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RESUMO 

Fuchs MCP. Caracterização gênica para uma anomalia de Eucalyptus em fase inicial de 
desenvolvimento [tese]. Botucatu: Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Estadual 
Paulista “Júlio de Mesquita Filho”; 2014. 

 
 O Eucalyptus é um dos gêneros mais importantes no setor florestal mundial. Por esse 

motivo, programas de melhoramento genético florestal são desenvolvidos no intuito de 

aumentar a produtividade, introduzir características desejáveis e reduzir impactos ambientais. 

No entanto, características deletérias podem ser incorporadas em determinados cruzamentos 

nos ciclos de melhoramento, seja por endogamia biparental ou segregação de loci 

heterozigóticos. As anomalias são um exemplo deste efeito e podem acarretar perdas na 

produção de mudas, na produtividade e atrasos no desenvolvimento de genótipos elite. 

Portanto, a identificação e caracterização de genes relacionados às anomalias são muito 

importantes nos programas de melhoramento. Ao realizar um cruzamento controlado entre 

dois indivíduos de Eucalyptus grandis, a empresa Suzano Papel e Celulose detectou uma 

anomalia com segregação mendeliana de 3 (normais) :1 (anormais) na progênie. As plântulas 

anômalas morrem em poucos meses e diferem significativamente em algumas características 

morfológicas, como altura, diâmetro da base do caule, dimensões e forma do limbo foliar e 

número de ramificações laterais. Estudos prévios permitiram identificar uma marca molecular 

ligada à anomalia que apresentou identidade com genes da superfamília Bet v1, família PR10 

(pathogenesis-related protein 10). No entanto, não era claro o envolvimento desta família 

gênica no desenvolvimento da anomalia. Neste cenário, o presente trabalho teve como 

objetivo a identificação e caracterização dos genes envolvidos na anomalia detectada. Genes e 

vias metabólicas, diferencialmente expressos entre os fenótipos contrastantes, demonstraram 

elevada atividade em processos relacionados à resposta de defesa nas plantas anormais. Tais 

resultados sugerem que a anomalia é causada pela ativação inadequada do sistema imune da 

planta (resposta autoimune) associado à incompatibilidade genética. As famílias gênicas de 

proteínas similares à taumatina, proteínas Bet v1 e proteínas quitinase classe I foram 

consideradas candidatas na causa da incompatibilidade genética. Assim, foi iniciado o 

mapeamento fino dos genes diferencialmente expressos dessas famílias a fim de identificar o 

gene que determina a incompatibilidade genética. 

 

Palavras-chave: Anomalia genética vegetal, Eucalipto, RNA-Seq, Expressão gênica 

diferencial. 



ABSTRACT 

Fuchs MCP. Gene characterization of an Eucalyptus anomaly in the early stage of 
development [thesis]. Botucatu: Instituto de Ciências Biológicas, Universidade Estadual 
Paulista “Júlio de Mesquita Filho”; 2014. 

 
 Eucalyptus is one of the most important genus in worldwide forestry culture. For this 

reason forest improvement programs are developed aiming the increase of productivity, the 

introduction of desirable traits and the reduction of environmental impacts. However 

deleterious traits can be incorporated in certain crossings through the recurrent improvement 

cycles either by biparental inbreeding or by segregation of the heterozygous loci. Anomalies 

are an example of this deleterious effect and they can cause losses in seedling production, 

productivity and  delays in the elite genotypes development. Thus, the identification and 

characterization of genes related to the anomalies are very important in forest improvement 

programs. In a controlled cross between two Eucalyptus grandis individuals, the Suzano 

Papel and Celulose SA company has detected an anomaly with Mendelian segregation ratio of 

3 (normal) :1 (abnormal) in the progeny. Abnormal seedlings die in a few months and show 

significant difference in some morphological characteristics, such as height, stem-base 

diameter, dimensions and shape of leaf lamina, and number of branches. Previous studies 

allowed the identification of a molecular marker related to the anomaly that showed identity 

with Bet v1 superfamily genes, PR10 family (pathogenesis-related protein 10). However, it 

was not clear the involvement of this gene family in the anomaly. In this scenario, the present 

study aimed to identify and characterize the genes involved in the detected anomaly. Genes 

and metabolic pathways, differentially expressed between the contrasting phenotypes, showed 

high activity of process related to defense response in abnormal plants. These results suggest 

that the anomaly is caused by the inappropriate activation of the immune system of the plant 

(autoimmune response) associated with genetic incompatibility. The gene families of 

thaumatin-like proteins, Bet v1 proteins, and chitinase class I proteins were considered as 

candidates for as the genetic incompatibility. Thus, we initiated the fine mapping of 

differentially expressed genes of these families to identify the gene that determines the genetic 

incompatibility. 

 

Keywords: Plant genetic anomaly, Eucalypt, RNA-Seq, Differential gene expression. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De ocorrência natural na Austrália, o gênero Eucalyptus possui uma ampla diversidade 

de espécies, variedades e híbridos (mais de 900), sendo a maioria arbóreos com altura 

variando de 30 a 50 metros (Brooker e Kleinig, 2004; Boland et al., 2006). Por apresentar 

várias características vantajosas para o seu cultivo, como crescimento rápido, alta 

produtividade, grande capacidade de adaptação e utilização para diferentes finalidades, o 

gênero Eucalyptus tornou-se umas das essências florestais mais difundidas no Brasil e no 

mundo (Mora e Garcia, 2000; Grattapaglia e Kirst, 2008; Rockwood, 2012). 

Técnicas de melhoramento genético têm sido utilizadas com o intuito de aumentar a 

produtividade, introduzir características desejáveis para o mercado e reduzir impactos 

ambientais (Golle et al., 2009; Gonçalves et al., 2013). Em espécies florestais, o 

melhoramento parte de uma população-base ou experimental onde serão realizadas seleções 

individuais ou seleções de procedências. Além disso, essas populações podem ter seu material 

genético recombinado em novos cruzamentos e utilizado em testes de progênies (Rockwood, 

2012). O longo período necessário para que o gênero Eucalyptus atinja a maturidade 

reprodutiva e o  fato de ser uma espécie alógama inviabiliza a produção de linhagens puras, 

como as existentes em outras culturas (i.e. soja e milho) (Tzfira et al., 1998; Peña e Séguin, 

2001). Dessa forma, há um elevado grau de locos em heterozigose neste gênero, mantido por 

cruzamentos entre os diferentes indivíduos (Quero-García et al., 2009). No entanto, esses 

cruzamentos podem apresentar anomalias morfológicas e fisiológicas na progênie (Zobel e 

Talbert, 1984; Klekowski Jr, 1988). Essas anomalias podem ser relacionadas à presença de 

alelos recessivos deletérios presentes na carga genética da população e podem ser observadas 

em diferentes espécies, e.g. Antirrhinum majus (Huijser et al., 1992), Arabidopsis thaliana 

(Rédei, 1975), Oryza sativa (Koh et al., 1999) e Cucumis sativus (Marx, 1983). 

Trabalhos que relatam os efeitos de alelos recessivos deletérios em Eucalyptus, em 

geral, restringem-se no estudo do tipo de cruzamento (aberto, controlado ou autopolinização) 

(Hardner e Potts, 1995; Burgess et al., 1996; Hardner e Tibbits, 1998; McGowen et al., 2004) 

ou no estudo de populações de tamanho reduzido (Young et al., 1996; Kennington e James, 

1997) e poucos explanam sobre os genes envolvidos e os fenótipos (Maschio et al., 1996; 

Estopa, 2006).  

Ao realizar um cruzamento controlado de Eucalyptus grandis, a empresa Suzano Papel 

e Celulose SA detectou uma anomalia com segregação mendeliana 3:1 (8360 normais e 2880 

anômalas) na progênie (Tambarussi, 2006). As plântulas anômalas, que morriam em poucos 
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meses, foram caracterizadas por superbrotamento caulinar, redução de altura, redução drástica 

e alterações da forma do limbo foliar (Figura 1). Desde então, o Centro de Análises Genéticas 

e Moleculares da UNESP/Botucatu (CAGEM) vem estudando as causas genéticas de tal 

anomalia.  

Após a constatação da segregação mendeliana de 3:1 na progênie, Tambarussi (2006) 

identificou uma marca molecular, pela técnica de RAPD (Random Amplification of 

Polymorphic DNA), relacionada com a anomalia (Figura 2). Segundo este mesmo autor, esta 

marca esteve presente em todos os 50 indivíduos anômalos e apenas em 31% dos 200 

indivíduos normais avaliados.  

 

 
Figura 1: Plântulas anômalas (à direita) e normais (à esquerda), com cerca de 4 meses de idade. 

 

O RAPD possui algumas limitações, como a baixa reprodução das bandas por ser 

sensível a quaisquer alterações nas condições de reação e o fato de ser um marcador 

dominante, impossibilitando a diferenciação de indivíduos homozigotos e heterozigotos 

(Lacerda et al., 2002; Agarwal et al., 2008; Arif et al., 2010).  Dessa forma, Lourenção (2010) 

converteu-os em marcadores SCAR (Sequence characterized amplified regions), que são 

facilmente obtidos de fragmentos de DNA de 500 a 1500 pares de base (pb) (Negi et al., 
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2000). Além disso, marcadores SCAR apresentam características vantajosas, tais como: 

codominância, o que permite a detecção de heterozigotos e, assim, torna-se um marcador mais 

informativo (Barret et al.,1998; Negi et al., 2000; Agarwal et al., 2008); a reação de 

amplificação é mais rápida do que a do RAPD (Barret et al.,1998); e permite 

reprodutibilidade (Hernández et al., 1999).  

 

 
Figura 2: Padrão de bandas pela técnica RAPD. A marca polimórfica de, aproximadamente, 500 pb 

(flecha) presente em todos os indivíduos anômalos. L: marcador de DNA de 100 pb 
(Tambarussi, 2006). 

 

O marcador SCAR confeccionado por Lourenção (2010) demonstrou eficiência em 

identificar  (presença de banda) 100% dos indivíduos anômalos e em 22,2% dos indivíduos 

normais analisados, semelhante ao resultado apresentado por Tambarussi (2006) com RAPD. 

Ambos os trabalhos sugeriram que a característica seja controlada por um gene de efeito 

principal e que o marcador encontra-se ligado à este gene. Assim, o alelo que determina a 

anomalia seria recessivo e a porcentagem de plantas normais com a presença da marca 

molecular representariam os heterozigotos. 

A sequência de 514 pb obtida a partir do marcador SCAR permitiu a identificação, 

através da análise in silico da cobertura de 4,5X do genoma de eucalipto, de uma região 

genômica que, provavelmente, está relacionada com a anomalia, além de detectar um 

polimorfismo de dois pares de bases nos indivíduos anômalos (Lourenção, 2010). A 

sequência SCAR apresentou alta identidade com consensos de sequências expressas (ESTs) 

de eucalipto e Vitis vinifera (84% e 67%, respectivamente) de proteínas PR10 (Pathogenesis-

related protein 10) com domínio Bet v1 (Lourenção, 2010). É relatado que as proteínas com 

domínio Bet v1 (PR-10), estão associadas à resposta contra estresses bióticos e abióticos, 

assim como outros processos biológicos (Walter et al., 1996; Hoffmann-Sommergruber  et 
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al., 1997; Wen et al., 1997; Poupard et al., 2001; Liu e Ekramoddoullah, 2006). Apesar da 

marca molecular relacionada à anomalia possuir identidade com genes PR-10, não é claro seu 

envolvimento no desenvolvimento do caráter anômalo. 

É evidente que anomalias advindas de alelos recessivos deletérios podem causar 

perdas na produção de mudas e atrasos em programas de melhoramento. Assim, estudos que 

buscam a identificação e elucidação da dinâmica dos genes envolvidos em anomalias 

contribuem para uma melhor compreensão do desenvolvimento vegetal  e, consequentemente, 

para futuros planejamentos em programas de melhoramento. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

2.1 O gênero Eucalyptus e sua importância 
 O gênero Eucalyptus pertence à família Myrtaceae (Angiospermas). A grande maioria 

das espécies desse gênero é originária da Austrália, mas existem duas espécies endêmicas em 

Nova Guiné (E. deglupta) e Timor (E. urophylla) (Pryor, 1985; Ladiges et al., 2003; Brooker 

e Kleinig, 2004). Mesmo tendo sido previamente observado por exploradores e coletores 

europeus, não haviam registros  botânicos do gênero até 1777. O primeiro exemplar foi 

coletado pelo botânico David Nelson na Tasmânia e nomeado pelo botânico L'Héritier como 

Eucalyptus obliqua  (Brooker, 2002; Brooker e Kleinig, 2004). São reconhecidos mais de 900 

espécies, subespécies, variedades e híbridos (Boland et al., 2006; Grattapaglia e Kirst, 2008), 

que, em geral, possuem porte arbóreo (com altura de 30 a 50 metros), mas algumas espécies 

apresentam porte mediano e outras arbustivas (Brooker e Kleinig, 2004). 

 No final do século 18, o eucalipto já era utilizado na Austrália como fonte de madeira 

para construções civis, mourões para cercas, lenha para energia; assim como, para a produção 

de extratos medicinais (Turnbull e Booth, 2002). No mesmo período, o eucalipto foi 

rapidamente introduzido e difundido no Brasil (Grattapaglia e Kirst, 2008; Gonçalves et al., 

2013). Além das aplicações já citadas, as plantações de eucaliptos são destinadas à produção 

de papel e celulose, chapas de fibra, móveis (Wilcken et al., 2008; Assis e Resende, 2011). 

 Atualmente, o Brasil é considerado como um dos principais países no setor florestal 

devido à grande extensão de áreas plantadas e desenvolvimento de tecnologias (Assis e 

Resende, 2011). Segundo a ABRAF (2013), existem mais de 5,1 milhões de hectares 

cultivados com eucaliptos,  que correspondem à mais de 76% dos reflorestamentos comerciais 

estabelecidos no país. A maior parte desses plantios (mais de 53%) está concentrada nos 

estados de Minas Gerais, São Paulo, Bahia e Mato Grosso do Sul, com finalidade para 

produção de papel e celulose e energia para a metalurgia (Gonçalves et al., 2013). 

 Sob perspectiva econômica e social, o setor florestal brasileiro contribui com uma 

parcela importante na geração de produtos, tributos, empregos e bem‑estar. Em 2012, o valor 

bruto da produção (VBP) do setor correspondeu à R$ 56,3 bilhões, os tributos arrecadados 

totalizaram R$ 7,6 bilhões (0,5% da arrecadação nacional) e sua participação no superávit da 

balança comercial nacional foi de 28,1% (ABRAF, 2013). As atividades da cadeia produtiva 

do setor em 2012 contribuíram para a geração de 4,4 milhões de empregos diretos e indiretos, 
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além de investimentos de 149 milhões em programas de inclusão social, educação e meio 

ambiente (ABRAF, 2013). 

 

2.2 Melhoramento genético florestal 
Desde o início de sua domesticação, o eucalipto tem obtido ganhos genéticos através de 

seleção individual, estabelecimento de pomar de sementes e seleção de clones (Rockwood, 

2012). Com o sucesso da introdução da cultura do eucalipto no Brasil, houve incentivos 

fiscais nos anos 60 para a expansão das áreas plantadas (Ferreira, 1992; Golle et al., 2009; 

Gonçalves et al., 2013). No entanto, as plantações de eucalipto estabelecidas em outras regiões 

não obtiveram o mesmo sucesso, manifestando problemas de adaptação à fatores bióticos e 

abióticos. Observações de campo demonstraram que esses problemas poderiam ser resolvidos 

utilizando clones de híbridos interespecíficos entre E. urophylla e E. grandis, iniciando assim, os 

trabalhos de melhoramento genético florestal no Brasil, baseados em seleção recorrente simples 

com polinização controlada (Gonçalves et al., 2013). 

As técnicas de melhoramento genético florestal vêm sendo utilizadas com o intuito de 

aumentar a produtividade, introduzir características desejáveis para o mercado, reduzir impactos 

ambientais e expansão da cultura em novos ambientes (Golle et al., 2009; Harfouche et al.,2012). 

Os programas de melhoramento genético possuem dois aspectos fundamentais: a seleção dos 

genitores e os mecanismos de herança dos caracteres a serem selecionados. Ambos os aspectos 

requerem um conhecimento detalhado da constituição genética das espécies a fim de se obter, 

eficientemente, ganhos genéticos no melhoramento (Bered et al., 1997).  Em espécies florestais, 

o melhoramento parte de uma população-base ou experimental, que podem ter seu material 

genético recombinado em novos cruzamentos, onde serão realizadas seleções individuais ou 

de progênies (Souza et al., 2010; Potts et al., 2011; Rockwood, 2012). 

Programas de melhoramento genético, aliados à otimização do manejo florestal, geram 

ganhos significativos na produtividade (incremento médio anual - IMA) (Ferreira, 1992; 

Campinhos Jr., 1999; Gonçalves et al., 2013). Plantios de eucalipto iniciados em 1967 com 

um IMA de 28 m3/ha/ano, através dos programas de melhoramento genético estabelecidos a 

partir de 1973, elevaram o IMA para 45 m3/ha/ano nos anos 90 (Ferreira, 1992; Campinhos 

Jr., 1999). Segundo a ABRAF (2013), as atividades de pesquisa e desenvolvimento em prol 

do melhoramento genético e otimização do manejo florestal, realizadas pelas empresas 

associadas individuais da ABRAF, aumentaram a produtividade média ponderada dos 

plantios de Eucalyptus de 39,4 m3/ha/ano (em 2006),  para 40,7 m3/ha/ano em (2012).  
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 Apesar dos grandes avanços, o longo período necessário para que as espécies florestais 

atinjam a maturidade reprodutiva permitiu que os programas de melhoramento genético 

florestal alcançassem apenas algumas gerações a partir da população original (base), e assim, 

são considerados menos avançados quando comparados com os programas de melhoramento 

de outras culturas (Tzfira et al., 1998; Golle et al., 2009; Grattapaglia e Kirst, 2008). Além 

disso, a produção de linhagens puras, que é muito comum em culturas como a soja e o milho, 

é inviável em eucalipto em consequência ao longo ciclo reprodutivo e reprodução alógama, 

havendo assim apenas indivíduos com a maioria dos locos em heterozigose (Tzfira et al., 

1998; Peña e Séguin, 2001).  

 Cruzamentos entre plantas diferentes mantêm o alto grau de variabilidade genética 

(heterozigose) na população (Quero-García et al., 2009). No entanto, alguns cruzamentos 

demonstram alterações fisiológicas e morfológicas que podem resultar em: não formação de 

sementes; não germinação das sementes; presença de plântulas anormais, menores ou mais 

fracas que morrem prematuramente; e, raramente, plântulas melhores (Zobel e Talbert, 1984). 

Essas alterações podem ser decorrentes de efeitos negativos de alelos recessivos deletérios 

encobertos nos genitores heterozigotos (Klekowski Jr, 1988), que resultam em consideráveis 

perdas e atrasos nos programas de melhoramento em andamento. 

 Não há dúvidas de que informações do genoma de plantas podem contribuir para uma 

melhor caracterização do genoma, maior eficiência na seleção e na maximização dos ganhos 

genéticos obtidos pelos programas de melhoramento vegetal (Dasgupta et al., 2010; 

Harfouche et al., 2012; Gupta et al., 2013) No entanto, apesar dos avanços tecnológicos, sua 

aplicabilidade ainda possui limitações (Grattapaglia e Kirst, 2008; Grattapaglia e Resende, 

2011; Bolger et al., 2014). Ferramentas moleculares têm sido utilizadas no melhoramento de 

diversas espécies cultivadas (Gupta et al., 2013; Bolger et al., 2014) e, em Eucalyptus, 

destaca-se o uso na manutenção da variabilidade genética, identificação de clones e 

paternidade (Grattapaglia e Kirst, 2008; Souza et al., 2010). Neste cenário, o desenvolvimento 

de marcadores moleculares, tal como a compreensão da dinâmica dos genes em processos 

biológicos, podem ser ferramentas eficazes na identificação de alelos recessivos deletérios e, 

consequentemente, na eliminação de genótipos com alelos desfavoráveis nos programas de 

melhoramento, evitando inclusive, danos na produção e atrasos no desenvolvimento de 

genótipos elite.  
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2.3 Variabilidade genética: fonte de alelos deletérios e 

incompatibilidade genética 

 Alterações gênicas e cromossômicas são as principais fontes de variabilidade genética 

em uma população. Essas alterações são essenciais na geração de novos alelos e genes. O 

modo mais simples de geração de novos alelos é a mutação, no qual há a substituição de pares 

de bases, deleções ou inserções no DNA, que podem resultar na mudança da sequência de 

aminoácidos de uma proteína e, consequentemente, na sua função (Futuyma, 1997; Freeman e 

Herron, 2009). No entanto, recombinações cromossômicas via crossing-over, assim como a 

transposição de elementos genéticos móveis (transposons) também podem gerar novos alelos 

se estes ocorrerem dentro dos limites de um gene (Niklas, 1997; Stears e Hoekstra, 2003).  

 Os efeitos de novos alelos sobre um fenótipo variam entre neutro, favorável e 

desfavorável, dependendo das condições ambientais. No entanto, alguns alelos, como os que 

causam a morte do indivíduo ou graves anomalias de desenvolvimento, são sempre deletérios 

(Futuyma, 1997). A maioria das plantas alógamas, como o eucalipto, são heterozigotos para 

os alelos recessivos deletérios, assim, permanecem encobertos na carga genética da 

população. Quando em homozigose, estes alelos causam danos drásticos na progênie (Zobel e 

Talbert, 1984; Klekowski Jr., 1988) 

 Da mesma forma que a mutação é o principal modo de geração de novos alelos, a 

duplicação gênica é a fonte mais importante de novos genes. Em geral, a duplicação gênica 

surge a partir de um processo chamado crossing-over desigual na meiose, resultando em um 

cromossomo com uma deleção e o outro com a duplicação dos genes em tandem (Zhang, 

2003; Freeman e Herron, 2009). Após essa duplicação, podem ocorrer mutações que levam à 

divergências entre as cópias. Uma das cópias pode ser silenciada por mutações deletérias, 

tornando-se um pseudogene, ou ambas cópias podem permanecer e seguir um de três 

caminhos evolutivos: 1) podem preservar a similaridade das sequências, sendo assim cópias 

extras do gene original; 2) cada cópia pode manter parte das funções do gene ancestral 

(subfuncionalização), sendo complementares uma à outra e ambas necessárias para que o 

organismo funcione perfeitamente; e 3) uma das cópias permanece com a função original e a 

outra cópia adquire novas funções (neofuncionalização) (Force et al., 1999; Gonzàlez-Duarte 

e Albalat, 2005). 

 Os genes duplicados representam grande parte dos genes totais nos organismos dos 

diferentes reinos, atingindo a proporção de até 65% em Arabidopsis thaliana (Zhang, 2003). 
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Em geral, duplicações recorrentes e divergências funcionais geram as denominadas famílias 

multigênicas (Gonzàlez- Duarte e Albalat, 2005).  

 Ambientes diferentes possuem pressões seletivas distintas, e estas podem ser 

contraditórias. Dessa forma, os genes de uma família gênica de um indivíduo, em um 

determinado ambiente, podem divergir evolutivamente dos genes de outro indivíduo em um 

ambiente completamente diferente (Bomblies e Weigel, 2007; Orr, 1996; Stears e Hoekstra, 

2003). Os genes dos indivíduos adaptados aos ambientes diferentes, ao serem combinados, 

podem resultar em interações negativas por incompatibilidade genética (ou conflito 

genômico) (Stears e Hoekstra, 2003; Brideau et al., 2006; Bomblies e Weigel, 2007; Bikard et 

al., 2009;). A incompatibilidade genética, causa esterilidade, anomalias e morte na progênie, 

sendo considerada como um isolamento pós-zigótico no processo de especiação (Orr, 1996; 

Bomblies e Weigel, 2007; Ispolatov e Doebeli, 2009;). Em plantas, a incompatibilidade 

genética é, muitas vezes, associada à alterações no sistema de resposta de defesa (Bomblies et 

al., 2007; Mizuno et al., 2010). 

 

2.4 Resposta de defesa em plantas 

 As plantas, apesar de apresentarem aparente vulnerabilidade, possuem inúmeras 

estratégias de defesa contra patógenos e predadores. Dentre as respostas de defesa, duas 

estratégias são consideradas principais: 

 1) A primeira estratégia envolve a percepção de padrões moleculares associados à 

micro-organismos, patógenos ou perigo (MAMPs, PAMPs e DAMPs, 

respectivamente) por proteínas R (proteínas de resposta) transmembrana, denominadas 

PRRs (receptores de reconhecimento de padrões). O reconhecimento pelas PRRs 

promove a ativação de uma cascata de sinalização, culminando na resposta de defesa 

(Coll et al., 2011; Jones e Dangl, 2006; Tiffin e Moeller, 2006). 

2) Denominada 'hipótese guarda', a segunda estratégia (mais complexa) ocorre no 

citoplasma e envolve a expressão basal de genes relacionados à resposta de defesa 

(genes R - 'guarda') (Jones e Dangl, 2006; Bomblies e Weigel, 2007). Uma vez que 

patógenos bem-sucedidos conseguem contornar a sistema de defesa transmembrana, 

estes liberam proteínas efetoras que contribuem para a patogenicidade (Jones e Dangl, 

2006; Coll et al., 2011). As proteínas efetoras são reconhecidas pelas proteínas NB-

LRR específicas, que são os produtos dos genes R e que possuem domínio de ligação à 

nucleotídeos (Nucleotide Binding - NB) e domínio ricos em leucina (Leucine Rich 
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Repeat - LRR) (Jones e Dangl, 2006; Coll et al., 2011). O reconhecimento pode ser de 

maneira direta, pela interação da proteína efetora com a NB-LRR, ou indireta, onde a 

proteína efetora interage com uma proteína alvo do hospedeiro, alterando a 

conformação desta que é reconhecida pela NB-LRR. Tanto o reconhecimento direto, 

como o indireto desencadeia uma cascata de sinalização de resposta de defesa (Heath, 

2000; Bomblies e Weigel, 2007;). 

 

 Um dos primeiros passos na resposta de defesa envolve alterações na concentração de 

íons de cálcio (Ca2+) na célula. Os canais de cálcio da membrana plasmática são ativados 

(abertos), permitindo a entrada de Ca2+ e consequente aumento da concentração deste 

elemento no citoplasma (Heath, 2000). Elevados níveis citoplasmáticos de Ca2+ possuem 

papel importante como ativador dos processos de explosão oxidativa e síntese de óxido nítrico 

(Delledonne et al., 1998; Grant et al., 2000; Romero-Puertas e Delledonne, 2005; Taiz e 

Zeiger, 2013). Na explosão oxidativa há a produção e acúmulo  imediatos de espécies reativas 

de oxigênio, como o radical superóxido (O2
-), radical hidroxila (OH) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2). O O2
- é gerado a partir da adição de um elétron ao oxigênio molecular 

(O2) e, ao passar por reações de oxirredução ou dismutação, gera peróxido de hidrogênio 

(Hammond-Kosack e Jones, 1996; Schwan-Estrada et al., 2008). Segundo Zeier et al. (2004), 

o óxido nítrico possivelmente age inibindo a maquinaria antioxidante da célula, garantindo os 

níveis elevados de peróxido de hidrogênio por um tempo prolongado. O aumento nas 

concentrações tanto de óxido nítrico quanto de peróxido de hidrogênio são essenciais para a 

ativação da resposta de hipersensibilidade (Delledonne et al., 1998; Heath, 2000; Taiz e 

Zeiger, 2013). A resposta hipersensitiva previne o crescimento e a proliferação do patógeno 

através da indução da morte celular no sítio de infecção (Dorey et al., 1997; Heath, 2000; Coll 

et al., 2011). Além do envolvimento na resposta hipersensitiva, o peróxido de hidrogênio atua 

na ativação de outros mecanismos de defesa, como por exemplo, a produção de lignina (Chen 

et al., 1993; Hammond-Kosack e Jones, 1996; Durner et al., 1997; Taiz e Zeiger, 2013).  

  A biossíntese do ácido salicílico (AS), hormônio vegetal, também é induzida pelo 

reconhecimento do patógeno pela planta (Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Durrant e 

Dong, 2004; Coll et al., 2011). Tem sido relatado que o AS interage com enzimas catalase e 

peroxidase, resultando no aumento dos níveis de H2O2 pela inibição da atividade dessas 

enzimas (Chen et al., 1993; Hammond-Kosack e Jones, 1996; Durner et al., 1997; Durrant e 

Dong, 2004). Dessa forma, o AS intensifica a produção de espécies reativas de oxigênio e, 

consequentemente, a resposta de hipersensibilidade (Levine et al., 1994; Durrant e Dong, 



19 
 

2004). Por outro lado, há evidências de que o H2O2 induz o acúmulo de AS através do 

aumento da atividade da enzima ácido benzóico-2 hidroxilase (AB2-H), também denominada 

citocromo P450 monoxigenase, que converte ácido benzóico em AS (Hammond-Kosack e 

Jones, 1996; Ryals et al., 1996; Sticher et al., 1997; Durrant e Dong, 2004).  

 O envolvimento do AS na sinalização e indução da resistência sistêmica adquirida 

(SAR) é demonstrado pela sua presença no floema após a infecção pelo patógeno (Ward et 

al., 1991; Durner et al., 1997; Durrant e Dong, 2004). A SAR confere aos tecidos não 

infectados resistência contra infecções secundárias pelo patógeno a partir de sinalizações 

decorrentes do sítio inicial de infecção (Durner et al., 1997; Sticher et al., 1997; Durrant e 

Dong, 2004). A SAR é caracterizada pela expressão de um grupo de genes, denominados 

SAR genes (Ward et al., 1991; Ryals et al., 1996). Os SAR genes são induzidos pelo 

tratamento com AS e pela transformação de genes que convertem corismato em AS (Ward et 

al., 1991; Durner et al., 1997; Verbene et al., 2000), corroborando com a hipótese do AS 

como indutor da SAR. Os SAR genes consistem em pelo menos nove famílias gênicas, que 

incluem as proteínas PR (pathogenesis-related) PR-1, PR-2 (β-1,3-glucanase), PR-3 

(quitinase classe II, também denominada PR-Q),  PR-4 (hevein-like protein), PR-5 

(thaumatin-like protein), assim com as formas básicas e ácidas da quitinase classe III, a forma 

básica da PR-1 e PR-Q extracelular (Ward et al., 1991; Ryals et al., 1996). 

 A ativação do sistema de defesa das plantas sem que ocorra ataque por patógenos 

(autoimunidade) está, frequentemente, associada à um tipo de incompatibilidade genética 

denominada necrose híbrida (Bomblies et al., 2007; Mizuno et al., 2010). Esta pode ser 

observada em cruzamentos inter ou intraespecíficos, nos quais parte da progênie apresenta 

fenótipo (fraqueza, nanismo e atrofiamento) similar à plantas atacadas por patógenos ou sob 

estresse abiótico (Knight, 1947; Bomblies e Weigel, 2007). 
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3 OBJETIVOS 
 

 O objetivo geral deste trabalho foi identificar e caracterizar os genes envolvidos na 

anomalia detectada em Eucalyptus grandis em fase inicial de desenvolvimento. Os objetivos 

específicos foram: caracterização morfológica do caráter anômalo; determinação do perfil 

transcricional de plantas normais e anômalas; análise e validação da expressão gênica 

diferencial entre os fenótipos contrastantes; análise funcional e metabólica dos genes 

diferencialmente expressos; e identificação das vias metabólicas relevantes comparando-se os 

dois fenótipos. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1 Material vegetal  
 Foram utilizadas um total de 38 plântulas (19 normais e 19 anômalas) obtidas por 

cruzamento controlado de Eucalyptus grandis (indivíduos G07 e G26), cedidas pelo programa 

de melhoramento florestal da empresa Suzano Papel e Celulose SA. Todas as plântulas foram 

produzidas em tubete, via propagação seminal e condução em casa de vegetação. Aos 4 meses 

de idade, as 38 mudas de E. grandis foram submetidas às avaliações morfológicas e genéticas, 

conforme os itens seguintes. 

  

4.2 Análise morfológica  
 Para a avaliação morfológica das plantas, foram quantificados: 1) a altura das 

plântulas, com auxílio de régua milimetrada; 2) o diâmetro da base do caule, por meio de 

paquímetro analógico com precisão de 0,1 mm; e 3) largura, comprimento e área do limbo 

foliar. Para as análises do limbo foliar, foram utilizadas 6 a 9 folhas de dois indivíduos de 

cada fenótipo e as mensuras realizadas pelo programa ImageJ software (Wayne Rasband, 

National Institutes of Health - NIH, Bethesda, MD). Além disso, foi realizada uma descrição 

visual do formato das folhas e contagem do numero de ramificações laterais.  

Após as avaliações, os resultados foram verificados quanto às pressuposições básicas 

estatísticas (ex. normalidade e homogeneidade da variância). Nos casos onde foram 

necessárias transformações dos dados, utilizou-se o método de potência máxima de Box-Cox. 

Após esta fase, os resultados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e, em 

seguida, comparados estatisticamente entre si através do teste de Tukey a 5% de nível de 

significância. Para as análises utilizou-se o programa estatístico SAS (Statistical Analysis 

System) v9.1 (SAS INSTITUTE, 2002). 

 

4.3 Análise in silico do marcador SCAR 
 Com a atualização da cobertura do genoma de Eucalyptus grandis no banco de dados 

Phytozome v9.1 (http://www.phytozome.net), foi realizada nova análise in silico para 

complementar àquela feita anteriormente por  Lourenção (2010). Utilizando a ferramenta 

BLAST (Altschul et al., 1997), foi comparada a sequência do marcador SCAR relacionado à 

anomalia com o genoma de Eucalyptus grandis referência do banco de dados Phytozome. 
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4.4 Extração de RNA total e tratamento com DNase 
 O RNA total foi extraído individualmente de três órgãos (raiz, caule e folha) com base 

na metodologia proposta por  em Chang et al. (1993), com algumas modificações. Foram 

utilizados, aproximadamente, 100 mg de material macerado, com posterior adição de 500 µl 

de solução de tampão de extração CTAB (2% CTAB; 2% PVP; Tris-HCl 100 mM, pH  8,0; 

EDTA 25 mM; NaCl 2 M; 2% β-mercaptoetanol) pré aquecido e incubação a 65ºC por 15 

min. Após incubação, foram adicionados 500 µl de solução de CIA (24 clorofórmio : 1 álcool 

isoamílico), que em seguida foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi 

transferido para um novo tubo e uma nova lavagem com CIA foi realizada nas mesmas 

condições mencionadas anteriormente. Ao volume do sobrenadante coletado, foi adicionado 

um volume de cloreto de lítio (LiCl) 5M e o RNA total foi precipitado por 12 hs a 4ºC. Após 

precipitação, centrifugou-se por 30 min, a 12000 rpm e a 4ºC. O sobrenadante foi descartado 

e o precipitado eluído em 400 µl de TE-SDS (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, 

pH=8,0; SDS 1%), 200 µl de NaCl 5M e 600 µl de isopropanol. Este foi incubado por 30 min 

a -20ºC para precipitação e centrifugado a 12000 rpm, por 20 min e a 4ºC. Uma nova eluição 

e centrifugação foram realizadas, o sobrenadante descartado e o precipitado lavado duas vezes 

com 1 ml de etanol 70%. Após cada lavagem, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm, a 

4ºC, por 5 min e o precipitado eluído em 30 µl de água DEPC autoclavada com posterior 

armazenamento a -80ºC. O RNA total obtido teve sua concentração determinada utilizando 

espectrofotômetro (Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific). Três nanogramas de RNA total 

extraído de cada órgão foi tratado com DNase I Amplification Grade (Invitrogen), conforme o 

manual do fabricante e armazenado a -80ºC.  

 

4.5 RNA-Seq 
 Após o tratamento com DNase, determinação da concentração por espectrofotômetro 

(Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific) e verificação da integridade do RNA pelo Agilent 

2100 Bioanalyzer, utilizando a kit RNA 6000 Nano (Agilent), uma mesma quantidade de 

RNA de 5 indivíduos foram misturados, formando pools de RNA de plantas normais e 

anormais para cada órgão (raiz, caule e folha). Os pools foram utilizados na construção das 

bibliotecas de cDNA. As bibliotecas foram construídas utilizando o kit TruSeq RNA sample 

preparation (Illumina), de acordo com o protocolo Low-Throughput fornecido pelo fabricante 

e armazenadas a -20ºC. 
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 A quantificação das bibliotecas obtidas foi realizada por qPCR, utilizando o kit KAPA 

Library Quantification (KAPA Biosystems) e a qualidade verificada pelo Agilent 2100 

Bioanalyzer, utilizando a kit Agilent High Sensitivity DNA (Agilent). As bibliotecas foram 

diluídas a 10 nM e construído um pool de bibliotecas com 10 µl de cada biblioteca. O pool de 

bibliotecas foi diluído em uma concentração final de 12,5 pM para o sequenciamento no 

equipamento MiSeq Personal Sequencing System (Illumina) de acordo com o guia do 

fabricante. 

 

4.6 Análise dos dados de RNA-Seq 
 As sequências (reads) de cada biblioteca, obtidas pelo RNA-Seq, foram mapeadas 

utilizando o programa Bowtie (Langmead et al., 2009), tendo como referência o genoma de 

Eucalyptus grandis (Eucalyptus grandis Genome Project 2010, 

http://www.phytozome.net/eucalyptus). Através da contagem do número de reads mapeados 

por gene, utilizando o programa BEDTools (Quinlan e Hall, 2010), foi obtido valores de 

expressão gênica digitais utilizados para a normalização e análise de expressão gênica 

diferencial no programa R (pacote DESeq) (Anders e Huber, 2010). 

 

4.7 RT-qPCR (real-time quantitative PCR) 
 Oligonucleotídeos gene-específicos (Tabela 1) de transcritos representativos dos 

resultados do RNA-Seq de cada órgão foram desenhados através da ferramenta Primer Quest 

(IDT) no intuito de validar os resultados analisados do RNA-Seq. Como gene de controle 

interno foi utilizado a ubiquitina (Tabela 1), que demonstrou grande estabilidade em estudo de 

seleção de genes endógenos para estudos de expressão gênica em Eucalyptus (Boava et al., 

2010). Além da validação com os transcritos representativos, foi realizado um experimento 

com oligonucleotídeos específicos para quitinase, descrito por Boava et al. (2010) (Tabela 1).  

 Para as análises de RT-qPCR, três amostras de RNA total de cada órgão foram 

tratadas com DNase e submetidas à transcrição reversa utilizando o kit Omniscript Reverse 

Transcriptase (Qiagen), segundo as recomendações do fabricante. Todas as reações foram 

incubadas a 37°C por 1 hora, em um volume final de 20 µl contendo 726 ng de RNA, tampão 

de reação RT, dNTPs, RNase Out (Invitrogen), enzima transcriptase reversa e oligo(dT). O 

cDNA obtido de cada amostra foi diluído 10 vezes com água ultrapura autoclavada e 

armazenado a -20ºC.  
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 A verificação da qualidade do cDNA foi realizada por reação de PCR com o 

oligonucleotídeo do controle interno ubiquitina, nas seguintes condições: 1 µl de cDNA 

diluído; 1x Tampão PCR; 1,5 mM de MgCl2; 0,08 mM de dNTPs; 0,5 μM de cada 

oligonucleotídeo primer e 1 unidade de Taq DNA polimerase, o volume foi completado para 

15 μl com água ultrapura autoclavada. A amplificação foi realizada utilizando o seguinte 

programa: 2 minutos a 95ºC, seguido de 25 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos a 

60ºC, 30 segundos a 72ºC e uma extensão final de 7 minutos a 72ºC. 

 

Tabela 1: Oligonucleotídeos utilizados para a análise por RT-qPCR. 

Nome Produto gênico Sequência dos oligonucleotídeos 
senso/antissenso 

Órgão 

UBQ* Ubiquitina GAGGGACATCTATCTCTATGAC/ 
CAACAGTAAGCACACGAG 

Controle interno - 
raiz, caule e folha 

    
GRP Proteínas ricas em 

glicina 
 GCTAACTACGGCCAAGGATATG/ 
 GTGCTCGCCACCTTCATAC 

Folha e caule 

    
CHI I Quitinase classe I TCATTGCTCATGTACTGGTGAT/ 

GCTTCTGCAAACTTCATTGAGAT 
Folha e caule 

    
BARWIN Proteínas com 

domínio Barwin 
GCTTGTGCCCAGAAAGAATAAG/ 
 CGTAACGACAACTTCTATTACATAACG 

Folha e caule 

    
THAU Proteínas similares 

à taumatinas 
TCTGAACTTGGATGGACCATTT/ 
CCAGTGACGAGGGTACAAC 

Folha e caule 

    
BET vI Proteínas com 

domínio Bet vI 
CCACCGTGGAGTTGTTTAGT/ 
TACACACCCGACCATCAAATC 

Folha 

    
BET vI b Proteínas com 

domínio Bet vI 
CGCTGGTAGTGGATGTGTT/ 
CCTTCTTAATGTCCTCCTCCTTC 

Caule 

    
GLOB Globinas TTCAGATTTGATAGCAGCAACAAG/ 

 GAGATGTGGTGCCCAGAAA 
Raiz 

    
PROT Aspartil proteases ATCGGCCTCAACAGCATATC/ 

AACAGTGTACGGAAGCACAG 
Raiz 

    
CUP Cupinas GAGGTAGTCAACCACCTTCTTG/ 

 CCATTGCTAATGCTGTCTTTGG 
Raiz 

    
CHI I b Quitinase classe I GCAACCCGAACGTAGGATATTA/ 

 GGGAGTTTAAGCCGTCGAAT 
Raiz 

    
QUI* Quitinase AAATCTTCAGCATCGCCA/ 

CCCAATAGACAGCAATTTCTC 
Raiz, caule e folha 

* Oligonucleotídeos descritos por Boava et al. (2010). 
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 As reações de RT-qPCR foram realizadas utilizando 1 µl de cDNA diluído, 5,75 µl 

FastStart SYBR Green Master (Roche) e 0,33 µM de cada oligonucleotídeo (senso e 

antissenso) para os genes específicos. Como plataforma para o RT-qPCR, foi utilizado o 

equipamento 7500 Real-Time PCR Systems (Applied Biosystems) com o seguinte programa: 

um ciclo de 50°C por 2 minutos; um ciclo de 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C por 15 

segundos e 60°C por 1 minuto. 

 Os níveis de expressão gênica revelados pelo RT-qPCR foram analisados pelo método 

comparativo de Ct (threshold cycle) (Schmittgen e Livak, 2008) e submetidos ao teste t de 

Student no programa estatístico SAS v9.1 (SAS INSTITUTE, 2002), com 5% de nível de 

significância.  

 

4.8 Análise funcional e metabólica 
 As anotações funcionais (termos GO - Gene Ontology) dos genes diferencialmente 

expressos de cada órgão foram obtidas utilizando o programa Blast2GO (Conesa e Götz, 

2008), com os parâmetros default. O Blas2GO fornece as anotações funcionais para as 

categorias 'Processos biológicos' (P), 'Função celular' (F) e 'Componente celular' (C), através 

de buscas por similaridades e homologia entre as sequências pela ferramenta BLAST 

(Altschul et al., 1997). A análise de enriquecimento dos termos GO, foi realizada no programa 

BiNGO (Biological Network Gene Ontology) (Maere et al., 2005) pelo teste estatístico 

hipergeométrico com correção de Benjamini e Hochberg (FDR - False Discovery Rate), 

utilizando como referência as anotações obtidas pelo banco de dados Phytozome v9.1 

(http://www.phytozome.net). Além dos termos GO, o Blast2GO fornece o código da enzima 

(EC - Enzyme Commission number) e o mapa KEGG (Enciclopédia de Genes e Genoma de 

Kioto), que permite a visualização das vias metabólicas nas quais as enzimas possuem 

participação (Conesa e Götz, 2008). 

 Com base na anotação fornecida pelo banco de dados Phytozome v9.1, foram 

determinados os genes mapeados, nas análises de RNA-Seq, que codificam enzimas.  As 

enzimas foram mapeadas em vias metabólicas, utilizando o banco de dados de vias 

metabólicas de plantas Gramene (http://www.gramene.org/pathway/). Para cada enzima foi 

calculada a variável fold=log2(expA/expB), onde expA e expB são as expressões de plantas 

anormais e normais, respectivamente, fornecidas pelos dados de RNA-Seq. Para cada via,  foi 

calculada a média da variável fold das enzimas deste. Da mesma forma, para cada via foram 

selecionados valores aleatórios do total de variáveis fold, este processo foi repetido 100 vezes 
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e, então, foram calculados a média e o desvio padrão. O número de valores aleatórios é 

equivalente ao número de enzimas mapeadas na via. Com esses valores, foram calculados o p-

value e o Zscore. Dessa forma, foram selecionadas as vias metabólicas subexpressas (Zscore 

negativo) e superexpressas (Zscore positivo) nas plantas anormais, com o critério de 

pvalue<0,05.   

 

4.9 Extração de DNA  
 O DNA genômico foi isolado de folhas, utilizando o método por CTAB, conforme 

metodologia proposta por Murray e Thompson (1980), com modificações. Cerca de 150 mg 

de material vegetal foi macerado em nitrogênio líquido. Em seguida, o macerado foi 

homogeneizado em 700 µl de solução de tampão de extração CTAB (2% CTAB; 2% PVP; 

100 mM Tris-HCl pH=8.0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl; 0.2% 2-mercaptoetanol) e aquecido por 

45 min a 65 ºC. Foram adicionados 600 µl de CIA (clorofórmio: álcool isoamílico 24:1) à 

cada amostra, que foram homogeneizadas e centrifugadas por 5 min a 12000 rpm. O 

sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foi adicionado 100 µl de solução 

de CTAB 5% (5% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-HCl pH=8.0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl) e 

nova extração com CIA foi realizada. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, 

onde foram adicionados 400 µl de álcool isopropílico gelado e as amostras foram incubadas 

durante 12 hs a -20 ºC.  Após esse período, as amostras foram centrifugadas por 5 min a 

12000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 500 µl de etanol 95%. 

O DNA foi eluído em 80 µl de solução de tampão TE (pH=8.0) contendo 10 ng/ µl de 

RNAse. A concentração do DNA total foi determinada utilizando espectrofotômetro 

(Nanodrop ND-1000, Thermo Scientific) e a qualidade observada em gel de agarose 1% em  

!X TBE (Tris–borato-EDTA), corado com brometo de etídio. 

 

4.10 Mapeamento fino 
 Para o mapeamento fino, foram desenhados oligonucleotídeos (Tabela 2) nas regiões 

dos genes diferencialmente expressos candidatos, em um intervalo entre 3 kpb a montante e a 

jusante do gene. Os oligonucleotídeos foram testados em 4 indivíduos de cada grupo (normal 

e anormal) na procura de polimorfismo entre estes.   

 As reações de PCR foram realizadas nas seguintes condições: 30 ng de DNA; 1X 

Tampão PCR com 2 mM de MgCl2; 0,2 mM de dNTPs; 0,4 μM de cada oligonucleotídeo 

(senso e antissenso) e 2 unidades de Taq DNA polimerase, o volume foi completado para 25 
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μl com água ultrapura autoclavada. A amplificação foi realizada utilizando o seguinte 

programa: 2 minutos a 95ºC, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 95ºC, 30 segundos na 

temperatura de anelamento do oligonucleotídeo, 30 segundos a 72ºC e uma extensão final de 

5 minutos a 72ºC. 

 
Tabela 2: Genes candidatos, oligonucleotídeos utilizados no mapeamento fino e temperatura de 

anelamento (Ta). 
Gene 

candidato 
Oligonucleotídeo Sequências senso/antissenso  Ta Amplicon 

(pb) 
Eucgr.E00560 S5_1_1 CCTGTCGGAGTGTAGAGTG/ 

CGGTGTGGATTAGTGAATTGTG 
59 643 

S5_1_3 CCCAAGGATGATGCTACCA/ 
TTTCCGTCTGTTCCAAACC 

64 560 

S5_1_4 CACAAACAGAACAATGCGTC/ 
TATAGGGTTACTCCAAGCGG 

59 787 

     
Eucgr.G02175 S7_2_1 TTTCTTGAATAGGTTGGGCTGG/ 

CTTGTGATTGCTTGAGTGATGG 
65 482 

S7_2_2 AATCAAGAACTCAAGCCCG/ 
CCCGCACCTTAATATCGTG 

59 734 

     
Eucgr.I01495 S9_3_1 TGGCGAAGATTGGTGAAAGAG/ 

GGACTTAGGATTTACGGGTTAGG 
61 844 

S9_3_2 ATCTAACCGTGCCATCATACTC/ 
GTTCCTCTGTATCAAATCTGCG 

59 992 

S9_3_3 TGCCAATAGGTGAAGAATCG/ 
TCCAAACCAAGAAGATGCTC 

58 744 

     
Eucgr.J02518 
Eucgr.J02519 

S10_4_1 ATGAGATTGCTCTTCCCAACG/ 
GCAGCATTCAGTAGATGTTACCC 

62 794 

S10_4_2 CCTTTACCATGTATGTGATCGCC/ 
CAAGTAGCAAGCTAAACGGGTC 

61 432 

     
Eucgr.H04012 
Eucgr.H04013 

S8_7_2 TCCTAAGATCACCATCCAACC/ 
GTTACAATGACTCACGAGCAG 

63 479 

     
Eucgr.E01382 S5_8_1 TCGATGGGCTTGACTACCG/ 

GGAGCGTTGAGGAACACTG 
59 342 

     
Eucgr.L00941 S86_12_1 GCTAAACGGGTCTGTCCA/ 

GAAATCCACAGCACTCCG 
62 260 

     
Eucgr.H00325 S8_13_1 TCAAGAGCACGAAGAATCTCAGG/ 

CCAATCTTACTAGGCTTAACGCTG 
59 633 

     
Eucgr.H00329 S8_14_1 CGATGAACACGAAAGGACTC/ 

GGCGACGGTAAGAATAATGG 
59 234 

S8_14_2 ATATGGTCTTGCTCCTACTGTACG/ 
GGTTGTGCTTCCTCCTTCG 

62 176 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 

5.1 O caráter anômalo  
As plantas anômalas, detectadas no cruzamento controlado de Eucalyptus grandis 

realizado pela empresa Suzano Papel e Celulose SA, aparecem na progênie numa razão 

mendeliana de 3:1 (plantas normais: plantas anormais) (Tambarussi, 2006). Baseados na 

segregação mendeliana do fenótipo anômalo, Tambarussi (2006) e Lourenção (2010) sugerem 

que a anomalia seja controlada por um gene de efeito principal. O gene de efeito principal, 

com padrão de herança monogênica, apresenta alelos recessivos deletérios que, em 

homozigose, resultam na morte prematura das plantas. 

A anomalia é caracterizada por um conjunto de alterações morfológicas: redução do 

volume da raiz (Figura 3A), presença de ramificações laterais, redução na altura da planta 

(Figura 3B), redução foliar e alterações na forma da folha (Figura 3C). A forte correlação 

entre as alterações destas diferentes características com a anomalia, sugerem uma ação 

pleiotrópica do gene de efeito principal. Este tipo de pleiotropia é denominada sindrômica por 

Ramalho et al. (2004), pois existe uma série de característica que aparecem em conjunto e 

constitui uma síndrome, que no caso desse estudo é a anomalia.  

De acordo com a tabela 3, as plantas anormais foram 3 vezes menores em altura e duas 

vezes inferiores em diâmetro do colo, comparadas às plantas normais. Apesar da altura 

reduzida, as plantas anormais poderiam apresentam dificuldades de se manterem eretas após o 

seu plantio no campo e o seu tombamento, devido ao reduzido diâmetro do colo,  poderia 

resultar em morte ou deformações que comprometeriam o valor silvicultural dos indivíduos 

arbóreos (Cunha et al., 2005). Adicionalmente, a largura e o comprimento do limbo foliar nas 

plantas anormais foram 3 e 5 vezes menores, respectivamente, em comparação às plantas 

normais (Tabela 3). Por conseguinte, a área do limbo foliar nas plantas anormais também 

apresentou redução, chegando a ser 18 vezes menor que as plantas normais (Tabela 3). 

Segundo White e Scott (2006), as características morfológicas das folhas podem afetar a 

expansão total da copa e, consequentemente, afetar a interceptação da radiação luminosa e a 

eficiência fotossintética da planta. 
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Figura 3:  Morfologia das plantas normais e anormais. A: Raiz de planta normal (abaixo) e anormal 

(acima). B: Parte aérea de planta normal (esquerda) e anormal (direita). C: Folha normal 
(esquerda) e anormal (direita). D: Gráficos representativos da altura, diâmetro da base do 
caule (DBC) e área do limbo foliar (ALF) dos fenótipos anormal e normal.  
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Tabela 3: Médias das características morfológicas dos fenótipos Anormal e Normal. 

Características Anormal Normal 

Altura (cm) 8,21 b 24,07 a 

Diâmetro da base do caule (cm) 0,11 b 0,25 a 

Limbo Foliar: Área (mm2) 27,49 b  484,78 a 

Comprimento (mm) 15,87 b  48,4 a 

Largura (mm) 3,68 b 16,48  a 

 Para cada característica morfológica (linha), médias seguidas de pelo menos uma mesma letra 
minúscula não diferem entre si pelo teste de Tukey (P>0,05). 

 

Além do limbo foliar apresentar dimensões reduzidas nas plantas anormais, este possui 

forma lanceolada, pontiaguda, com razão comprimento/largura maior de 8:1 e borda ondulada 

(Figura 3C). Morfologia diferente da observada em plantas normais juvenis de Eucalyptus 

grandis, que possui folhas ovaladas, mais amplas abaixo do meio da folha, pontiagudas no 

final, com razão comprimento/ largura de até 3:1 e borda lisa (Figura 3C) (Brooker e Kleinig, 

2004). 

Em geral, plântulas de eucalipto possuem um único caule após a germinação, assim 

como quando adultas (Brooker e Kleinig, 2004). Segundo esses mesmos autores, a 

ramificação lateral pode ocorrer em uma distância curta do nível do solo quando o eucalipto 

está localizado em ambientes de bosques. Como esperado, todas as plantas normais 

apresentaram um único caule após a germinação, no entanto, as plantas anormais possuíam 

ramificações laterais (Figura 3C) em um número variável de 1 a 13. Os resultados 

morfológicos demonstram uma clara distinção entre os fenótipos normal e anômalo 

detectados. 

 

5.2 Região genômica da marca molecular 
 Uma vez que Tambarussi (2006) identificou uma marca molecular RAPD, de cerca de 

500 pb co-segregante com o caráter anômalo (Figura 2), esta foi convertida em marcador 

SCAR e sequenciada por Lourenção (2010) . Análises in silico da sequência do marcador 

SCAR, com base no genoma completo do eucalipto (cobertura de 8 vezes - 

www.phytozome.net), demonstrou que a marca está localizada na região intergênica de 

repetições em tandem de genes PR-10 (Pathogenesis-related protein 10) da superfamília Bet 

v1 (Figura 4). Esses dados complementam as análises in silico feitas previamente por 

Lourenção (2010), no qual a cobertura do genoma de eucalipto estava incompleta (cobertura 
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de 4,5 vezes) e, por isso apresentava algumas restrições. Mais detalhes sobre a sequência do 

marcador molecular e análises in silico encontram-se no Apêndice A. 

 

 
Figura 4: Esquema demonstrando o alinhamento da sequência SCAR com o genoma de Eucalyptus 

grandis.  
 

De modo geral, as proteínas da superfamília 10 com domínio Bet v1 estão associadas à 

resposta de defesa contra estresses bióticos e abióticos (Hoffmann-Sommergruber  et al., 

1997; Wen et al., 1997; Liu e Ekramoddoullah, 2006), no entanto, sua função ainda não está 

totalmente esclarecida. Muitos estudos relatam homologia das proteínas PR-10 com 

ribonucleases, sugerindo que estas possuam papel importante em processos biológicos, assim 

como no desenvolvimento (Walter et al., 1996; Liu e Ekramoddoullah, 2006) e formação de 

raízes secundárias (Poupard et al., 2001).  

 Apesar do marcador molecular relacionado à anomalia estar localizado em uma região 

de genes Bet v1 e possuir parte de sua sequência com identidade para estes genes, não era 

claro o envolvimento direto ou indireto destes genes com o desenvolvimento do caráter 

anômalo (Lourenção, 2010). Entretanto, estudos que envolvem fenótipos similares à 

anomalia, como o nanismo e ramificação abundante, apresentam associação com genes 

relacionados à resposta de defesa (Knight, 1947; Bomblies e Weigel, 2007; Bomblies et al., 

2007). Knight (1947) demonstra que o gene determinante para o caráter anormal (tamanho 

reduzido e numerosas ramificações), em algodão, está estritamente ligado ao gene de 

resistência à bactéria Xanthomonas campestris pv. malvacearum. 

 

5.3 Caracterização gênica e vias metabólicas 
 Estudos de transcriptomas são fundamentais para a associação entre genótipo e 

fenótipo. Anteriormente ao sequenciamento de nova geração, os estudos de expressão gênica 

em alta-escala eram desenvolvidos por metodologias baseadas em hibridização (microarray) e 

em sequências (SAGE – Serial Analysis of Gene Expression, CAGE – Cap Analysis of Gene 
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Expression, e MPSS – Massively Parallel Signature Sequencing) (Marioni et al., 2008; 

Mortazavi et al., 2008; Wang et al., 2009). No entanto, tais metodologias possuem algumas 

limitações como a necessidade do conhecimento prévio dos transcritos e background (Marioni 

et al., 2008; Wang et al., 2009). 

 O RNA-Seq é um método de análise de transcriptoma por sequenciamento em larga 

escala (Nagalakshmi et al., 2008), no qual os fragmentos de cDNAs sequenciados são 

mapeados no genoma e analisados em programas estatísticos (Nagalakshmi et al., 2008; 

Wang et al., 2009). O mapeamento consiste no alinhamento das sequências, obtidas pelo 

RNA-Seq, ao genoma ou banco de dados de mRNAs ou ESTs (Mortazavi et al., 2008; 

Nagalakshmi et al., 2008; Severin et al., 2010). Esta tecnologia oferece diversas vantagens: 

não é limitado, favorecendo a detecção de transcritos de menor abundância e splicing 

alternativo, e, assim, provê a análise total de transcritos ativos; possui pouco ou nenhum 

background, pois as sequências são mapeadas em uma única região do genoma; além de 

oferecer resolução de apenas uma base para anotações com custo menor que as técnicas 

anteriormente descritas (Wang et al., 2009; Severin et al., 2010). 

 A utilização da tecnologia de RNA-Seq na área florestal ainda é pouco empregada 

(Mizrachi et al., 2010; Villar et al., 2011), principalmente com relação à comparação de 

expressão gênica de fenótipos contrastantes. Há grande empenho de pesquisadores em 

desenvolver bancos de dados cada vez mais informativos de ESTs (FORESTS; NCBI; 

Genolyptus) e mRNA (NCBI; Eucspresso) de Eucalyptus. Estas informações, juntamente com 

o genoma completo de Eucalyptus (www.phytozome.net), provê ferramentas importantes na 

compreensão de processos biológicos como a anomalia em questão. 

 Para a identificação dos genes envolvidos no desenvolvimento de plantas anômalas, 

através da técnica de RNA-Seq, foram produzidas 6 bibliotecas de cDNA. Cada biblioteca é 

um pool de amostras composto por uma mesma quantidade de RNA total de 5 indivíduos de 

um mesmo fenótipo (anormal ou normal). Para cada fenótipo foram construídas três 

bibliotecas de cDNA correspondentes aos diferentes órgãos: folha, caule e raiz.  

 O sequenciamento das bibliotecas de cDNA no equipamento MiSeq Personal 

Sequencing System (Illumina) geraram um total de 4,87 milhões (0,63 a 1,09 milhões de 

reads de cada biblioteca) de single-end reads de 50 pb, compreendendo 237,4 Mpb de 

sequência do transcriptoma. Desse total, 94,75% dos reads apresentaram alta qualidade (Q 

score > Q30), no qual a probabilidade de ocorrer um erro no sequenciamento de uma base é 1 

em 1000, ou seja, a precisão é de 99,9% (Illumina, 2011). 
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 Os perfis transcricionais das 6 bibliotecas de cDNA foram traçados através de análises 

de expressão gênica digital. Esta análise consiste no mapeamento dos reads em um genoma 

de referência, contagem dos reads em uma anotação gênica de referência e normalização das 

bibliotecas. Análises de expressão gênica diferencial foram realizadas comparando cada órgão 

entre os fenótipos. Foram identificados genes diferencialmente expressos (P < 0,05) nos três 

órgãos: 26 em folha, 59 em caule e 11 em raiz (Figura 5). Dentre estes, foram selecionados 4 

genes diferencialmente expressos em folha e caule: Eucgr.F00644 (GRP), Eucgr.L00937 

(CHI I), Eucgr.B02124 (BARWIN) e Eucgr.E01382 (THAU); um apenas em folha: 

Eucgr.H04017 (BET vI); um apenas em caule: Eucgr.H04012 (BET vI b); e 4 genes somente 

em raiz: Eucgr.I01236 (GLOB), Eucgr.H00329 (CHI I b), Eucgr.A01578 (CUP) e 

Eucgr.L00605 (PROT) para a validação dos resultados via RT-qPCR. Com base nos dados de 

ΔCt, todos os genes apresentaram expressão gênica significativamente distintas pelo teste t de 

Student (P< 0,05). Estes resultados foram similares àqueles obtidos pela análise dos dados de 

RNA-Seq (Figura 6). 

 A grande maioria dos genes diferencialmente expressos apresentaram superexpressão 

nas plantas anormais (Figura 5). As famílias gênicas as quais estes genes pertencem foram 

verificadas no banco de dados Pfam 27.0 (Punta et al., 2012) e, então, foram classificados por 

categorias funcionais ao nível de 'Processos biológicos' conforme o termo GO - Gene 

Ontology. Uma vez que um gene pode estar em mais de uma categoria por apresentar mais de 

um termo GO, o número total de genes nas categorias funcionais ultrapassa o número total de 

genes superexpressos. 

 Em todos os órgãos, os genes superexpressos nas plantas anormais eram mais 

representativos nas categorias funcionais 'Resposta à estímulos' (46,15% - folha; 49,15% - 

caule; 50% - raiz) e 'Processos metabólicos' (46,15% - folha; 44,07% - caule; 72,72% - raiz) 

(Figura 7). Resultados similares foram encontrados no estudo de Mizuno et al. (2010), no 

qual analisa os fatores responsáveis pelo crescimento anormal (necrose do tipo III) em plantas 

triploides de trigo. Neste estudo, as categorias funcionais de 'Resposta à defesa' e 

'Metabolismo', apresentaram 25,6% e 15,6%, respectivamente, do total de genes analisados. 

 De acordo com a tabela 4, as famílias gênicas mais representativas na categoria 

funcional 'Resposta à estímulos' são quitinase classe I, proteínas similares à taumatina e 

proteínas da superfamília Bet v1. As quitinases possuem papel importante na resistência 

contra patógenos, agindo na degradação da quitina, constituinte da parede celular dos fungos 

(Flach et al., 1992; Kasprzewska, 2003). Por sua vez, as proteínas similares à taumatina (PR-
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5; osmotina) possuem atividade na permeabilização da membrana plasmática dos patógenos 

(Ruiz-Medrano et al., 1992; Kitajima e Sato, 1999). 

 

 
Figura 5: Agrupamento hierárquico dos genes diferencialmente expressos, com nível de significância 

de 5%, entre plantas normais e anormais em folha (A), caule (B) e raiz (C). A escala possui 
valores médios da contagem dos reads normalizados. A - biblioteca de plantas anormais; N - 
biblioteca de plantas normais. 
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Figura 6: Gráficos de expressão relativa, com barra de erro padrão, dos genes selecionados para a 
validação com RT-qPCR, em folha (A), caule (B) e raiz (C). 
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Figura 7: Distribuição dos genes diferencialmente expressos nas plantas anormais, de acordo com a 

categoria funcional e os órgãos da planta: folha (A), caule (B) e raiz (C). 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.B03013 Ribulose-1,5-bifosfato subunidade menor/cadeia menor PF12338; PF00101 Processos metabólicos, Resposta à estímulos, Processos 

Celulares e  Organização ou biogênese de componentes 
celulares. 

F 

Eucgr.F00644 Família de proteínas ricas em glicina PF07172 N/D F e C 
Eucgr.F00639 Família de proteínas ricas em glicina PF07172 N/D F 
Eucgr.A01080 Família de proteínas ricas em glicina PF07172 N/D F 
Eucgr.L00937 Endoquitinase básica; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos de 
múltiplos organismos, Organização ou biogênese de 
componentes celulares, Sinalização, Processos do sistema 
imune e Regulação biológica. 

F e C 

Eucgr.H00329 Endoquitinase PR4; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Processos de desenvolvimento, Organização 
ou biogênese de componentes celulares, Reprodução, 
Processos de múltiplos organismos,  Localização e Processos 
multicelulares do organismo. 

R 

Eucgr.J02518 Endoquitinase básica; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Organização ou biogênese de componentes 
celulares, Regulação biológica, Processos de múltiplos 
organismos e Sinalização. 

C 

Eucgr.J02519 Endoquitinase básica; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Organização ou biogênese de componentes 
celulares, Regulação biológica, Processos de múltiplos 
organismos e Sinalização 

C 

Eucgr.L00941 Endoquitinase isoforma I; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo e Organização ou 
biogênese de componentes celulares. 

C 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.H00325 Endoquitinase PR4; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Processos de desenvolvimento, Organização 
ou biogênese de componentes celulares, Reprodução, 
Processos de múltiplos organismos,  Localização e Processos 
multicelulares do organismo. 

C 

Eucgr.I01495 Quitinase classe I  Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Organização ou biogênese de componentes 
celulares, Regulação biológica, Processos de múltiplos 
organismos,  Localização e Sinalização. 

C 

Eucgr.K02166 Endoquitinase PR4; Quitinase classe I PF00182 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Processos de desenvolvimento, Organização 
ou biogênese de componentes celulares, Reprodução, 
Localização e Processos multicelulares do organismo. 

C 

Eucgr.H03865 Família de proteínas similares à taumatina PF00314 Resposta à estímulos, Processos de múltiplos organismos e 
Processos do sistema imune. 

F e C 

Eucgr.E00560 Família de proteínas similares à taumatina PF00314 N/D F e C 
Eucgr.E01382 Família de proteínas similares à taumatina PF00314 N/D F e C 
Eucgr.E01389 Família de proteínas similares à taumatina PF00314 N/D C 
Eucgr.E01384 Família de proteínas similares à taumatina PF00314 N/D C 
Eucgr.H04017 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (sth-2) PF00407 Resposta à estímulos. F 
Eucgr.H04013 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (Pru ar 1) PF00407 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.G02175 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (MLP 328) PF00407 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.H04012 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (Pru ar 1) PF00407 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.H04010 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (Pru ar 1) PF00407 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.H04003 Proteína relacionada à patogenicidade Bet vI (Pru ar 1) PF00407 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.H00206 Subunidade 28 do complexo mediador PF11594 N/D F 
Eucgr.L00852 Subunidade 28 do complexo mediador PF11594 N/D C 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.H00199 Subunidade 28 do complexo mediador PF11594 N/D C 
Eucgr.H00201 Subunidade 28 do complexo mediador PF11594 N/D C 
Eucgr.D02045 Proteína rica em prolina de 14kda PF00234 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Processos de desenvolvimento, Processos de 
múltiplos organismos, Localização e Processos 
multicelulares do organismo. 

F 

Eucgr.D02043 Proteína rica em prolina de 14kda PF00234 Resposta à estímulos, Processos de único organismo, 
Processos do sistema imune, Processos de múltiplos 
organismos e Localização. 

F 

Eucgr.B03657 β - glucosidase 12; Família 1 das glicosil hidrolases PF00232 Processos metabólicos. C 
Eucgr.B03654 β - glucosidase 12; Família 1 das glicosil hidrolases PF00232 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos de 

único organismo, Processos do sistema imune, Processos de 
múltiplos organismos e Localização. 

F e C 

Eucgr.J00051 Aquaporina tipo 1-3 PF00230 Resposta à estímulos, Processos de múltiplos organismos, 
Processos celulares, Processos de único organismo,  
Localização e Regulação biológica . 

F 

Eucgr.L02460 Peroxidase n1 PF00141 Resposta à estímulos, Processos metabólicos e Processos de 
múltiplos organismos. 

F e C 

Eucgr.B00946 Fosfoetanolamina n-metiltransferase 1 PF08241 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos de 
múltiplos organismos, Processos celulares, Organização ou 
biogênese de componentes celulares, Processos de único 
organismo, Processos de desenvolvimento, Regulação 
biológica, Reprodução, Crescimento, Locomoção,  Processos 
multicelulares do organismo e Sinalização. 

F 
  

Eucgr.K02125 Quinona-oxidoredutase cloroplástica PF08240; PF00107 Processos metabólicos F 
Eucgr.F01234 Glicoproteína epidérmica específica PF01453; PF08276 N/D F 
Eucgr.L03158 Miraculina; Inibidor de tripsina e protease PF00197 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo e Localização. 
F 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.K02326 Miraculina; Inibidor de tripsina e protease PF00197 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo e Localização. 
C 

Eucgr.B02124 Proteína relacionada à patogenicidade - PR4; Família 
Barwin 

PF00967 Resposta à estímulos, Processos de múltiplos organismos,  
Processos de único organismo, Localização e Processos do 
sistema imune. 

F e C 

Eucgr.J00362 Omega-hidroxipalmitato O-feruloil transferase PF02458 Processos metabólicos, Processos celulares, Organização ou 
biogênese de componentes celulares e Processos de único 
organismo. 

F 

Eucgr.J00363 Omega-hidroxipalmitato O-feruloil transferase PF02458 Processos metabólicos, Processos celulares, Organização ou 
biogênese de componentes celulares e Processos de único 
organismo. 

F 

Eucgr.I01144 Oxidase de redução férrica cloroplástica PF01794; PF08030; 
PF08022 

Resposta à estímulos, Processos metabólicos e Processos 
celulares 

F* 

Eucgr.I01236 Globina PF00042 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Regulação biológica, Processos de múltiplos 
organismos, Localização e Sinalização. 

R 

Eucgr.I01237 Globina PF00042 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Regulação biológica, Processos de múltiplos 
organismos, Localização e Sinalização. 

C 

Eucgr.A01578 Cupina PF00190 N/D R 
Eucgr.A01579 Cupina PF00190 N/D R 
Eucgr.B01353 Cupina PF00190 Processos metabólicos R 
Eucgr.L03367 Cupina PF00190 Processos metabólicos R 
Eucgr.H04196 Cupina PF00190 N/D C 
Eucgr.H04194 Cupina PF00190 N/D C 
Eucgr.E00814 Proteína Dirigent-like; Proteína de resposta à doenças PF03018 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Regulação 
biológica e Sinalização. 

F 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.K00308 Endoquitinase ácida; Família 18 das glicosil hidrolases PF00704 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos 
multicelulares do organismo, Processos de desenvolvimento 
e Reprodução. 

R 

Eucgr.L00605 Globulina básica 7s; Protease; peptidase N/D Processos metabólicos. R 
Eucgr.B01106 Globulina básica 7s; Protease; peptidase N/D Processos metabólicos. R 
Eucgr.F02915 Glutationa S-transferase f11 PF00043; PF02798 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares e Regulação biológica. 
C 

Eucgr.J02209 Formato desidrogenase mitocondrial PF02826; PF00389 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos de 
desenvolvimento e Processos multicelulares do organismo. 

C 

Eucgr.L02577 Família EXS; Transportador de fosfato pho 1 PF03124 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo e Localização. 

R 

Eucgr.K02208 Família PLAC8;  PF04749 Resposta à estímulos. C 
Eucgr.E00357 Expansina PF01357; PF03330 Processos celulares, Processos de único organismo, 

Processos de desenvolvimento, Crescimento e Organização 
ou biogênese de componentes celulares. 

C* 

Eucgr.G03134 Alfa-expansina 8 PF01357; PF03330 Processos celulares, Processos de único organismo, 
Processos de desenvolvimento, Crescimento e Organização 
ou biogênese de componentes celulares. 

C 

Eucgr.E01625 Precursor da beta-expansina PF01357; PF03330 Processos celulares, Processos de único organismo, 
Processos de desenvolvimento, Crescimento, Organização 
ou biogênese de componentes celulares e reprodução. 

C 

Eucgr.C00179 xiloglucano endotransglicosilase-hidrolase; Família 16 

das glicosil hidrolases 

PF00722 Processos metabólicos e Processos celulares. C* 

Eucgr.C00181 xiloglucano endotransglicosilase-hidrolase; Família 16 

das glicosil hidrolases 

PF00722 Processos metabólicos e Processos celulares. C* 

Eucgr.C00180 xiloglucano endotransglicosilase-hidrolase; Família 16 

das glicosil hidrolases 

PF00722 Processos metabólicos e Processos celulares. C* 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(continua) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.I01671 Transportador de lisina histidina 1 PF01490 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Organização ou biogênese de componentes 
celulares, Regulação biológica, Localização e Sinalização. 

C 

Eucgr.J01066 Transportador vacuolar de aminoácidos 1 PF01490 N/D C* 

Eucgr.F02706 Família transportadora EamA-like; proteína induzida por 
auxina 5ng4 

PF00892 N/D C* 

Eucgr.I01148 Ferredoxina-nitrito cloroplástica PF03460; PF01077 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo e Localização. 

C 

Eucgr.H03539 Transportador de açúcares (e outros) PF00083 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo e Localização. 

C 

Eucgr.B02637 Família Aldo-keto redutase PF00248 Processos metabólicos. C 
Eucgr.B00305 Poli (ADP-ribose) PF00644; PF12174 Resposta à estímulos, Processos metabólicos e Processos 

celulares. 
C 

Eucgr.F02347 Alfa-amilase PF00128; PF07821 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo e Localização. 

C 

Eucgr.B03596 Citocromo P450 PF00067 Processos metabólicos. C 
Eucgr.K02129 Citocromo P450 PF00067 Processos metabólicos e Processos celulares. F 
Eucgr.J00124 Superóxido dismutase PF00081; PF02777 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Localização, 

Processos de desenvolvimento, Reprodução, Organização ou 

biogênese de componentes celulares, Processos de múltiplos 

organismos e Processos multicelulares do organismo. 

C 

Eucgr.C04179 Proteína Early nodulin 93 ENOD93 PF03386 Processos de múltiplos organismos. C 
Eucgr.F02743 Ácido graxo dessaturase 

 
 

 

PF03405 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 
celulares, Processos de único organismo, Processos do 
sistema imune, Processos de desenvolvimento, Organização 
ou biogênese de componentes celulares, Regulação 
biológica, Processos de múltiplos organismos e Sinalização. 

C 
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Tabela 4: Genes diferencialmente expressos entre plantas normais e anormais, com nível de significância de 5%.  
(conclusão) 

Gene Descrição n° Pfam Categorias funcionais Órgão  
Eucgr.B01008 Proteína ligante de clorofila A-B PF00504 Resposta à estímulos, Processos metabólicos, Processos 

celulares, Processos de único organismo, Processos de 
desenvolvimento, Regulação biológica e Processos 
multicelulares do organismo. 

C 

Eucgr.D01485 Proteína de domínio MATH PF00917 N/D C 
Eucgr.F01943 Receptor quinase associado à parede celular PF08488; PF07714; 

PF07645 
Processos metabólicos e Processos celulares C 

Eucgr.I01326 Frutose-bisfosfato aldolase classe I PF00274 Resposta à estímulos, Processos metabólicos e Processos 
celulares 

C 

Eucgr.H03072 N/D N/D N/D R 
Eucgr.H00205 N/D N/D N/D C 
Eucgr.B01107 Proteína ancorada ao GPI N/D Processos de único organismo, Processos de 

desenvolvimento, Crescimento, Regulação biológica e 
Processos multicelulares do organismo. 

C* 

Eucgr.I02127 N/D N/D N/D C 

Eucgr.B02525 Proteína grip22 relacionada ao amadurecimento N/D N/D C 

Eucgr.G00423 N/D N/D N/D C 

* Superexpresso em plantas normais. 
F - Folha; C - Caule; R - raiz; N/D - Não determinado. 
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 Alguns genes, apesar de não pertencerem à categoria funcional de 'Resposta à 

estímulos', também podem estar envolvidos em processos de defesa. O citocromo P450 atua 

na conversão do ácido benzóico em ácido salicílico, importante componente da resposta de 

defesa (Hammond-Kosack e Jones, 1996). Assim como a peroxidase n1 que, através de seu 

código enzimático (EC 1.11.1.7), foi mapeado pela base KEGG como participante da via de 

biossíntese de fenilpropanoides.  

 Compostos fenilpropanoides são sintetizados a partir da fenilalanina, pela ação da 

peroxidase, e estão associados à formação da lignina, que é um dos componentes estruturais 

da parede celular secundária das plantas (Sato et al., 1993; Croteau et al., 2000; Taiz e Zeiger, 

2013). A lignificação da parede celular é uma estratégia de defesa, tornando-a mais resistente 

ao ataque de patógenos (Hammond-Kosack e Jones, 1996; Durner et al., 1997). É importante 

ressaltar que a inibição de peroxidases pelo ácido salicílico não se aplica às peroxidases 

relacionados à biossíntese de lignina (Hammond-Kosack e Jones, 1996). No entanto, a 

lignificação precoce da parede celular impede a expansão celular e, consequentemente, 

restringe o crescimento vegetal (Taiz e Zeiger, 2013), podendo ser responsável pela redução 

na altura e diâmetro da base do caule das plantas anormais. Outros genes nesta circunstâncias 

são: cupina (Dunwell et al., 2004), superóxido dismutase (Scandalios, 1993), ácido graxo 

dessaturase (Kachroo et al., 2001) e receptores quinase associado à parece celular (He et al., 

1998).  

 As análises de expressão gênica diferencial revelaram a superexpressão de genes da 

superfamília Bet v1 nas plantas anormais. Pelas análises in silico desses genes foi possível 

localizá-los nos scaffolds 7 (Eucgr.G02175) e 8 (Eucgr.H04017, Eucgr.H04013, 

Eucgr.H04012, Eucgr.H04010 e Eucgr.H04003). A família Bet v1 é representada por 

aproximadamente 129 genes em Eucalyptus, segundo o banco de dados EucGenIE: The 

Eucalyptus Genome Integrative Explorer (http://anjie.bi.up.ac.za/eucGenIE/EucGenIE.html),  

estando os mesmos distribuídos em diferentes scaffolds no genoma. Esse grande número de 

representantes de uma mesma família gênica pode ser atribuído à duplicação genômica 

ancestral em Eucalyptus (Myburg et al., 2011), no qual a espécie seria um poliploide antigo 

ou residual que comporta-se atualmente como diploide, sendo denominada como 

paleopoliploide (Schifino-Wittmann, 2004; Paterson et al., 2010; Levy et al., 2013).  

 Uma das grandes dificuldades da genômica funcional atual é o entendimento da 

dinâmica de expressão de famílias gênicas (Guan et al., 2014; Coate e Doyle, 2013).  A marca 

molecular relacionada à anomalia está localizada no scaffold 1, flanqueada por genes Bet v1 

dispostos em tandem (Figura 4). Contudo, as análises de expressão gênica diferencial 
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apresentaram apenas os genes para cupina (Eucgr.A01578 e Eucgr.A01579) e para proteínas 

ricas em glicina (Eucgr.A01080) com diferença de expressão significativa (Tabela 4) neste 

scaffold. Estudos mais detalhados deverão ser realizados para um maior entendimento da 

participação do scaffold 1 no fenótipo estudado. Uma das hipóteses sugeridas é que alguma 

região genômica próxima à marca molecular esteja envolvida no desenvolvimento da 

anomalia.   

 Uma vez que os três órgãos apresentaram superexpressão da família gênica quitinase 

classe I (Tabela 4), foi analisado os níveis de expressão de quitinase com oligonucleotídeos 

descritos por Boava et al. (2010) em cada órgão. Com esta análise, verificou-se que a 

expressão diferencial da quitinase foi significativa apenas na folha e no caule (Figura 8). Pela 

análise in silico do oligonucleotídeo, através da ferramenta BLAST (Altschul et al., 1997) no 

banco de dados do Phytozome v9.1, foi verificado que a quitinase amplificada é pertencente à 

família glicosil hidrolase 18. Esta família consiste de quitinases das classes III e V, diferentes 

da quitinase classe I (Kasprzewska, 2003) encontrada na análise dos dados de RNA-Seq. 

Dessa forma, os diferentes padrões de expressão da quitinase (glicosil hidrolase 18) e a 

divergência de genes diferencialmente expressos nos três órgãos, indicam que cada parte da 

planta exibe alterações fisiológicas e expressão de quitinases diferentes durante o 

desenvolvimento da anomalia.  

 

 

Figura 8: Expressão relativa, com barra de erro padrão, para o gene de quitinase com 
oligonucleotídeos descritos por  Boava et al. (2010).  

  

 As análises de enriquecimento funcional consistem na comparação dos termos GO dos 

genes diferencialmente expressos com os termos GO de uma anotação de referência, 
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permitindo determinar os termos mais representativos (Tabela 5). Nesta análise, ficou 

evidente o predomínio de termos envolvidos com os mecanismos de defesa nos genes 

superexpressos das plantas anormais.  

  

Tabela 5: Termos GO enriquecidos dos genes superexpressos em plantas anormais, nos diferentes 
órgãos avaliados. 

GO ID Termo GO p-value corrigido Órgão 
GO:0004866 Atividade inibidora de peptidase 3,3546E-2 F 
  3,5307E-2 C 
GO: 0042742 Resposta de defesa contra bactéria 3,3546E-2 F 
  4,2207E-2 C 
GO: 0050832 Resposta de defesa contra fungo 3,3546E-2 F 
  4,2207E-2 C 
GO: 0006032 Processos catabólicos da quitina 6,9395E-13 C 
  4,0370E-2 R 
GO: 0004568 Atividade quitinase 6,9395E-13 C 
  4,0370E-2 R 
GO: 0045735 Atividade de reserva de nutrientes 4,2207E-2 C 
  1,6721E-6 R 
GO: 0016984 Atividade ribulose-bifosfato carboxilase 3,3546E-2 F 
GO: 0015977 Fixação de carbono 3,3546E-2 F 
GO: 0016747 Atividade acil-transferase  4,5042E-2 F 
GO: 0016998 Processos catabólicos de macromoléculas da 

parede celular 
5,7941E-10 C 

GO: 0008061 Ligação à quitina 9,7289E-6 C 
GO: 0009607 Resposta à estímulos bióticos 9,7289E-6 C 
GO: 0006952 Resposta de defesa 9,9566E-6 C 
GO: 0004556 Atividade alfa-amilase 3,5307E-2 C 
GO: 0004784 Atividade superóxido dismutase 4,2005E-2 C 
GO: 0004332 Atividade frutose-bifosfato aldolase 4,2005E-2 C 
GO: 0003950 Atividade NAD+ ADP-ribosiltransferase 4,2005E-2 C 
GO: 0005509 Ligação à íons cálcio 4,2005E-2 C 
GO: 0006801 Processos metabólicos com superóxido 4,5448E-2 C 
GO: 0043169 Ligação à cátions 4,5448E-2 C 
GO: 0004190 Atividade similar à endopeptidase aspártica 7,4105E-3 R 
p-value ≤0,05;  F - folha; C - caule; R - raiz. 
 

 Na folha (Figura 9), os termos GO enriquecidos implicam no acionamento de reações 

em resposta ao ataque de fungos e bactérias e no aumento da catálise da produção do 

composto 3-fosfo-D-glicerato. O 3-fosfo-D-glicerato participa do ciclo de Calvin-Benson, 

gerando eritrose-4-fosfato, que é precursor do corismato (Coruzzi e Last, 2000; Malkin e 

Nyogi, 2000; Taiz e Zeiger, 2013). Os compostos ácido salicílico e as fitoalexinas são 

derivados do corismato, e ambos participam  na respostas de defesa em plantas (Weaver e 

Herrmann, 1997; Wildermuth et al., 2001; Shah, 2003).  
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Figura 9: Diagrama demonstrando os termos GO enriquecidos (asteriscos) na folha, relacionados aos 

níveis de 'Função molecular' (A) e 'Processos biológicos (B) dos genes superexpressos de 
plantas anormais. 
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 Na raiz (Figura 10), destaca-se os termos GO relacionados à quebra de moléculas de 

quitina que são constituintes da parede celular dos fungos (Flach et al., 1992; Kasprzewska, 

2003). O caule foi o órgão com mais termos GO relevantes, possuindo alguns termos em 

comum com a raiz e a folha (Tabela 5). Assim como na folha e na raiz, o caule apresentou 

termos GO enriquecidos relacionados à estímulos e à degradação da quitina (Figuras 11 e 12), 

respectivamente. Em adição, estes termos também estão envolvidos em processos de ligações 

ao íon cálcio e em processos que envolvem o composto superóxido. O aumento na atividade 

superóxido dismutase eleva os níveis de peróxido de hidrogênio no organismo, componente 

importante na resposta hipersensitiva e na resistência sistêmica adquirida (Hammond-Kosack 

e Jones, 1996; Heath, 2000; Durrant e Dong, 2004). 

 

 
 
-

 
 
 

Figura 10: Diagrama demonstrando os termos GO enriquecidos (asteriscos) na raiz, relacionados aos 
níveis de 'Função molecular' e 'Processos biológicos dos genes superexpressos de plantas 
anormais. 
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Figura 11: Diagrama demonstrando os termos GO enriquecidos (asteriscos) no caule, relacionados ao nível de 'Função molecular' dos genes superexpressos de 

plantas anormais. 
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Figura 12: Diagrama demonstrando os termos GO enriquecidos (asteriscos) no caule, relacionados ao nível de 'Processos biológicos' dos genes superexpressos 

de plantas anormais. 
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 Informações sobre as vias metabólicas relevantes nos três órgãos (Tabela 6) foram 

obtidas nas bases de dados MetaCyc (Caspi et al., 2012) e PlanCyc (www.plantcyc.org). 

Apesar do caule apresentar mais genes expressos diferencialmente (Figura 5), o órgão que 

apresentou mais vias metabólicas relevantes entre plantas normais e anormais foi a folha. 

Algumas vias aparecem em comum nos três órgãos: degradação de lisina II, ciclo da ureia, 

metabolismo de citrulina e biossíntese de glicogênio II. Assim como nas outras análises 

(expressão gênica diferencial e termos GO enriquecidos), as plantas anormais apresentaram 

superexpressão de vias metabólicas relacionadas à resposta de defesa. 

 
 
Tabela 6: Vias metabólicas expressas diferencialmente entre os fenótipos normal e anormal. 

 (continua) 
Código nome Z-score p-value  Órgão 
ARGSYN-PWY Biossíntese de arginina I 1,874 0,030 F 
  1,773 0,038 C 
ARO-PWY Biossíntese de corismato I 1,889 0,029 F 
  1,708 0,044 R 
CALVIN-PWY Ciclo de Calvin-Benson-Bassham 2,571 0,005 F 
CHLOROPHYLL-SYN Biossíntese de clorofila a I 4,123 0,00002 F 
FAO-PWY Oxidação de ácidos graxos I -1,655 0,049 F 
  -2,038 0,021 C 
GLYCLEAV-PWY Complexo de quebra de glicina 2,16 0,015 F 
  1,938 0,026 R 
LIPASYN-PWY Fosfolipases -1,763 0,039 F 
LYSINE-DEG1-PWY Degradação de lisina II -2,475 0,007 F 
  -2,032 0,021 R 
LYSINE-DEG2-PWY Degradação de lisina II -2,299 0,011 F 
  -2,091 0,018 C 
  -1,888 0,029 R 
PWY0-501 Biossíntese e incorporação de 

lipoato I 
1,717 0,043 F 

PWY-1187 Biossíntese de glicosinolatos a 
partir de homometionina 

1,682 0,046 F 

PWY-1422 Biossíntese de vitamina E -2,833 0,002 F 
  -2,838 0,002 R 
PWY-181 Fotorespiração 1,835 0,033 F 
PWY-2201 Transformação de folatos 1,886 0,03 F 
  2,072 0,019 C 
PWY-2821 Biossíntese de glicosinolatos a 

partir de fenilalanina 
2,428 0,008 F 

PWY-3841 Biossíntese de formil-THF II 1,951 0,025 F 
PWY-4661 Biossíntese de fitato independente 

de lipídeo 
-1,897 0,029 F 

 -1,667 0,048 R 
PWY-4984 Ciclo da ureia 1,945 0,026 F 
  2,043 0,02 R 
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Tabela 6: Vias metabólicas expressas diferencialmente entre os fenótipos normal e anormal. 
(conclusão) 

Código nome Z-score p-value  Órgão 
  1,913 0,028 C 
PWY-5004 Metabolismo de citrulina 1,98 0,024 F 
  1,747 0,04 R 
  1,957 0,025 C 
PWY-5067 Biossíntese de glicogênio II -2,108 0,017 F 
  -1,813 0,035 R 
  -2,05 0,02 C 
PWY-5080 Biossíntese de ácidos graxos de 

cadeia longa 
-1,646 0,049 F 

PWY-5136 β-oxidação de ácidos graxos II -2,211 0,013 F 
PWY-5188 Biossíntese de tetrapirrol I 2,591 0,005 F 
  2,771 0,003 R 
PWY-6124 Biossíntese de inosina-5'-fosfato 

II 
-1,73 0,041 F 

PWY-6163 Biossíntese de corismato a partir 
de 3-dehidroquinato 

1,676 0,047 F 

PWY-6435 Biossíntese de hidroxibenzoato V -3,002 0,001 F 
  -2,559 0,005 C 
PWYQT-4470 Ciclo do γ-glutamil -1,799 0,036 F 
PWYQT-4471 Biossíntese de glicosinolatos a 

partir de dihomometionina 
1,66 0,048 F 

RIBOSYN2-PWY Biossíntese de flavina -2,051 0,02 F 
  -1,851 0,032 R 
THISYNARA-PWY Biossíntese de tiamina II 2,486 0,006 F 
  2,026 0,021 R 
THISYN-PWY Biossíntese de tiamina 2,6 0,005 F 
  2,128 0,017 R 
TYRFUMCAT-PWY Degradação de tirosina I -4,066 0,00002 F 
GLUTORN-PWY Biossíntese de ornitina -1,725 0,042 R 
PWY1F-FLAVSYN Biossíntese de flavonoides -2,583 0,005 R 
PWY-6168 Biossíntese de flavina II -1,721 0,043 R 
Z-scores positivos e negativos representam, respectivamente, vias superexpressas e  subexpressas nas 
plantas anormais; p-value ≤0,05;  F - folha; C - caule; R - raiz. 
 

 A conversão de L-arginina em L-citrulina, nas vias de metabolismo da citrulina e ciclo 

da ureia, envolvem a produção de óxido nítrico (Romero-Puertas e Delledonne, 2005). Assim 

como a produção de tiamina (vias  THISYNARA-PWY e  THISYN-PWY) e de 

glicosinolatos (vias PWY-1187, PWY-2821 e PWYQT-4471), a produção de óxido nítrico é 

intensificada na resposta de defesa em plantas (Delledonne et al., 1998; Wang et al., 2006; 

Clay et al., 2009). O óxido nítrico, juntamente com o peróxido de hidrogênio, agem na 

ativação da resposta de hipersensibilidade (Delledonne et al., 1998; Heath, 2000; Zeier et al., 

2004; Taiz e Zeiger 2013). A tiamina possui função na indução da expressão de proteínas 
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relacionadas à defesa (PRs) nas vias dependentes de ácido salicílico (Wang et al., 2006; 

Goyer 2010). E os glicosinolatos são componentes requisitados na deposição de calose entre a 

membrana e a parede celular (Clay et al., 2009), impedindo a difusão célula a célula de micro-

organismos patogênicos (Hammond-Kosack e Jones, 1996).  

 A fotossíntese, em geral, é reduzida quando as plantas encontram-se em situações de 

defesa contra estresses bióticos ou abióticos (Scharte et al., 2005; Chaves et al., 2009; Bilgin 

et al., 2010). No entanto, as plantas anormais apresentaram o gene para RuBisCo (Ribulose-

1,5-bifosfato), termos GO (atividade ribulose-bifosfato carboxilase, fixação de carbono e 

atividade frutose-bifosfato aldolase) e vias metabólicas (ciclo de Calvin-Benson-Bassham, 

biossíntese de clorofila a, fotorespiração e biossíntese de tetrapirrol) superexpressos, que 

sugerem um aumento na atividade fotossintética no fenótipo anômalo.  Ayres (1984 e 1991) e 

Ney et al. (2013) relatam que o aumento na taxa fotossintética pode ocorrer como um 

mecanismo de compensação. Assim, a redução da fotossíntese no local da infecção induz o 

aumento da atividade fotossintética dos outros órgão e tecidos não infectados, no intuito de 

contrabalancear os níveis dessa atividade funcional.  

 A biossíntese do corismato é realizada pela via do chiquimato, no qual o produto 

inicial é a eritrose-4-fosfato derivada da fotossíntese (Coruzzi e Last, 2000; Malkin e Nyogi, 

2000; Mustafa e Verpoorte, 2005; Taiz e Zeiger, 2013), que se apresentou elevada nas plantas 

anormais. O corismato pode ser convertido em ácido salicílico por meio de duas vias 

distintas: 1) através da ação das enzimas isocorismato sintase e isocorismato piruvato liase, 

resultando na conversão do corismato em isocorismato e, em seguida, em ácido salicílico; e 2) 

através da ação de várias outras enzimas, o corismato é primeiramente convertido em 

fenilalanina que, por sua vez, é convertida em ácido benzóico; para então, ser convertido em 

ácido salicílico pela enzima citocromo P450 monoxigenase (Hammond-Kosack e Jones, 1996; 

Shah, 2003; Mustafa e Verpoorte, 2005). Vale ressaltar que a fenilalanina provinda do 

corismato pode gerar compostos fenilpropanoides, precursores da lignina (Sato et al., 1993; 

Croteau et al., 2000; Taiz e Zeiger, 2013). 

 Os resultados de superexpressão de genes, termos GO enriquecidos e vias metabólicas 

nas plantas anômalas, sugerem que a anomalia envolve alterações nos sistemas em resposta à 

estresses bióticos e abióticos, com ênfase nos mecanismos de defesa contra patógenos. Uma 

vez que as progênies estudadas não apresentavam quaisquer indícios de ataques patogênicos, 

a resposta de defesa das plantas anômalas pode ser decorrente à algum processo autoimune 

originado por incompatibilidade genética.  
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5.4 Incompatibilidade genética 
 A incompatibilidade genética associada à ativação inapropriada do sistema imune da 

planta (sistema autoimune) é denominada como necrose híbrida (ou fraqueza híbrida) 

(Bomblies e Weigel, 2007; Bomblies et al., 2007; Mizuno et al., 2010). Esta 

incompatibilidade pode ser verificada em cruzamentos interespecíficos (Burkart-Waco et al., 

2012; Jeuken et al., 2009; Masuda et al., 2007; Mizuno et al., 2010) e intraespecíficos entre 

diferentes acessos (Bomblies et al., 2007; Smith et al., 2011), cultivares (Khanna-Chopra et 

al., 1998; Reiber e Neuman, 1999), variedades (Knight, 1947; Yamamoto et al., 2010) ou, 

ainda, entre indivíduos da mesma espécie provenientes de populações diferentes (Singh e 

Gutiérrez, 1984; Galloway e Etterson, 2005). E como resultado, parte da progênie possui 

características fenotípicas típicas àquelas associadas com respostas de defesa contra estresses 

bióticos e abióticos (Bomblies e Weigel, 2007; Bomblies et al., 2007; Jeuken et al., 2009; 

Mizuno et al., 2010; Yamamoto et al., 2010; Smith et al., 2011). Além do sistema autoimune, 

outros mecanismos fisiológicos podem explicar a necrose híbrida, como infecção viral 

epissomal, adaptação à estresse ambiental e sinalização hormonal (Bomblies e Weigel, 2007). 

 Em Arabidopsis thaliana, dos  20 casos independentes de necrose híbrida identificados 

por Bomblies et al. (2007), quatro são causados pela ativação de genes associados à resposta 

contra patógenos. Experimentos de Mizuno et al. (2010), envolvendo uma progênie de 

híbridos triploides originada pelo cruzamento interespecífico entre Triticum turgidum 

(autotetraploide) e Aegilops tauschii (trigo selvagem diploide), demonstraram necrose híbrida 

em parte da progênie. Além disso, o estudo do transcriptoma destes híbridos com necrose 

revelou superexpressão de genes relacionados à defesa (Mizuno et al., 2010). A analogia entre 

nossos resultados e os estudos de Bomblies et al. (2007) e Mizuno et al. (2010) corrobora 

com a hipótese do envolvimento de mecanismos autoimune na anomalia do eucalipto 

estudada. Eventos similares são descritos em alface (Jeuken et al., 2009), Nicotiana sp 

(Masuda et al., 2007) e arroz (Yamamoto et al., 2010). 

 Assim como na fisiologia da necrose hibrida, a genética também envolve vários 

sistemas independentes (Bomblies e Weigel, 2007; Bomblies et al., 2007). Por exemplo, 

Bomblies et al. (2007) relatam que existem pelo menos 5 sistemas genéticos independentes 

em seu estudo que envolve 20 casos de necrose híbrida. O sistema genético mais comum para 

a incompatibilidade híbrida é a interação entre loci, explicada pelo modelo de Bateson-

Dobzhansky-Muller (BDM) (Orr, 1996; Bomblies e Weigel, 2007; Bikard et al., 2009; 

Yamamoto et al., 2010). 
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 O modelo de BDM simplesmente explica o desenvolvimento da incompatibilidade 

genética pós-zigótica em híbridos devido a interações epistáticas negativas entre alelos de 

linhagens diferentes (Orr, 1996; Mizuno et al., 2010; Burkart-Waco et al., 2012). Linhagens 

diferentes podem se originar de uma população inicial e, devido à pressões seletivas distintas, 

dois ou mais genes podem acumular mutações e estas serem fixadas na população, gerando 

novos alelos (Galloway e Etterson, 2005; Bomblies e Weigel, 2007). Esses alelos, que eram 

vantajosos dentro de cada linhagem, ao serem combinados podem conferir à progênie uma 

incompatibilidade genética deletéria devido às interações negativas (Orr, 1996; Galloway e 

Etterson, 2005). O modelo de BDM mais comum envolve dois loci (Khanna-Chopra et al., 

1998; Bomblies e Weigel, 2007; Bomblies et al., 2007; Bikard et al., 2009; Jeuken et al., 

2009), no entanto, alguns exemplos de interações BDM envolvem múltiplos loci (Bomblies et 

al., 2007; Burkart-Waco et al., 2012).  

 A segregação mendeliana de 3:1 (3 plantas normais: 1 planta normal) observada por 

Tambarussi (2006) indica que a anomalia não é causada por interação epistática, como 

apresentado no modelo de BDM, mas por interação alélica no qual a homozigose recessiva 

determina o caráter anômalo. Interações alélicas simples como causa de incompatibilidade 

gênica é pouco comum. Mizuno et al. (2010) verificaram que a necrose híbrida do tipo III, em 

trigo triploide, estava associado à um locus gênico do genoma proveniente do parental 

diploide e que resultava na anomalia quando em homozigose. Estudos em Arabidopsis 

thaliana (Smith et al., 2011) e arroz (Li et al., 1997; Heuer e Miézan, 2003; Chen et al., 2008) 

demonstram interação alélica subdominante, no qual heterozigotos são desfavorecidos, ou 

seja, manifestam a incompatibilidade genética.  

 Muitos genes relacionados à resposta de defesa (genes R) possuem uma tendência em 

gerar incompatibilidade genética devido à características, como por exemplo, a rápida 

evolução da sequência nucleotídica e o grande número de cópias no genoma (Bomblies e 

Weigel, 2007). Assim como em Populus trichocarpa (Tuskan et al., 2006), Malus domestica 

(Chagne et al., 2013) e Vitis vinifera (Jaillon et al., 2007), sugere-se que tenha ocorrido 

eventos de duplicação genômica ancestral (paleopoliploidia) em eucalipto (Myburg et al., 

2011). Estes eventos compreendem ciclos recorrentes de poliploidização e diploidização, que 

contribuem com o aumento do número de cópias dos genes R no genoma (Schifino-

Wittmann, 2004; Paterson et al., 2010). A rápida evolução nas sequências dos genes R pode 

ser atribuída ao processo de coevolução patógeno-hospedeiro. Neste processo, ocorre pressão 

seletiva mútua, contínua e intensa entre patógeno e hospedeiro, resultando na variabilidade 

genética (McHale et al. 2006; Ridley, 2006; Bomblies e Weigel, 2007; Ispolatov e Doebeli, 
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2009). Essa variabilidade, juntamente com o grande número de cópias de genes R no genoma, 

é muito importante para a adaptação aos diferentes ambientes e à ação de uma ampla 

variedade de patógenos (Paterson et al., 2010). Por outro lado, as duplicações influenciam no 

aumento da incompatibilidade genética (Galloway e Etterson, 2005). Dentre os genes 

diferencialmente expressos na anomalia de eucalipto, os genes das famílias de proteínas 

similares à taumatina, de proteínas com domínio Bet v1 e da quitinase classe I possuem as 

características descritas acima, sendo considerados genes candidatos para este caso de 

incompatibilidade genética. 

 

5.5 Mapeamento fino 

 O mapeamento fino permite verificar genes R (Bomblies et al., 2007; Mizuno et al., 

2010; Smith et al., 2011; Yamamoto et al., 2012)  ou QTLs (Quantitative Trait Loci) (Jeuken 

et al., 2009; Burkart-Waco et al., 2012)  envolvidos na incompatibilidade genética. Visto que 

a incompatibilidade genética associada à anomalia de E. grandis apresenta três famílias 

gênicas de genes candidatos (famílias de proteínas similares à taumatina, de proteínas com 

domínio Bet v1 e da quitinase classe I), foi iniciado o mapeamento fino dos genes 

diferencialmente expressos dessas famílias. No intervalo entre 3 kb a montante e a jusante dos 

genes candidatos, foram desenhados oligonucleotídeos (Tabela 2) e estes testados em plantas 

normais e anormais. No entanto, os oligonucleotídeos desenhados e testados até o momento 

não apresentaram polimorfismo entre os fenótipos (Figura 13), sendo necessário o 

desenvolvimento de novos oligonucleotídeos e, assim, a continuidade do mapeamento. 
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Figura 13: Amplificação com os oligonucleotídeos (código à esquerda) desenvolvidos para o 

mapeamento fino nos grupos anormal e normal. 
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6 CONCLUSÕES 
 

As conclusões obtidas com o trabalho foram as seguintes: 

- A anomalia altera significativamente a altura, diâmetro da base do caule, número de 

ramificações, dimensões e forma do limbo foliar das plântulas de Eucalyptus grandis. 

 - O fenótipo anômalo apresentou superexpressão de genes, termos GO e vias 

metabólicas relacionados à resposta de defesa. 

- Os três órgãos estudados  (folha, caule e raiz) apresentaram divergências quanto aos 

genes, termos GO e vias metabólicas diferencialmente expressos, assim como diferenças na 

expressão da quitinase (glicosil hidrolase 18). 

- Os genes da superfamília gênica Bet v1 apresentaram superexpressão no fenótipo 

anormal, confirmando sua participação no desenvolvimento da anomalia.  

 - As famílias gênicas de proteínas similares à taumatina, proteínas com domínio Bet 

v1 e quitinase classe I foram consideradas candidatas na causa da incompatibilidade genética. 
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ABSTRACT 

Eucalyptus is one of the most important genus in worldwide forestry culture. It exhibits mixed mating 

systems with predominance of outcrossing, what contribute in the large quantity of heterozygosis in natural 

populations. High outcrossing rates can generate half-sib and full-sib progenies with a low frequency of 

anomalous  individuals, as observed in a controlled cross of Eucalyptus grandis. Anomalous individuals were 

characterized by branching, reduced height and individual leaf area, and asymmetrical leaf shape. The anomaly 

presents Mendelian segregation with a ratio of 3 normal to 1 abnormal seedlings, suggesting that the anomalous 

phenotype has a polygenic character with a major gene with a recessive deleterious allele effect. We developed a 

molecular marker related with the anomalous character. Analysis of the sequence marker revealed a mutation of 

two base pairs between normal and abnormal individuals. A marker was localized in an intergenic region, but it 

is unclear whether this mutation is related with the anomaly by affecting nearby genes or others genomic 

regions. A Bet v1-like gene is near to the mutation and its 3'UTR contains identity with the molecular marker 

developed. Bet v1-homologous proteins participate in several biological processes, suggesting a role in 

anomalous character development. Thus, the  polymorphism detected allows the development of functional 

markers to identify anomaly alleles in Eucalyptus genetic improvement programs. 

 

 

Keywords: Eucalypt anomaly, molecular marker, Bet v1-like genes, deleterious recessive alleles. 
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INTRODUCTION 

The genus Eucalyptus is the most extensively utilized forestry culture in the world due to its high 

adaptability, superior growth, and multipurpose applications, which confer advantages for its introduction and 

maintenance (Gattapaglia and Kirst 2008). This genus possesses a wide diversity of species, varieties and 

hybrids (more than 900) (Boland et al. 2006; Brooker and Kleinig 2004; Gattapaglia and Kirst 2008). The 

importance of Eucalyptus forestry culture in Brazil is reflected in the quantity of clonal and seed orchards with 

high eucalypt diversity in  São Paulo and Espírito Santo States (Brune and Zobel 1981; Campinhos et al. 1998; 

Junghans et al. 1998). Actually, in Brazil about 76,6% of the forestry  areas (5.10 million ha) are planted with 

this genus (ABRAF 2013).  

Eucalypt presents  mixed mating systems (0.05≤ t 0.95) but E. grandis is predominant of outcrossing (t 

0.95) (Chaix et al. 2003), what contribute in the large quantity of heterozygosis in the genome (Golle et al. 

2009; Zobel and Talbert 1984). Outcrossing populations exhibit a low frequency of individuals with 

physiological and morphological anomalies (Klekowski Jr 1988). These anomalies can be generated by allele 

mutations and can be observed in different plant species, e.g. Antirrhinum majus (Huijser et al. 1992), 

Arabidopsis thaliana (Rédei 1975), Oryza sativa (Koh et al. 1999) and Cucumis sativus (Marx 1983). According 

to Klekowski Jr (1988), recessive deleterious alleles are hidden in heterozygotes of outcrossing populations. 

When homozygous, the recessive deleterious alleles results in several phenotypic manifestations that are not 

restricted to embryonic stage (Klekowski Jr 1988; Zobel and Talbert 1984), but can also involve seedling stage 

where the growth, morphology and physiology are altered (Klekowski Jr 1988; Zobel and Talbert 1984). 

Negative effects of deleterious recessive alleles cause considerable losses in seedling production and may cause 

delays in improvement programs. In this context, the identification of deleterious recessive alleles by molecular 

markers could provide a powerful tool to eliminate genotypes with unfavorable alleles in breeding programs and 

avoid damage to production.  

In a full-sib offspring from a controlled cross of Eucalyptus grandis, we observed an anomaly in one 

fourth of the seedlings, which died within a few months. The principal characteristics of this anomaly were 

branching, reduced height, reduced individual leaf area, and modification of leaf shape. We hypothesize the 

anomaly observed is due to the presence of deleterious recessive alleles in homozygosis. Therefore, the purpose 

of this study was to analyze the anomalous character, as well as to characterize the genomic region and genetic 

causes of the observed phenotype in Eucalyptus grandis. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Plant material and character evaluation 

 A full-sib population with 11,240 seedlings was obtained from a controlled cross between two 

Eucalyptus grandis (codes G026 and G07) from Suzano Papel and Celulose SA company.  For statistical 

analysis of normal and abnormal seedlings frequencies, chi-squared ( 2 ) test was used to determine the 

segregation of normal and abnormal seedlings in a nursery trial (200 normal and 50 abnormal seedlings). These 

seedlings were selected for identification of molecular markers linked to the anomaly. 

 For the character evaluation, we studied four traits from 19 plants of each phenotype. The studied traits 

were: i) seedling height (SH); ii) seedling stem-base diameter (SD); iii) leaf shape; and iv) number of lateral 

branches. For the individual leaf area (LA) evaluation we used 6 to 9 leaves from two plants of each phenotype 
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and the measurements performed by ImageJ software (Wayne Rasband, National Institutes of Health - NIH, 

Bethesda, MD). Data from SH, SD and LA traits were subjected to Tukey's test by Statistical Analysis System 

(SAS) software (SAS 1986), with a statistical significance determined at the p< 0.05. 

 

Genomic DNA extraction, RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) marker identification, and 

SCAR (Sequence Characterized Amplified Region) marker development 

 Genomic DNA was isolated from leaves using the CTAB method proposed by Murray and Thompson 

(1980) with modifications. About 150 mg of plant material were ground in liquid nitrogen to a fine powder. The 

power was homogenized in 700 µl of CTAB extraction buffer (2% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-HCl pH=8.0; 

25 mM EDTA; 2 M NaCl; 0.2% 2-mercaptoethanol) and heated for 45 min at 65 ºC. 600 µl of chloroform-

isoamyl alcohol (CIA 24:1) was then added and the mixture was centrifuged for 5 min at 12,000 rpm. The upper 

phase was transferred to a new tube, 100 µl of 5% CTAB solution (5% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-HCl 

pH=8.0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl) was added, and a new extraction with CIA was carried out. The upper phase 

was transferred to a new tube and 400 µl of chilled isopropyl alcohol was added and the mixture was incubated 

overnight at -20 ºC.  The samples were centrifuged for 5 min at 12,000 rpm, the supernatant discarded, and the 

pellet washed with 95% ethanol. The DNA was dissolved in 80 µl TE buffer (pH=8.0) containing 10 ng/µl of 

RNAse. Total DNA concentration was quantified by spectrophotometer (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000), 

and visualized after electrophoresis in 1% agarose gel in 1X TBE (Tris–borate-EDTA) stained with ethidium 

bromide.  

For RAPD marker identification, we used the Bulk Segregant Analysis (BSA) technique (Michelmore 

et al. 1991). DNA from ten normal and abnormal seedlings, extracted individually, was mixed in equal 

quantities, creating two bulks (normal bulk and abnormal bulk). The two DNA bulks were screened for 

polymorphic markers using random primers (kits Operon Technologies, Inc.). The reaction consisted of 15ng 

DNA, 1.30 μl 10X PCR Buffer (Invitrogen), MgCl2 1 mM, 1.04 μl BSA 10mg/mL (Bovine Serine Albumin - 

Invitrogen), 1 mM dNTP mix, 0.3 μM of primers, 1U of Taq DNA polymerase (Invitrogen), and water up to 

final volume of 13 μl. PCR were performed under following conditions: initial denaturation at 94°C for 3 min, 

followed by 41 cycles of 94°C for 1 min, 35°C for 1 min, 72°C for 2 min, and final extension 72°C for 5 min. 

Amplified products were visualized after electrophoresis in 1% agarose gel in 1X TBE (Tris–borate-EDTA) 

stained with ethidium bromide. 

 We selected the polymorphic marker band that co-segregates with the abnormal character and converted 

in SCAR marker. Based on the sequence information of the cloned polymorphic fragments of the marker, SCAR 

primers were designed (Barret et al. 1998; Hernández et al. 1999; Negi et al. 2000). SCAR reaction consisted of 

20 ng DNA, 2 μl 10X PCR Buffer (Invitrogen), MgCl2 1.5 mM, 0.5 mM dNTP mix, 0.5 μM of primers, 1U of 

Taq DNA polymerase (Invitrogen), and water up to final volume of 20 μl. PCR were performed under following 

conditions: initial denaturation at 94°C for 5 min, followed by 34 cycles of 94°C for 45 s, 66°C for 30 s, 72°C 

for 1 min 35 s, and final extension 72°C for 10 min. Amplified products were visualized after electrophoresis in 

1% agarose gel in 1X TBE (Tris–borate-EDTA) stained with ethidium bromide. 
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3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends) 

The seedlings were quickly frozen in liquid nitrogen and used to extract the total RNA by Chang et al. 

(1993) protocol with modifications. About 200 mg of plant material were ground in liquid nitrogen to a fine 

powder. The power was homogenized in 1 ml of CTAB extraction buffer (2% CTAB; 2% PVP; 100 mM Tris-

HCl pH=8.0; 25 mM EDTA; 2 M NaCl) and heated for 15 min at 65 ºC. 1 ml of chloroform-isoamyl alcohol 

(CIA 24:1) was then added and the mixture was centrifuged for 10 min at 10,000 rpm. The upper phase was 

transferred to a new tube, and a new extraction with CIA was carried out. The upper phase was transferred to a 

new tube and one volume of lithium chloride was added and the mixture was incubated overnight at 4 ºC.  The 

samples were centrifuged at 12,000 rpm for 30 min at 4°C, the supernatant discarded, and the pellet washed with 

70% ethanol. Total RNA was dissolved in 30 µl DEPC-treated water, concentration quantified by 

spectrophotometer (Thermo Scientific NanoDrop™ 1000), and visualized after electrophoresis in 1% agarose gel 

in 1X TBE (Tris–borate-EDTA) stained with ethidium bromide. 

The total RNA was used for cDNA synthesis and 3’RACE procedure, utilizing the 3’ RACE System for 

Rapid Amplification of cDNA Ends kit (Invitrogen), following the manufacturer’s guidelines. For nested 

amplification, gene-specific internal and external primers (GSA1 and GSA2, respectively) were designed by 

OligoAnalyser 3.1 tool (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/Default.aspx) based on the 

sequences of SCAR marker products.  

 

Cloning and sequencing 

The RAPD polymorphic band, PCR products of SCAR marker, and 3’RACE products were extracted 

from agarose gel, and DNA fragments were purified using the illustra GFX PCR DNA (GE Healthcare). Purified 

fragments were cloned into the pGEM-T Easy Vector (Promega) and inserted into UltraMAX DH5α-FT 

competent Escherichia coli cells (Life Technologies), following the manufacturers protocol.  

White bacterial colonies with insert of RAPD and 3’ RACE products were selected, and plasmid DNA 

was extracted by plasmid miniprep. In the plasmid miniprep, the selected bacterial colonies were grown 

overnight at 37°C in 3 ml liquid medium (Circlegrow – QBiogene). 1.4 ml of culture was then transferred to a 

new tube and centrifuged at 12,000 rpm for 1 min. The supernatant was discarded and 1.4 ml of culture was 

added and centrifuged at 12,000 rpm for 1 min. The supernatant was discarded and the pellet eluted in 300 µl of 

P1 solution (Tris-HCl 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0 and RNAse 100 µgml-1). 300 µl of P2 solution was 

added (NaOH 200 mM and SDS 1%) followed by incubation at room temperature for 5 min, and then 300 µl of 

P3 solution was added (potassium acetate 3 M pH 5.5) to neutralize and then incubated on ice for 20 min. 

Subsequently, the samples were centrifuged at 14,000 rpm for 30 min and the supernatant was transferred to a 

new tube with 400 µl of absolute isopropanol. The samples were incubated at -20ºC for 1 h and centrifuged at 

12,000 rpm for 30 min. The supernatant was discarded, ethanol 70% was added to rinse, and then the pellet was 

dried. Next, the DNA was eluted in deionized autoclaved water. Plasmid DNA was quantified by 

spectrophotometer (NanoDrop - ND1000). White bacterial colonies with insert of SCAR products were selected 

and amplified with SCAR primers. The amplicons were extracted from agarose gel, and DNA fragments purified 

using the illustra GFX PCR DNA (GE Healthcare).  

Purified plasmid DNA with RAPD, 3’RACE products, and SCAR amplicons were bi-directionally 

sequenced. The sequencing was performed using ABI 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) using 
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BigDye Terminator Cycle Sequencing kit v. 3.1 (Applied Biosystems) according to the manufacturer’s 

instructions. 

 

Southern blot 

Total DNA (20 μg) from the two genitors was digested with restriction enzymes NdeI and XbaI, 

electrophoresed on a 0.7% agarose gel, and transferred to Hybond-N+ nylon membrane (Amersham). For probe 

construction, SCAR marker was amplified, electrophoresed on a 0.7% agarose gel and the fragment purified 

using PureLink Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen). The fragments were labeled using AlkPhos Direct 

Labeling and Detection Systems Kit (Amersham, UK). Hybridization and detection were performed as 

recommended by instruction manual (Amersham Pharmacia, UK). 

 

In silico analysis 

Sequencing SCAR and 3’RACE data were analyzed with ChromasPro 1.5 (Technelysium Pty Ltd) and 

ClustalX 2.0.11 (Tompson et al. 1997) software to form a consensus sequence. These were compared with 

GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) and Phytozome “egrandis1.0” gene set database 

(“Eucalyptus grandis Genome Project 2010 - https://phytozome.net/eucalyptus) utilizing BLASTN tool 

(Altschul et al. 1997). The found ESTs with high identity were translated by ExPAy translate tool 

(http://expasy.org) (Gasteiger et al. 2003) and analyzed by FGENESH tool (Softberry, Inc. – 

www.softberry.com) to predict the protein. The results were analyzed by PFAM database 

(http://pfam.sanger.ac.uk) (Finn et al. 2008) for domain identification.  

SCAR and 3’RACE sequences were compared with eucalypt genome in Phytozome v7.0 database 

(http://www.phytozome.net) utilizing BLAST tool (Altschul et al. 1997). The genomic regions with high identity 

were analyzed by FGENESH tool (Softberry, Inc. – www.softberry.com) to find predicted genes in the region. 

Predicted genes find were translated by ExPASy translate tool (http://expasy.org) (Gasteiger et al. 2003), and the 

protein analyzed by PFAM database (http://pfam.sanger.ac.uk) (Finn et al. 2008) for domain identification. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Two phenotypic classes, abnormal and normal, were identified in full-sib population of a total of 11,240 

seedlings. The 2,880 abnormal seedlings were detected based on some traits: reduction of root volume (Fig. 1a), 

shoot branching, height reduction (Fig. 1b), individual leaf area reduction, changes in leaf shape (Fig. 1c), and 

death in a 3 to 4 months. Because of these features, we called the abnormal seedlings as AnoDel (Anomaly and 

Deleterious). Measurement of seedling height, seedling stem-base diameter and individual leaf area showed 

significant difference (P ≤ 0.05) (Fig. 1d) between wild and AnoDel phenotypes. The large differences detected 

indicate that these traits can be used for detection of AnoDel plants.  

In E. grandis the shape of seedling (juvenile) leaves possess flat border and they are ovate: broader 

below the middle, pointed at the end, and ratio between length and breadth up to 3:1; and flat leaf border 

(Brooker and Kleinig 2004).  These leaf characters were observed in all normal seedlings, but not in abnormal 

seedlings (Fig. 1c). The abnormal seedlings showed lanceolate leaves: lance-shaped, finally pointed, and ratio 

between length and breadth up to 8:1 (Brooker and Kleinig 2004); with undulate border (Fig. 1c). 
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 Fig. 1 
a Root of normal (below) and abnormal (above) seedlings; b Shoot of normal (left) and abnormal (right) 
seedlings; c Leaf of normal (left) and abnormal (right) seedlings; d Graphic representation of height, stem-base 
diameter and individual leaf area of abnormal and normal seedlings 

 

Nurserymen have related that eucalypt seedlings possess a single stem after germination and, in general, 

eucalypts trees are single-stemmed (Brooker and Kleinig 2004). The branching can occur in a short distance 

above ground level in woodland habitat (Brooker and Kleinig 2004). We observed that all normal seedlings were 

single-stemmed, whereas the abnormal seedlings showed lateral branches (Fig. 1b) in a variable number of 1 to 

13. 
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The Chi-square (χ2) test showed that the population segregated in the ratio 3 (normal): 1 (abnormal), 

confirming a Mendelian segregate of the trait (χ2=2.32 and p<3.84). Based on the segregation ratio, we 

hypothesized that the abnormal class (AnoDel), with undesirable features and premature death, has a polygenic 

character with a major gene effect, because the anomaly appears at different levels. The major gene would have 

a monogenic inheritance pattern with recessive deleterious allele effect (Byers and Waller 1999; Charlesworth et 

al. 1990; Klekowski Jr 1988; Young et al. 1996). Given the mixed mating system and open-pollinated 

progeniesin Eucalyptus, that confers a high level of heterozygous loci (Golle et al. 2009; Klekowski Jr 1988; 

Zobel and Talbert 1984) and the unrelated genitors, these recessive deleterious alleles are allozygous, with the 

identical state of the alleles having independent origins through convergent evolution (Keller et al. 2011). Thus, 

we suggest that there is a pleiotropic gene with major effect that, when in homozygous recessive alleles, 

determines the early death and the anomalies at different levels in the seedlings.  

To identify markers linked to abnormal traits, a combination of bulked segregant analysis (BSA) and 

molecular marker techniques were utilized. This combination has been shown to be an efficient method to 

identify markers linked to objectives genes or traits (Barret et al. 1998; Hyten et al. 2009; Lan et al. 2010; Liu et 

al. 2011; Michelmore et al. 1991). Since the complete genome sequencing of some species, such as Eucalyptus 

(Phytozome v7.0 database - http://www.phytozome.net), these combined techniques are an effective tool in 

localization of genomic regions of interest or molecular characterization (Hyten et al. 2009; Schneeberger and 

Weigel 2011). 

A total of 100 random primers were tested on normal and abnormal bulks. Of these, 13 primers (AD01, 

AD02, AD06, AD11, AD17, AD18, AF03, AF05, AF12, AF14, AF17, AF18 and AF20) revealed 

polymorphisms between the bulks However, only AD17 marker co-segregated with AnoDel phenotype (Fig. 2a) 

(Tambarussi et al. 2008). Among the 252 individuals screened (the genitors, 200 normal and 50 abnormal 

seedlings of progeny), the marker (band at 500 bp) was present in one genitor, in all abnormal, and in 31% of 

normal individuals; and absent in one genitor and in 69% of normal individuals. The co-segregation marker 

observed was similar with the expected (marker presence in all abnormal individuals and in 33% of normal 

individuals), indicating that it is linked in repulsion to the gene related with the AnoDel trait of one genitor 

without recombination. The results indicate that the linked gene possesses a pleiotropic character that, when in 

homozygous recessive alleles determinate the early death of seedlings, acting as deleterious recessive alleles, and 

causes several abnormalities in the seedlings at different levels. Thus, this pleiotropic gene had effect in a 

qualitative and monogenic character (early death), and a major effect in a quantitative and polygenic trait 

(several abnormalities at different levels). 

The marker linked to abnormal trait was named AnoDel (Anomaly and Deleterious), the same as the 

mutant name, and cloned with the objective of converting these into a SCAR marker. SCAR markers are more 

advantageous than RAPD, because homozygous and heterozygous can be detected (it is a codominant marker) 

making it more informative (Agarwal et al. 2008; Negi et al. 2000; Barret et al. 1998); SCAR amplification 

reaction is faster than RAPD reaction (Barret et al. 1998); and have high reproducibility (Hernández et al. 1999). 

SCAR markers are easily obtained from RAPD fragments due to their size (500 to 1500 bp) (Negi et al. 2000). 

Based on the sequence data of the polymorphic marker detected, primers were designed for direct amplification 

of the corresponding loci from genomic DNA. 



77 
 

AnoDel marker (SCAR) genotyping of normal and abnormal individuals showed the same size (500bp) 

and pattern of the polymorphic marker detected (Fig. 2d). This result confirms the linkage of the AnoDel to 

abnormal trait. The knowledge generated in genomic studies allows the development of functional markers 

(FMs), derived from polymorphic sites within genes involved phenotypic trait variation, that can be used in 

marker-assisted selection (MAS) techniques (Andersen and Lübberstedt 2003). Thereby, the AnoDel marker 

developed will be used to screen elite plant material involved in eucalypt improvement programs. Since this 

marker is specific, future validation in other populations will allow for the detection of these recessive 

deleterious alleles in eucalypt species in general, so troubles to breeding improvement in eucalypt production can 

be avoided.  

Sequence analysis detected a polymorphism of two base pairs between wild (Brasuz genome from 

Phytozome v7.0 database – http://www.phytozome.net) and mutant (abnormal) individuals. The polymorphism 

corresponds to the last two bases (CC) from the 3’ end of AnoDel sequence of abnormal individuals (513-514bp) 

(Fig. 2c) that coincide with first two bases from the 5’ end of RAPD primer, but have no similarity to the 

corresponding bases (GA) in the wild-type genome. This indicates that non-amplification of RAPD primer in 

normal individuals is due to non-pairing of these two bases of the primer with wild-type genome. This genomic 

difference can allow for the development of a FM to identify the anomaly in Eucalyptus genetic improvement 

programs. MAS has been shown to increase selection efficiency in genetic improvement programs, although in 

quantitative traits it is effective when selecting genes with large effects (Andersen and Lübberstedt 2003; 

Bernardo 2001; Lande and Thompson 1990). Utilizing FMs identified major effect genes related with phenotypic 

variation will reduce the risk of linkage drags (with undesirable effects), and the time and costs of the breeding 

programs (Andersen and Lübberstedt 2003). 

Analysis of AnoDel (514bp) and 3’ RACE (164bp and 174bp) sequences by BLASTN tool (Altschul et 

al. 1997) from Phytozome database and GenBank (est_others) showed high similarity (identity of 84%) with 

3’UTR sequence of an eucalypt EST encoding a putative protein and with an EST of Eucalyptus gunnii 

sequence, respectively (Fig. 2f). Phytozome EST and Eucalyptus gunnii EST, when translated by ExPASy 

translate tool (Gasteiger et al. 2003), result in a predicted protein of 159 and 92 amino acids, respectively. 

Analysis by PFAM database (Finn et al. 2008) demonstrated that these putative proteins possess a Bet v1-type 

domain. Similar results were obtained when protein sequences were predicted with FGENESH tool 

(http://www.softberry.com). Analysis of ESTs by BLASTX tool (Altschul et al. 1997) showed significant 

homology (68% of identity) with a sequence in the Vitis vinifera protein database in GenBank (nr). The Vitis 

vinifera hypothetical protein found had 159 amino acids and showed a Bet v1-type domain by PFAM database 

(Finn et al. 2008) analysis, exactly like FORETs and Eucalyptus gunnii ESTs analysis. 
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Fig. 2 
a Polymorphic marker (arrow) obtained with primer AD17. The marker is shown in all abnormal individuals 
(left) and in some normal individuals (right). L: ladder 1Kb (Invitrogen); b Scheme of the marker presence in the 
genitors and full-sib progeny presents three classes NNM (normal without marker), NM (normal with marker), 
and AM (abnormal with maker); c SCAR (AnoDel) sequence shows polymorphism (red); d SCAR marker 
validation. G07 and G26 are the genitors. L: ladder 1Kb (Invitrogen); e Southern blot analysis; f Scheme 
showing alignment between AnoDel, 3’ RACE, Phytozome EST; and GenBank EST sequences analysis. Identity 
between the four sequences (red) and between 3’ RACE, Phytozome EST and GenBank EST sequences (blue); g 
Scheme of marker sequence alignment with the eucalypt genome 
 

BLAST tool (Altschul et al. 1997) analysis in eucalypt genome database (http://www.phytozome.net) 

enable us localize the genome region of AnoDel marker. The AnoDel sequence showed similarity with 19 

regions in the eucalypt genome. The region with the most similarity to AnoDel sequence plus the surrounding 

2kb of genomic sequence on either side was analyzed by FGENESH tool (http://www.softberry.com) and 

showed that AnoDel sequence is located in an intergenic region between two protein-coding regions. In other 
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words, it is localized between the 3’UTR of the predicted protein with similarity with AnoDel sequence and 

other protein-coding region (Fig. 2g). Both predicted proteins, by PFAM database (Finn et al. 2008) analysis, 

have a Bet v1-type domain. 

Bet v1 is a multigene family of allergen peptides which are constituents of the White birch (Betula 

verrucosa) pollen, responsible for IgE binding in more than 95% of patients allergic to birch pollen (Breiteneder 

et al. 1989; Swoboda et al. 1995). They are homologous to major allergens of Betulaceae family (Breiteneder et 

al. 1989; Breiteneder et al. 1992; Valenta et al. 1991) and are related with allergens of Rosaceae and Apiaceae 

families (Breiteneder  et al. 1995; Gao et al. 2005; Hoffmann-Sommergruber  et al. 1999; Karlsson et al. 2004; 

Scheurer et al. 1997; Schoning et al. 1996; Vanek-Krebitz  et al. 1995). Bet v1-like genes consist of two exons 

interrupted by an intron of 76 to 359bp, localized between the first and second nucleotide of codon 62, which is 

highly conserved (Hoffmann-Sommergruber et al. 1997; Handschuh et al. 2007; Schenk et al. 2009; Wen et al. 

1997). This structure corresponds with Phytozome EST and the two protein-coding regions through structure 

gene prediction by FGENESH tool (http://www.softberry.com). 

Since the discovery of the Bet v1 sequence by Breiteneder et al. (1989), this protein has been compared 

with other proteins to identify its homologues and, consequently, its function (Breiteneder et al. 1989; Swoboda 

et al. 1995; Walter et al. 1996; Wen et al. 1997). Bet v1-homologous proteins form the PR10 family 

(Pathogenesis-related protein 10). In general, PR10 family proteins are associated with plant defense functions in 

response to biotic and abiotic stresses (Hoffmann-Sommergruber et al. 1997; Hoffmann-Sommergruber 2002; 

Liu e Ekramoddoullah 2006; Wen et al. 1997), but the exact function of Bet v1-like protein still unclear. PR10 

proteins are reported to have important roles in biological processes, such as plant development, because they 

have high homology to ribonucleases (Liu e Ekramoddoullah 2006; Walter et al. 1996) and localization of PR 

protein isoforms in specifics organs at certain stages of development has been observed (Hoffmann-

Sommergruber 2002). In addition, Poupard et al. (2001) reported the presence of a Bet v1-like protein at sites of 

emerging secondary birch (Betula pendula) primordial root after induction by indole-3-acetic acid, suggesting 

that Bet v1 could be involved in the processes of lateral root initiation. 

The Bet v1 multigene family possesses a variable number of members in different species (Breiteneder 

1989; Hoffmann-Sommergruber et al. 1997; Wen et al. 1997). Among the 19 regions with AnoDel sequence 

similarity, 14 regions showed Bet v1 proteins downstream. All regions are near, suggesting its organization is in 

tandem as well as other multigenic families (Capesius 1997; Passardia et al. 2004; Valério et al. 2004). Southern 

blot analysis showed several bands (Fig. 2e), confirming the different members of multigenic family Bet v1 in 

Eucalyptus grandis. The larger number of multigenic family members in eucalypt can be explained by ancestral 

genomic duplication (Myburg et al. 2011).  

The polymorphism of two base pairs detected is localized in an intergenic region, thus it is not possible 

to determine if the polymorphism is the cause of the anomaly. However, the polymorphism differentiates normal 

and abnormal individuals, suggesting its direct or indirect role in the anomaly phenotype. In other words, the 

polymorphism can influence directly or indirectly the gene involved in anomaly character, whether it be the Bet 

v1-like gene nearby or other genes situated in another region of genome.  
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CONCLUSIONS 

The molecular marker developed is related with the anomaly character, because there is no 

recombination between it and the morphological marker (abnormal seedlings). The polymorphism detected in 

SCAR sequence suggests that the mutation is caused by a two base transversion. Because of the mutation is in an 

intergenic region it is unclear at this point whether these base substitutions are affecting nearby genes (such as 

identified Bet v1-like genes) or unknown genomic regions. However, the close proximity of Bet v1-like genes to 

the mutation and its identity with SCAR sequence, as well as the role of Bet v1-homologous proteins in several 

biological processes; suggests it is involved in anomaly character. 
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