento radicular foi favorecido pela presenca
de B na solugcdo ou por meio de sua aplicacdo em folhas maduras (Figura 8). De forma
semelhante, em Picea abies foi observado maior crescimento em comprimento radicular,
namero de raizes e matéria seca em plantas suplementadas com B e submetidas a restricao
hidrica (Mottonen et al., 2005; Mottonen et al., 2001a,b). A auséncia do nutriente, mesmo
em boa disponibilidade hidrica também restringiu o crescimento radicular desta espécie
(Raisanen et al., 2007).
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Um maior Wz, decorrente da maior absorcdo de agua, poderia levar ao aumento da
condutancia estomatica e taxa transpiracional, como observado por Nunes (2010), com
consequente maior assimilagdo de carbono, resultando em maior crescimento pelas plantas
durante estresse hidrico. Sob tal condicdo, permitiria a planta suportar a maior taxa de
acumulo da matéria seca da parte aérea decorrente do efeito da aplicacdo de B durante o
periodo de restricdo hidrica (Figura?).

A aquisicdo de B pelo sistema radicular durante periodos de escassez hidrica é
limitada devido ao menor fluxo transpiracional da planta (Mattiello et al., 2009a) e em
condicdes limitantes para absorcdo do nutriente, transportadores de B, energeticamente
dependentes, podem atuar facilitando a entrada do nutriente através das raizes (Stangoulis
et al., 2001; Takano et al., 2002; Tanaka et al., 2008).

Os transportadores do tipo BOR, localizados na membrana plasmatica do estelo
radicular estdo envolvidos no carregamento de B para o xilema (Takano et al., 2002;
Takano et al., 2005; Miwa & Fujiwara, 2010) e facilitam a aquisicdo e direcionamento de
B para parte aérea, principalmente diante de baixa disponibilidade do elemento na solucéo
do solo. Entretanto, de acordo com Sun et al. (2010), a translocacdo mais generalizada
de B em diferentes tipos de células e em mdltiplos tecidos, que inclui os
tecidos parenquimaticos e vasculares, também € uma das varias funcdes destes
transportadores.

Os genes At BOR1 e Os BORL1, também relacionados ao transporte de ions, sao
requeridos para o crescimento normal de Arabidopsis thaliana e Oryza sativa,
respectivamente, sob baixa disponibilidade de B (Takano et al., 2002; Nakagawa et al.,
2007), resultado semelhante ao observado neste trabalho para BOR2, que teve sua
expressdo aumentada na auséncia do nutriente (Figuras 9E, 9F) ao contrario dos dois
outros genes aqui estudados, que possuiram expressdo induzida com o aumento nos niveis
de boro. Nunes (2010) observou que em eucalipto submetidos a restricdo hidrica ocorreu
maior expressao do gene BORL1 nas plantas cultivadas na presenca de B. Cabe ressaltar que
0Ss mecanismos e atuacdo dos transportadores de B ainda sdo desconhecidos e mais estudos
sdo requeridos para elucida-los (Park et al., 2008).

Sob condicdes de déficit hidrico, observou-se que a aplicacdo de B em folha madura

foi mais eficiente na manutencdo do turgor foliar, o que provavelmente possuiu efeito
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positivo no crescimento da parte aérea e sistema radicular. Alem disso, aplicacdo de B em
folha madura produziu os maiores aumentos na expressdo dos transportadores BORS5 e
BOR cl6871 em folhas, permitindo sugerir a hipotese que maior translocacao de boro para
as raizes ocorre a partir das folhas maduras, e que esta aplicacdo seria suficiente para
aumentar a matéria do sistema radicular.

Mesmo que a mobilidade do B seja restrita em algumas plantas (Oertli &
Richardson, 1970; Raven, 1980), neste trabalho ela se mostrou acentuada, como se pode
deduzir pelo aumento dos teores do nutriente em folhas jovens, cinco dias apds aplicacdo
foliar (Figura 4). Brown & Hu (1996) observaram mobilidade do B em algumas espécies
arbdreas, como Malus e Prunus, e em Coffea, poderia estar relacionado com a concentracao
interna do nutriente (Leite et al., 2007). Em clone de eucalipto mais tolerante a deficiéncia
de B, Mattiello et al. (2009b) demonstraram que no 1° dia ap6s a aplicacdo de °B em uma
tnica folha madura ja foi possivel detectar o nutriente em folhas jovens e raizes de
eucalipto, suportando assim sua relativa mobilidade.

Os fatores que favorecem o carregamento de B pelo xilema e sua translocacgao pelo
floema sdo pouco elucidados, com indicios que sua translocacdo se dé na presenca de
polidis, como manitol e sorbitol (Hu et al., 1997). Em transgénicos de Oryza sativa a
producdo induzida de sorbitol favoreceu a translocacdo de B (Bellaloui et al., 2003). Outros
autores (Noiraud et al., 2001; Sircelj et al., 2005) mostraram que plantas sob estresse
hidrico apresentaram aumento na concentracdo de carboidratos sollveis, como o sorbitol e
manitol. Tem sido demonstrado que a enzima M-6-PR (NADPH manose-6-fosfato
redutase), que catalisa a conversdo da manose-6-fostato para manitol-6-fosfato, tem maior
atividade em folhas maduras (Stoop et al., 1996) e a mobilidade do B em plantas de
eucalipto foi maior quando sua aplicacéo foi feita, via foliar, juntamente com manitol em
comparacdo com sua aplicacdo isolada (Sdo José et al., 2009). No presente trabalho, as
melhores respostas foram obtidas quando a aplicacdo de B foi realizada em folha madura.
Isto sugere que o bom suprimento de carboidratos nestas folhas poderia favorecer a maior
translocacdo do nutriente no eucalipto.

Durante periodos de restricdo hidrica, a complexacdo do B e polidis e sua
retranslocacdo da parte aérea para o sistema radicular poderia ser uma forma de

movimentacdo de compostos orgénicos, fonte de esqueleto carbbnico, necessarios para o
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crescimento radicular (Nunes, 2010). Este mesmo autor observou aumento da expressao do
gene relacionado ao transporte de polidis (PtrPLT) em folhas de eucalipto submetidos a
restricdo hidrica, além disso esses transportadores podem propiciar suprimento de C
organico, através da redistribuicdo de fotoassimilados, para a sintese de parede celular
(Klepek et al., 2010).

Como maior parte do B encontra-se na parede celular, ligado as pectinas (O’Neill et
al., 2001), sua mobilizacdo deve entdo envolver a liberacdo do nutriente da parede celular e
seu transporte pelo sistema vascular. Para sintese e alteracdo de compostos pécticos
constituintes da parede celular faz-se necessario a atuacdo de alguns tipos de enzimas. As
PMEs sdo importantes para o enrijecimento da parede celular (Moustacas et al.,1991),
essenciais no processo de alongamento do sistema radicular (Al-Qsous et al., 2004) e agem
adicionando grupos metil aos grupamentos carboxil dos compostos pécticos (Ishikawa et
al., 2000). Ja as GT participam de reacdes de transferéncia de agucares entre moléculas
(Ross et al., 2001), sdo importantes enzimas de formacdo e degradacdo dos compostos
pécticos e auséncia de sua atividade pode reduzir em até 25% o conteudo de &cidos
galacturonicos (Bouton et al., 2002), principais constituintes da pectina (Taiz & Zeiger,
2009).

Neste estudo, constatamos que na auséncia de B ocorreu a reducdo da taxa
transcricional dos genes PME3 e GTP8, em torno de 50 % em raizes (Figura 10). Estes
resultados se assemelham aos obtidos para raizes de Arabidopsis thaliana, nas quais a
PME2 teve sua expressao reduzida em 50% quando as plantas foram submetidas a restri¢do
de B (Camacho-Cristdbal et al., 2008). Os resultados aqui apresentados se assemelham
também aos observados em raizes de clone de eucalipto tolerante a seca que, quando
submetido ao estresse hidrico e ao suprimento de B teve a expressdo da PME3 aumentada
(Nunes, 2010).

A expressdo da GTP8 durante os periodos de restricdo hidrica foi induzida pela
suplementacdo com B, principalmente pela aplicacdo via foliar (Figura 10). A auséncia
desse gene pode resultar em menor adeséo entre as celulas foliares e radiculares facilitando
a desidratacdo dessas (Bouton et al., 2002). O fato de que tanto a seca como o B

aumentarem a expressao destas duas enzimas, e que o efeito destes dois fatores é sinérgico
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na expressao destes genes, sugerindo que a mobilizacdo do B das pectinas, para transloca-
lo as raizes e a outras partes da planta, pode depender da atuacao destas duas enzimas.

Leucci et al. (2008) demonstraram que as raizes de variedade de trigo tolerante a
seca apresentaram incremento das cadeias dos RG | (ramnogalacturonanos I) e, ou, RG Il
(ramnogalacturonanos Il) em resposta a restricdo hidrica. Assim, de acordo com os autores,
a possibilidade de aumentar a tolerancia ao estresse pode estar relacionada ao aumento da
sintese de cadeias pécticas, nas quais estes compostos podem atuar como agentes
gelificantes bem como anti-dessecantes. Cabe ressaltar que o B participa ativamente dos
RG II, por meio da formacdo das ligacdes B-diéster, responsaveis pela integridade da
cadeia péctica (O’Neill et al., 2004).

Nunes (2010) constatou maior expressdo diferencial dos genes relacionados a
sintese e alteracdo dos compostos pécticos (GTP8 e PME) e transporte de B (BOR1 e BOR
2) no clone de eucalipto tolerante a seca cultivado sob restricdo hidrica e suplementado
com B, em comparac¢do ao clone sensivel. Este fato € um indicativo da participacao destes
genes na tolerancia a déficit hidrico.

No presente estudo, a maior expressao dos genes (BOR5, BOR cl6871, GTP8 e
PME3) durante a restricdo hidrica principalmente quando feita aplicacdo via foliar, e a
provavel translocacdo do B observada neste trabalho, podem ser mais um indicativo da
importancia do nutriente estudado na melhor adequacéo as condicGes de restri¢do hidrica as
quais as plantas foram submetidas. Além disso, evidencia-se também que o GTP8 foi o
gene com maior expressdo sob déficit hidrico (Figura 10) e teve alta correlacdo com o0s
transportadores de B (BOR 5 e BOR ¢l6871) quando realizada aplicacdo do nutriente em
folha madura (Quadro 8), sugerindo a importancia da aquisicao e transporte de B na sintese
e alteracdo dos compostos formadores da parede celular.

Diante do exposto, evidencia-se a importancia do suprimento de B via solo, em
periodos anteriores a estacdo seca para aumentar a robustez das plantas tornando-as menos
sujeitas aos danos causados pelo déficit hidrico. Entretanto, em periodos de seca
prolongada, como se observa no Cerrado brasileiro, ha limitacdo na absorcéo do nutriente
pela raiz, em razdo da menor disponibilidade hidrica, e sua aplicacdo via foliar,
principalmente em folhas basais, é sugerida diante dos beneficios observados no presente

trabalho.

27



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALI-BENALI, M.A.; ALARY, R.; JOUDRIER, P. & GAUTIER, M.F. Comparative
expression of five Lea genes during wheat seed development and in response to abiotic
stresses by real-time quantitative RT-PCR, Biochem. Biophys. Acta Gene Struct. Exp.
1730:56-65, 2005.

ALTHOFF, P.; OLIVEIRA, A.C.; MORAIS, E.J. & FONSECA, S. Eucalypt dieback in
cerrado areas in North-Northwest of Minas Gerais. In: Schonau, A.P.G. (ed.) Symposium
on Intensive Forestry: The role of eucalypts. Southern African Institute of Florestry.
Pretoria. 1991, p.598-6009.

AL-QSOUS, S.; CARPENTIER, E.; KLEIN-EUDE, D.; BUREL, C.; MAREK, A;;
DAUCHEL, H.; GOMORD, V.; BALANGE, A.P. Identification and isolation of a pectin
methylesterase isoform that could be involved in flax cell wall stiffening. Planta, 219:369-
378, 2004.

BELLALOUI, N.; YADAVC, R.C.; CHERN, M-S.; HU, H.; GILLEN, A.M.; GREVE, C.;
ABHAYA, M.D.; RONALD, P.C.; BROWN, P.H. Transgenically enhanced sorbitol
synthesis facilitates phloem-boron mobility in rice. Physiol. Plant., 117:79-84, 2003.

BOUTON, S.; LEBOEUF, E.; MOUILLE, G.; LEYDECKER, M.T.; TALBOTEC, J;
GRANIER, F.; LAHAYE, M.; HOFTE, H.; TRUONG, H.N. Quasimodol encodes a
putative membrane-bound glycosyltransferase required for normal pectin synthesis and cell
adhesion in Arabidopsis. The Plant Cell, 14: 2577-2590, 2002.

BROWN, P.H. & HU, H. Phloem mobility of boron is species dependent: Evidence for
phloem mobility in sorbitol-rich species. Annals of Botany, 77: 497-505, 1996.

BROWN, P.H. & HU, H. Boron uptake by sunflower, squash and cultured tobacco cells.
Physiol. Plant., 91:435-441, 1994.

CAMACHO-CRISTOBAL, JJ.; HERRERA-RODRIGUEZ, M.B.; BEATO, V.M
REXACH, J.: NAVARRO-GOCHICOA, M.T.N.; MALDONADO, J.M.; GONZALEZ-
FONTES, A. The expression of several cell wall-related genes in Arabidopsis roots is
down-regulated under boron deficiency. Environ. Exp. Botany, 63:351-358, 2008.

CAKMAK, | & ROMHELD, V. Boron deficiency-induced impairments of cellular
functions in plants. Plant and Soil, 193:71-83, 1997.

CLARK, R.B. Characterization of phosphates in intact maize root. J. Agric. Food Chem.,
23:458-460, 1975.

28



HAN, S.; CHEN, L.S.; JIANG, H.X.; SMITH, B.R.; YANG, L.T.; XIE, C.Y. Boron
deficiency decreases growth and photosynthesis, and increases starch and hexoses in leaves
of citrus seedlings. J. Plant Physiol., 165:1331-1341, 2008.

HU, H. & BROWN, P.H. Absorption of boron by plants. Plant Soil, 193:49-58, 1997.

HU, H. & BROWN, P.H. Localization of boron in cell walls of squash and tobacco and its
association with pectin. Plant Physiol., 105:681-689, 1994.

HU, H.; PEN, S.G.LEBRILLA, C.B.; BROWN, P.H. The mechanism of phloem mobility
of boron. Plant Physiol., 113:649-655.

KLEPEK, Y.S., GEIGER, D.; STADLER, R.; KLEBL, F.; LANDOUAR-ARSIVAUD, L;
LEMOINE, R.; HEDRICH, R. & SAUER, N. Arabidopsis polyol transporter 5, a new
member of the monosaccharide transporter-like superfamily, mediates H+-Symport of
numerous substrates, including myo-inositol, glycerol, and ribose. Plant Cell., 17:204-218,
2005.

ISHIKAWA, M.; KUROYAMA, H.; TAKEUCHI, Y. & TSUMURAYA, Y.
Characterization of pectin methylesterase from soyben hypocotyls. Planta, 210:782-791,
2000.

JONGDEE, B.; FUKAI, S.; COOPER, M. Leaf water potential and osmotic adjustment as
physiological traits to improve drought tolerance in rice. Field Crops Res., 76:153-163,
2002.

KATO, Y.; MIWA, K.; TAKANO, J.; WADA, M.; FUJIWARA, T. Highly boron
deficiency-tolerant plants generated by enhanced expression of NIP5;1, a boric acid
channel. Plant Cell Physiol., 50:58-66, 2009.

LEHTO, T.; RAISANEN, A.; LAVOLA, A.; JULKUNEN-THTTO, R.; APHALO, P..
Boron mobility in deciduous foret trees in relation to their polyols. New Phytol., 163:333-
339, 2004.

LEHTO,T.; RUUHOLA, T.; DELL, B. Boron in forest trees and forest ecosystems. For.
Ecol. Manag., 260: 2053-2069, 2010.

LEITE, V.M.; BROWN, P.H.; ROSOLEM, C.A. Boron translocation in coffee trees. Plant
Soil, 290:221-229, 2007.

LEUCCI, M.R.; LENUCCI, M.S.; PIRO, G.; DALESSANDRO, G. Water stress and cell
wall polysaccharides in the apical root zone of wheat cultivars varyng in drought tolerance.
J. Plant Physiol., 165:1168-1180, 2008.

LEVITT, J. Responses of plantas to environmental stress. Water relation, salt and other
stresses, vol. 2, 2" Edition. Academic Press, New York, 1980. 606p.

29



LUKASZEWSKI, K.M & BLEVINS, D.G. Root growth inhibition in boron-deficient or
aluminium-stressed squash may be a result of impaired ascorbate metabolism. Plant
Physiol., 112:1135-1140, 1996.

MATTIELLO, E.M.; RUIZ, H.A.; SILVA, LR.; BARROS, N.F.; NEVES, JCL &
BEHLING, M. Transporte de boro no solo e sua absorcéo por eucalipto. R. Bras. Ci. Solo,
33:1281-1290, 2009a.

MATTIELLO, E.M.; RUIZ, H.A.; SILVA, L.R.; SARKIS, J.E.S.; NEVES, J.C.L & PUCCI,
M.M. Phloem mobility of boron in two eucalypt clones. R. Bras. Ci. Solo, 33: 1695-1704,
2009b.

MATOH, T.; KAWAGUCHI, S.; KOBAYASHI M. Ubiquity of a borate
rhamnogalacturonan 1l complex in the cell walls of higher plants. Plant Cell Physiol.,
37:636-640, 1996.

MICHEL, B.E & KAUFMANN, M.R. The osmotic potential of polyethylene glycol 6000.
Plant Physiol., 51:914-916, 1973.

MIWA, K & FUJIWARA, T. Boron transport in plants: co-ordinated regulation of
transporters. Annals of Botany, 1-6, 2010.

MOUSTACAS, A.M.; NARI, J; BOREL, M.; NOAT, G.; RICARD, J. Pectin
methylesterase, metal ions and plant cell-wall extension. Bioch. J., 279:351-354, 1991.

MOTTONEN, M., APHALO, P.J., LEHTO, T. The role of boron in drought resistance in
Norway spruce (Picea abies) seedlings. Tree Physiol. 21:673-681, 2001a.

MOTTONEN, M.; LEHTO, T.; RITA, H.; APHALO, P. Recorey of Norway spruce (Picea
abies) seedling from repeated drought as affected by boron nutrition. Trees, 19:213-223,
2005.

MOTTONEN, M., LEHTO, T., APHALO, P.J. Growth dynamics and mycorrhizas of
Norway spruce (Picea abies) seedlings in relation to boron availability. Trees, 15:319-326,
2001b.

NAKAGAWA, Y., HANAOKA, H,; KOBAYASHI, M.; MIYOSHI, K.; MIWAK;
FUJIWARA, T. Cell-type specificity of the expression of Os BORL, a rice efflux boron
transporter gene, is regulated in response to boron availability for efficient boron uptake
and xylem loading. The Plant Cell, 19: 262402635, 2007.

NOIRAUD, N.; MAUROUSSET, L.; LEMOINE, R. Transport of polyols in higher plants.
Plant Physiol. Biochem, 39:717-728, 2001.

30



NUNES, F.N. Crescimento e expressdo génica em clones de eucalipto influenciados pelo
boro e déficit hidrico. Vigosa, Universidade Federal de Vigosa. 2010. 65f. Tese (Doutorado
em Solos e Nutricdo de Plantas).

O’NEILL, M.A.; EBERHARD, E.; ALBERSHEIM, P.; DARVILL, A.G. Requirement of
borate cross-linking of cell wall rhamnogalacturonan Il for Arabidopsis growth. Sci.,
294:846-849, 2001.

O’NEILL, M.A.; ISHII, T.; ALBERSHEIM, P.; DARVILL, A.G. Rhamnogalacturonan II:
Structure and function of a borate cross-linked cell wall pectin polysaccharide, Ann. Rev.
Plant Biol., 55:109-139, 2004.

OERTLI, JJ. & RICHARDSON, W.F. The mechanism of boron immobility in plants.
Physiol. Plant., 23:108-116, 1970.

PARK., J.; KIM, Y.Y.; MATINOIA, E.; LEE, Y. Long-distance transporters of inorganic
nutrients in plants. J.Plant Biol., 51:240-247, 2008.

PELLOUX, J.; RUSTERUCCI, C. & MELLEROWICZ, E. New insights into pectin
methylesterase structure and function. Trends Plant Sc., 12: 265-277, 2007.

RAISANEN, M.; REPO, T.; LEHTO, T. Cold acclimation was partially impaired in boron
deficient Norway spruce seedling. Plant Soil, 292: 271-282, 2007.

RAVEN, J.A. Short- and long-distance transport of boric acid in plants. New Phytol.,
84:231-249, 1980.

ROSS, J.; LI, Y.; LIM, E.K.; BOWLES, D.J. Higher plant glycosyltransferases. Gen. Biol.,
2:1-6, 2001.

SAO JOSE, J.F.B.; SILVA, L.V.; BARROS, N.F.; NOVAIS, R.F.; SILVA, E.F.; SMYTH,
T.J.; LEITE, F.P.; NUNES, F.N.; GEBRIM, F.O. Boron mobility in Eucalyptus clones. R.
Bras. Ci. Solo, 33:1733-1744, 2009.

SCHEIBLE, W.R. & PAULY, M. Glycosyltransferases and cell wall biosynthesis : novel
players and insights. Cur. Op. Plant Biol., 7:285-295, 2004.

SIRCELIJ, H.; TAUSZ,M.; GRILL, D.; BATIC, F. Biochemical responses in leaves of two
apple tree cultivars subjected to progressing drought. J. Plant Physiol., 162:1308-1318,
2005.

SHON, M.K.; NOVACKY, A. & BLEVINS, D.G. Boron induces hyperpolarization of
sunflower root cell membranes and increases membrane permeability to K. Plant Physiol.,
93:566-571, 1990.

STANGOULIS, J.C.R.; REID, R.J.; BROWN, P.H.; GRAHAM, R.D. Kinetic analysis of
boron transport in Chara. Planta, 213:142-146, 2001.

31



STAVRIANAKOU, S.; LIAKOPOULOS, G & KARABOURNIOTIS, G. Boron
deficiency effects on growth, photosynthesis and relative concentrations of phenolics of
Dittrichia viscosa (Asteraceae). Env. Exp. Botany, 56:293-300, 2006.

STOOP, J.M.H.; WILLIAMSON,J.D.; PHARR, D.M. Mannitol metabolism in plants: a
method for coping with stress. Trends Plant Sci., 1:1385-1396, 1996.

SUN, J.; SHI, L.; ZHANG, C.; XU, F. Cloning and characterization of boron transporters
in Brassica napus. Mol. Biol. Rep., jun, 11, 2010.

TAIZ, L.; ZEIGER, E. Fisiologia vegetal. 3a.ed. Porto Alegre: Artmed, 2009. 719p.

TAKANO, J.; MIWA, K.; YUAN, L.; WIREN, N.; FUJIWARA, T. Endocytosis and
degradation of BORL1, a boron transporter of Arabidopsis thaliana, regulated by boron
availability. Proc. Nat. Acad. Sci., 102:12276-12281, 2005.

TAKANDO, J.; NOGUCHI, K.; YASUMORI, M.; MASAHARU, K.; GADJOS, Z.; MIWA,
K.; HAYASHI, H.; YONEYAMA, T.; FUJIWARA, T. Arabidopsis boron transporter for
xylem loading. Nature, 420:337-340, 2002.

TANAKA, M & FUJIWARA, T. Physiological roles and transport mechanisms of boron:
perspectives from plants. Eur. J. Physiol., 456:671-677, 2008.

VANDESOMPELE, J.; DE PRETER, K.; PATTYN, F.; POPPE, B.; VAN ROY, N.; DE
PAEPE, A. & SPELEMAN, F. Accurate normalization of real time guantitative RT-PCR
data by geometric averaging of multiple internal control genes. Gen. Biol., 3:1-12, 2002.

WANG, X.; TIAN, W. & LI, Y. Development of an Efficient Protocol of RNA Isolation
from recalcitrant Tree Tissues. Mol Biotechnol., 38:57-64, 2007.

WEN, F.; ZHU, Y.; HAWES, M.C. Effect of pectin methylesterase gene expression on pea
root development. The Plant Cell, 11:1129-1140, 1999.

WILSON, K. & WALKER, K. Principles and techniques of practical biochemistry. 5a ed.
Cambridge: Cambridge University Press, 2000.784 p.

WINGENDER, Q.Y.; SCHULZ, M. & GOLDBACH, H.E. Short-term boron deprivation
induces increased levels of cytoskeletal proteins in Arabidopsis roots. Plant Biol., 3:335-
340, 2001.

WOLF, B. Improvement in the azometine-H method for determination of boron. Comm.
Soil Sci. Plant Anal., 5:39-44, 1974.

ZHAO, D., OOSTERHUIS, D.M. Cotton growth and physiological responses to boron
deficiency. J. Plant. Nutr. 26:855-867, 2003.

32



APENDICE

33



Quadro 4: Analise de variancia do potencial hidrico foliar (¥wf), teor de boro nas folhas
maduras (TBFM), folhas jovens (TBFJ) e raizes (TBR), matéria seca total (MST), matéria
seca da parte aérea (MSPA) e matéria seca de raizes (MSR), considerando os tratamentos
aplicados

FV GL Quadrado Médio

Ywf  TBFM  TBFJ TBR MST MSPA  MSR

Tratamentos 29 1,0698* 530,20* 538,66* 491,40* 171,06* 108,24* 8,42*

Residuo 87 0,0025 13,80 6,19 18,70 6,11 5,03 0,89

CV (%) 11,9 8,14 9,57 12,96 23,87 21,81 28,00

*, significativo a 1% de probabilidade pelo teste F.
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Quadro 5: Matriz de correlagdo de Spearman do padrdo quantitativo de co-expressdo dos genes
relacionados com o transporte de B e sintese e degradacdo da parede celular em folhas, nos
tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca (+B) de B e com disponibilidade hidrica

adequada
B B B B B +B +B +B +B +B
Tratamentos BOR2  BOR5 BORcl* GTP8 PME3 BOR2 BOR5 BORc* GTP8  PME3
-B BOR2 1,000
-B BOR5  -0,276 1,000
-B BORcl* 0,682 0,891 1,000
-B GTP8  -0,833 0761  -0973 1,000
-B PME3 0338 0811  -0458 0239 1,000
+B BOR2  -0,623 -0,580 0,148 0087  -0,947 1,000
+B BOR5  -0,529 -0,669 0,259 -0,028 0977 0993 1,00
+BBORcl*  -0,640 0915  -0998 0958 0507  -0,202 -0,313 1,000
+B GTP8 0,335 -0,813 0461 0,241  -1000 0946 0977 0509 1,000
+BPME3 0,100 -0,984 0,796 -0633  -0903 0716 0791 0,828 0,904 1,000

*=abreviacédo de BOR cl6871
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Quadro 6: Matriz de correlagéo de Spearman do padrdo quantitativo de co-expresséo dos genes relacionados com o transporte de B e sintese e degradacéo da
parede celular em folhas, nos tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca (+B) de B e aplicacdo deste em folhas madura (BFM) ou jovem (BFJ) sob

restricao hidrica

Tratamentos

-BBOR 2
-B BOR 5
-B BORcl*
-BGTP8
-BPME 3
+B BOR 2
+B BOR 5
+B BORcl*
+B GTP 8
+B PME 3
BFM BOR 2
BFM BOR 5
BFM BORcl*
BFM GTP 8
BFM PME 3
BFJ BOR 2
BFJ BOR 5
BFJ BORcl*
BFJGTP 8

BFJ PME 3

-B
BOR 2

1,000
0,964
0,993
0,899
-0,899
0,949
-0,079
-0,160
-0,657
-0,995
-0,968
-0,141
0,394
0,822
0,972
-0,625
-0,973
0,441
0,960

0,544

-B
BOR 5

1,000
0,925
0,750
-0,751
0,831
0,188
0,108
-0,433
-0,986
-1,000
0,127
0,624
0,944
0,875
-0,396
-0,999
0,664
1,000

0,747

-B
BORcl*

1,000
0,945
-0,946
0,980
-0,200
-0,279
-0,743
-0,975
-0,930
-0,260
0,280
0,747
0,993
-0,716
-0,938
0,329
0,919

0,438

-B
GTP 8

1,000
-1,000
0,991
-0,508
-0,576
-0,921
-0,850
-0,760
-0,561
-0,049
0,490
0,977
-0,904
-0,774
0,003
0,741

0,121

-B
PME 3

1,000
-0,992
0,507
0,576
0,920
0,851
0,760
0,560
0,047
-0,491
-0,977
0,904
0,775
-0,004
-0,742

-0,122

+B
BOR 2

1,000
0,391
-0,464
-0,862
-0,912
0,838
-0,447
0,083
0,600
0,996
-0,840
-0,851
0,135
0,823

0,250

+B
BOR 5

1,000
0,997
0,804
-0,022
-0,174
0,998
0,885
0,502
-0,311
0,827
-0,152
0,860
0,202

0,794

+B
BORcl*

1,000
0,850
0,060
-0,093
1,000
0,844
0,430
-0,388
0,870
-0,071
0,815
0,121

0,741

+B
GTP8

1,000
0,577
0,446
0,839
0,434
-0,111
-0,816
0,999
0,466
0,387
-0,420

0,276

+B
PME 3

1,000
0,988
0,041
-0,485
-0,875
-0,943
0,544
0,991
-0,529
-0,984

-0,625

BFM
BOR 2

1,000
-0,112
-0,613
-0,939
-0,881

0,409

1,000
-0,653
-1,000

-0,737

BFM
BOR 5

1,000
0,854
0,447
-0,370
0,861
-0,090
0,826
0,140

0,754

BFM
BORcl*

1,000
0,847
0,167
0,471
-0,594
0,999
0,635

0,986

BFM
GTP 8

1,000
0,665
-0,070
-0,931
0,874
0,948

0,925

BFM
PME 3

1,000
-0,791
-0,892

0,218

0,868

0,331

BFJ
BOR 2

1,000
0,430
0,424
-0,383

0,315

BFJ BFJ BFJ BFJ
BOR 5 BORcl* GTP8 PME 3

1,000
-0,635 1,000
-0,999 0,674 1.000

-0,722 0,993 0.756 1.000

*=abreviacdo de BOR cl6871
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Quadro 7: Matriz de correlacdo de Spearman do padrédo quantitativo de co-expresséo dos genes relacionados com o transporte de B e sintese e degradagdo
da parede celular em raizes, nos tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca (+B) de B e com disponibilidade hidrica adequada

-BBOR 2
-BBORS5
-B BORcl
-BGTP 8
-BPME 3
+B BOR 2
+B BOR 5
+B BORcl
+B GTP 8
+B PME 3

-B
BOR 2

1,000
-0,947

0,779
-0,899
-0,909
-0,639
-0,984

0,484
-0,943
-0,991

-B
BOR 5

1,000
-0,536
0,710
0,726
0,359
0,989
-0,177
0,787
0,895

-B
BORcl

1,000
-0,975
-0,970
-0,980
-0,655

0,926
-0,943
-0,856

-B
GTP 8

1,000
1,000
0,912
0,806
-0,819
0,993
0,949

-B
PME 3

1,000
0,902
0,820
-0,805
0,996
0,956

+B
BOR 2

1,000
0,492
-0,982
0,858
0,737

+B +B +B
BORS5 BORcl GTP 8
1,000
-0,320 1,000
0,869 -0,747 1,000
0,951 -0,597 0,979

+B
PME 3

1.000

*=abreviagdo de BOR cl6871
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Quadro 8: Matriz de correlagdo de Spearman do padrdo quantitativo de co-expressdo dos genes relacionados com o transporte de B e sintese e degradacéo da
parede celular em raizes, nos tratamentos aclimatados na auséncia (-B) ou presenca (+B) de B e aplicacdo deste em folhas madura (BFM) ou jovem (BFJ) sob

restricdo hidrica

-B

BOR 2
-BBOR 2 1,000
-BBOR 5 -0,003
-B BORcl* 0,953
-BGTP8 1,000
-BPME 3 0,959
+B BOR 2 0,801
+B BOR 5 0,520
+B BORcl* 0,964
+B GTP 8 1,000
+B PME 3 -0,340
BFM BOR 2 -0,997
BFM BOR 5 0,561
BFM BORcl* 0,759
BFM GTP 8 0,997
BFM PME 3 0,986
BFJ BOR 2 -0,916
BFJ BOR 5 0,714
BFJ BORcl 0,752
BFIGTP 8 0,999
BFJ PME 3 0,971

-B
BOR 5

1,000
-0,305
0,013
-0,287
-0,601
0,853
-0,268
0,014
0,941
-0,069
0,826
0,649
0,079
0,163
0,404
0,697
0,657
-0,056

-0,241

-B
BORcl*

1,000
0,948
1,000
0,944
0,238
0,999
0,948
-0,608
-0,929
0,285
0,527
0,926
0,890
-0,994
0,470
0,518
0,968

0,998

-B
GTP 8

1,000
0,954
0,792
0,533
0,960
1,000
-0,325
-0,998
0,574
0,769
0,998
0,989
-0,910
0,726
0,762
0,998

0,967

-B
PME 3

1,000
0,938
0,255
1,000
0,954
-0,593
-0,936
0,302
0,542
0,932
0,898
-0,992
0,486
0,533
0,972

0,999

+B
BOR 2

1,000
-0,095
0,931
0,791
-0,835
-0,756
-0,046
0,218
0,750
0,691
-0,974
0,154
0,208
0,831

0,921

+B
BOR 5

1,000
0,274
0,534
0,627
-0,580
0,999
0,951
0,588
0,654
-0,133
0,969
0,954
0,474

0,301

+B
BORcl*

1,000
0,959
-0,578
-0,942
0,321
0,558
0,939
0,907
-0,990
0,503
0,549
0,977

1,000

+B
GTP8

1,000
-0,324
-0,998

0,575

0,770

0,998

0,989
-0,909

0,726

0,763

0,998

0,967

+B
PME 3

1,000
0,271
0,588
0,355
-0,262
-0,180
0,689
0,415
0,365
-0,389

-0,554

BFM
BOR 2

1,000
-0,619
-0,804
-1,000
-0,996

0,885
-0,763
-0,797
-0,992

-0,951

BFM
BOR 5

1,000
0,965
0,627
0,690
-0,182
0,980
0,968
0,517

0,347

BFM
BORcl*

1,000
0,809
0,856
-0,434
0,998
1,000
0,723

0,582

BFM
GTP 8

1,000
0,996
-0,880
0,769
0,803
0,991

0,948

BFM
PME 3

1,000
-0,837
0,820
0,850
0,976

0,918

BFM
BOR 2

1,000
-0,374
-0,424
-0,936

-0,985

BFM
BOR 5

1,000
0,999
0,677

0,527

BFM BFM BFM
BORcl* GTP8 PME3
1,000
0,716 1,000
0,573 0,982 1,000

*=abreviagdo de BOR cl6871

38



Quadro 9: Média dos tratamentos para potencial hidrico foliar (¥wf), teores de boro em
folhas maduras (TBFM), teores de boro em folhas jovens (TBFJ), teores de boro em
relagéo aos dias e tratamentos aplicados

Tempo (d) Média das variaveis coletadas
Ywf
SS-B SS+B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 -0,048 -0,043 -0,078 -0,060 -0,060 -0,070
-0,050 -0,050 -0,150 -0,070 -0,122 -0,130
10 -0,050 -0,050 -0,650 -0,620 -0,460 -0,580
15 -0,070 -0,054 -0,990 -0,940 -0,840 -0,886
20 -0,058 -0,050 -1,530 -1,460 -1,400 -1,450
TBFM
SS -B SS +B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 40,47 55,32 46,04 53,35 50,36 44,82
5 33,93 47,37 36,23 43,79 52,40 41,03
10 29,97 43,75 39,09 41,36 37,24 40,12
15 27,50 42,39 28,82 32,87 36,00
20 57,84 64,36 61,32 65,96 66,27 63,95
TBFJ
SS -B SS +B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 23,21 35,87 25,59 32,93 23,25 24,43
20,25 31,22 24,87 30,38 56,84 46,14
10 15,91 21,82 16,81 22,91 17,85 19,06
15 20,78 26,80 23,33 29,21 26,05
20 42,47 50,93 8,23 13,15 8,52 15,19
TBR
SS -B SS +B CS-B CS+B CSBFM CS BFJ
1 17,23 29,72 31,85 35,95 24,64 18,98
5 32,45 35,82 41,72 34,53 38,10 23,66
10 23,07 26,28 21,90 19,17 25,42 20,71
15 32,45 46,47 30,57 44,93 43,58
20 35,66 36,92 60,21 60,89 34,32 40,57
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Quadro 10: Média dos tratamentos para matéria seca total (MST), matéria seca da parte
aérea (MSPA) e matéria seca de raizes (MSR) em relacdo aos dias e tratamentos

aplicados
Tempo (d) Meédia das varidveis coletadas
MST
SS-B SS+B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 4,60 12,57 5,30 10,80 7,98 8,29
5 5,61 13,46 5,86 11,30 11,53 13,02
10 8,04 18,68 10,72 16,73 12,42 13,53
15 11,37 29,46 12,48 16,33 15,94
20 16,79 33,65 14,67 17,18 21,77 15,75
MPA
SS-B SS +B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 3,56 9,69 3,54 8,38 5,96 5,41
5 3,81 10,06 3,96 8,67 9,22 9,40
10 6,24 13,79 7,88 12,91 9,22 10,67
15 8,24 23,12 9,44 11,77 12,08
20 13,29 26,85 11,31 13,29 14,86 11,59
MSR
SS-B SS +B CS-B CS+B CS BFM CS BFJ
1 1,04 2,88 1,76 2,43 2,03 2,88
5 1,80 3,41 1,90 2,63 2,31 3,62
10 1,80 4,89 2,85 3,81 3,20 2,86
15 3,13 6,34 3,04 4,56 3,85
20 3,51 6,80 3,36 3,89 6,92 4,16
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Quadro 11: Média dos valores de Ct dos primers constitutivos, ribonucleoproteina
(Ribo) e histona 2B (H2B), dos primers relacionados a transporte e absorc¢ao de ions,
(BOR5, BOR cl6871 e BOR2) e dos primers relacionados a sintese de parede, glicosil
transferase isoforma 8 (GTP8) e pectina metilesterease (PME3) em folhas por PCR em
tempo real em resposta ao potencial hidrico da solucdo e aclimatacdo na auséncia (-B)
ou presenca (+B) de B e aplicacdo deste em folhas madura (BFM) ou jovem (BFJ)

Pw

0.15
0.15
0.15

0.15

0.65
0.65
0.65

0.65

15
15
15

1.5

+B
BFM

BFJ

+B

BFM

BFJ

+B
BFM

BFJ

Média dos valores de Ct em folhas

Ribo
24,53
25,04
25,61
25,68
26,53

24,40

24,36
25,98
25,27
24,89
27,12

25,98

25,59
26,13
26,07
26,01
26,78

24,47

H2B
24,88
25,48
25,74
25,24
25,57

24,25

23,78
25,27
25,20
25,13
27,24

25,37

24,79
26,08
25,79
25,26
26,23

24,17

BOR 5
26,77
27,02
28,10
26,99
27,03

26,04

26,91
27,86
27,02
26,13
27,26

28,11

28,23
28,07
27,78
27,60
28,09

26,33

BOR cI*
28,41
27,45
28,08
27,82
28,37

26,90

28,07
28,64
27,85
26,81
27,59

27,42

28,67
28,82
28,86
28,68
29,35

21,57

BOR2
30,59
30,26
30,83
31,30
31,38

29,46

30,96
31,21
30,71
31,08
32,40

31,41

31,69
31,47
31,69
31,66
32,09

30,62

PME3
30,86
30,65
30,59
30,22
30,55

29,74

31,26
31,58
31,58
30,16
30,86

31,07

32,36
31,73
32,56
30,90
30,57

30,05

GTP8
30,91
30,49
31,88
30,45
31,82

30,64

30,93
31,36
31,60
29,86
31,45

31,05

32,40
31,58
32,09
31,71
31,54

29,86

*=abreviacdo de BOR cl6871
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Quadro 12: Média dos valores de Ct dos primers constitutivos, ribonucleoproteina
(Ribo) e histona 2B (H2B), dos primers relacionados a transporte e absorc¢ao de ions,
(BOR5, BOR cl6871 e BOR2) e dos primers relacionados a sintese de parede, glicosil
transferase isoforma 8 (GTP8) e pectina metilesterease (PME3) em raizes por PCR em
tempo real em resposta ao potencial hidrico da solucdo e aclimatacdo na auséncia (-B)
ou presenca (+B) de B e aplicacdo deste em folhas madura (BFM) ou jovem (BFJ)

Média dos valores de Ct em raizes

[Pw| B Ribo H2B BOR5 BORcl* BOR2 PME3 GTP8
0 -B 25,01 24,59 22,56 27,24 21,31 20,09 22,83
0 +B 26,02 24,27 21,89 26,59 22,49 19,77 22,99

0.15 -B 2540 25,23 21,81 26,35 21,22 21,47 22,07

0.15 +B 26,12 24,40 21,89 26,56 22,32 18,60 20,07

0.15 BFM 26,56 24,52 22,12 27,33 22,55 22,19 22,97

0.15 BFJ 24,54 24,60 21,02 26,17 20,78 20,30 21,41
0 -B 2519 24,14 22,90 27,45 21,34 20,24 23,22
0 +B 25,79 24,99 21,82 26,58 22,53 19,65 22,81

0.65 -B 24,63 24,68 20,17 25,15 20,26 19,63 19,61

0.65 +B 25,86 24,42 20,53 25,78 22,04 17,96 19,86

0.65 BFM 27,54 2311 21,97 26,50 23,75 19,73 21,21

0.65 BFJ 25,59 23,66 20,46 25,29 22,09 18,91 20,40
0 -B 25,85 24,62 23,61 27,59 21,60 21,96 25,66
0 +B 26,62 24,86 22,79 26,60 23,24 20,25 23,32
15 -B 25,36 26,35 21,94 26,10 21,31 20,07 20,90
15 +B 27,23 24,54 22,53 26,57 23,31 20,06 21,32
15 BFM 26,46 23,64 21,40 25,94 22,93 18,35 19,60
15 BFJ 2530 24,42 20,58 25,35 22,29 17,83 19,48

*=abreviacdo de BOR cl6871
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