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Identificacio in silico e analise transcricional de genes relacionados a tolerancia aos
efeitos toxicos do aluminio em café

RESUMO

As principais regides agricolas no Brasil estdo localizadas em solos dcidos que possuem
teores de aluminio em quantidades suficientes para alterar o crescimento de muitas espécies
de plantas cultivadas. O aluminio atua primariamente no sistema radicular das plantas
retardando o crescimento e o desenvolvimento deste, promovendo a diminui¢do do nimero de
raizes laterais, principais responsaveis pela absorcao de dgua e nutrientes, e comprometendo a
producdo vegetal. Embora exista um nimero razodvel de pesquisas a respeito do efeito téxico
do aluminio e dos mecanismos de tolerancia a este fon em vérias plantas de valor econdmico,
poucos sdo os trabalhos que relatam os efeitos deste fon na cultura do café. A fim de analisar a
expressdo diferencial de plantas sensiveis e tolerantes ao aluminio e identificar genes
potencialmente relacionados a tolerancia desta cultura a este tipo de estresse abidtico, cinco
cultivares comerciais de Coffea arabica foram submetidas a um ensaio de tolerancia aos
efeitos toxicos do aluminio. As cultivares mais contrastantes obtidas, Catuai (tolerante) e
Icatu (sensivel), foram entdo crescidas em hidroponia sob tratamento com e sem aluminio
(controle negativo). Os genes diferencialmente expressos foram identificados e quantificados
por meio da técnica de PCR Quantitativo em Tempo Real (QRT-PCR). Dos dezenove genes
do banco de dados do PBGC (Projeto Brasileiro de Genoma café) potencialmente
relacionados com a tolerancia aos efeitos toxicos do aluminio, apenas cinco revelaram um
aumento de expressdo relativa em raizes de cultivar tolerante, quando comparada com cultivar
sensivel, sob condi¢des de estresse abidtico causado pelo fon em questdo, sendo que dois
deles foram identificados por Northern eletronico do PBGC (Contig13860 e Contig9974),
dois por revisdo bibliogrifica (Contigl609 e Contigd052) e um por ambos os métodos
(Contig2708). Os contigs 2708, 1609 e 4052 sdo similares aos seguintes genes descritos na
literatura: Germin like protein precursor de Medicago trunculata, MnSOD de Triticum
aestivum € NeMDH de Medicago sativa, respectivamente. A identificacdo destes genes abre
perspectivas para sua utilizacdo em estudos posteriores de caracterizacdo funcional e, caso
suas fungdes sejam confirmadas, poderdo ser utilizados em projetos de selecdo assistida ou
ensaios em plantas transgénicas visando a produgdo de variedades de café mais tolerantes a
solos 4cidos.

Palavras-chave: Coffea arabica, estresse abidtico, expressao génica, PCR Quantitativo em

Tempo Real (QRT-PCR), tolerancia.
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In silico identification and transcriptional analyses of aluminium tolerance related genes
in coffee

ABSTRACT

The brazilian coffee producing areas are located in acid soils, which have
exchangeable aluminum contents enough to damage the growth of many cultivated plant
species. The aluminum acts primarily in plant root system retarding its growth and
development, promoting the reduction of lateral roots number, and consequently the decrease
of vegetal production. Despite the researches in several important cultivated plants regarding
aluminum toxic effects and its tolerance mechanisms, few reports the effects of this ion in
coffee. In order to analyse the differential expression patterns of aluminum sensible and
tolerant plants and to identify aluminum tolerance related genes, five Coffea arabica cultivars
were tested for aluminum tolerance. The most contrasting cultivars, Catuai (tolerant) and
Icatu (sensible), were then grown in hydroponic solutions with or without (negative control)
aluminum. The differential expression patterns were identified and quantified by Quantitative
Real Time PCR (qRT-PCR). Of the nineteen genes obtained from Brazilian Coffee Genome
Project database and potentially related with aluminum tolerance, only five revealed a relative
expression increase in tolerant root cultivated under aluminum abiotic stress conditions. Two
of them were found by Electronic Northern (Contig13860 e Contig9974), two through
literature search (Contig1609 e Contig4052) and one of them was identified by both methods.
The contigs 2708, 1609 and 4052 were similar to the followed genes described in literature:
Germin like protein precursor of Medicago trunculata, MnSOD of Triticum aestivum e
NeMDH of Medicago sativa, respectively. The identification of these genes brings new
perspectives for their use in subsequent functional characterization studies and, once their
functions are confirmed, they can be used in assisted selection projects or transgenic plants

assays aiming the development of tolerant coffee cultivars to acid soils.

Keywords: Coffea arabica, abiotic stress, genetic expression, Quantitative Real Time PCR,

tolerance.



1 INTRODUCAO

O aluminio fitotéxico € o principal estresse abidtico limitante da produtividade
agricola em solos dcidos. Em pH baixo (pH < 5), o aluminio € solubilizado, predominando a
forma Al™ que & toxica 2s plantas e pode interferir severamente no desenvolvimento vegetal
(KOCHIAN et al., 2004). No Brasil, cerca de 70% das areas disponiveis para agricultura
apresenta solos dcidos e com alta saturacdo por aluminio, o que afeta de maneira direta a
producdo de diversas culturas, dentre elas o café, que apresenta as melhores producdes em
solos cujo pH se encontra na faixa de 6,0 a 6,5 (COOXUPE, 2008).

O sintoma mais evidente da toxidez do aluminio € a inibicao do crescimento do dpice
radicular e das raizes secundarias, resultando em um sistema radicular com desenvolvimento
superficial e ramificacdo inadequada. Tais altera¢des no sistema radicular causam uma
reducdo na absor¢do de 4dgua e nutrientes pela planta e prejudicam seu crescimento (RAO et
al., 1993; TAYLOR, 1988). Experimentos realizados por MISTRO et al. (2007) identificaram
prejuizos no crescimento radicular somente de algumas cultivares de Coffea arabica sob
tratamento com aluminio, indicando que este fon também apresenta toxicidade para esta
cultura e que existe variabilidade genética entre as cultivares desta espécie em relacdo a maior
sensibilidade ou tolerancia ao fon em questao.

Assim como os mecanismos de toxidez, os mecanismos de tolerdncia ao ion em
questdo ainda ndo estdo claramente compreendidos. Porém, varias hipdteses baseadas em
diferentes evidéncias foram desenvolvidas e podem ser divididas em dois grupos:
mecanismos de resisténcia ou exclusdo, os quais ocorreriam no exterior da célula, e
mecanismos de tolerancia, que ocorreriam no interior da célula (KOCHIAN et al., 2004).

Além de ativar mecanismos de resisténcia ou tolerancia na planta, estudos recentes
tém relacionado o estresse abidtico causado pelo aluminio com diversos processos celulares,
como a internalizacdo de potéssio e célcio (LIU & LUAN, 2001), dindmica do citoesqueleto
(SIVAGURU et al., 1999), sintese de calose (ZHANG et al., 1994), peroxidacdo lipidica
(YAMAMOTO et al., 2001), mecanismos de transdugao de sinal (MARTINEZ-ESTEVEZ et
al., 2003a, 2003b), sintese de DNA e divisdo celular (MORIMURA & MATSUMOTO, 1978)
e estresse oxidativo (BASU et al., 2001). A grande diversidade de vias metabdlicas afetadas
pelo aluminio e sua complexidade evidenciam o grande nimero de genes que podem estar

envolvidos na resisténcia ou tolerancia a este fon. Diversos genes relacionados a tolerancia



aos efeitos toxicos do aluminio ja foram identificados e caracterizados funcionalmente em
diversas culturas, como NtGDI e NtPOX em Nicotiana tabacum (EZAKI et al., 2000); wakl,
AtBCB e FRD3 em Arabidopsis thaliana (KOCHIAN et al., 2004; EZAKI et al., 2000;
DURRETT et al., 2007) e NeMDH em Medicago sativa (TESFAYE et al., 2001).

O Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) (VIEIRA et al., 2006) gerou um banco
de dados que se constitui numa importante ferramenta genética que, a partir de sua mineragao,
pode ser usado para estudos de identificacdo de genes expressos, inclusive sob o estresse
abidtico causado por aluminio. Uma vez que tal enfoque ainda ndo foi abordado entre os
grupos de pesquisa participantes do PBGC, o presente estudo pretende utilizar esta ferramenta
para identificar genes potencialmente relacionados a tolerancia do cafeeiro aos efeitos toxicos
do aluminio em plantas crescidas em solucdes hidropdnicas com o fon em questdo. A
descoberta de tais genes, além de ampliar o conhecimento sobre os mecanismos de tolerancia
do cafeeiro ao estresse causado pelo aluminio, abrird perspectivas para sua utilizacdo no

desenvolvimento de cultivares de café mais tolerantes a solos acidos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 O Café no Brasil

O Café é uma importante fonte de renda para a economia brasileira por sua
participacdo na receita cambial, pela transferéncia de renda aos outros setores da economia,
contribuicdo a formagao de capital no setor agricola do pais, além da expressiva capacidade
de absorcdo de mao-de-obra.

As areas cafeeiras brasileiras totalizam 2,3 milhdes de hectares (CONAB, 2008) e
estdo concentradas em seis estados produtores: Minas Gerais, Espirito Santo, Sao Paulo,

Bahia, RondoOnia e Parana.

2.2 O Melhoramento do Café

Na década de 1930, o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC) elaborou um extenso
programa de melhoramento do cafeeiro. Desde entdo, um grande nimero de cultivares ou
variedades foi selecionado e constitui atualmente a base da cafeicultura nacional e de diversos
outros paises produtores (CARVALHO & FAZUQLI, 1993).

O melhoramento genético convencional do cafeeiro tem obtido sucesso no
atendimento do setor produtivo e € realizado por meio dos métodos tradicionais de

cruzamentos e selecdo de progénies superiores. Entretanto, para ampliar a competitividade do



produto brasileiro no mercado internacional, torna-se necessdrio o uso de novas abordagens
tecnoldgicas tanto no melhoramento agrondmico como nos processos agroindustriais do café.
Nas ultimas décadas, algumas técnicas de biotecnologia, como a identificagdo de
marcadores moleculares em programas de selecdo assistida, tém oferecido alternativas para a
reducdo do tempo de obtencdo de gendtipos superiores. Além disso, a possibilidade de
producdo de plantas transgénicas abre novas perspectivas para o melhoramento convencional,
permitindo a rdpida incorporacdo de caracteristicas desejdveis as espécies perenes, uma Vez
que a inclusao de uma caracteristica agronomica pontual em programas convencionais de
melhoramento pode levar décadas para ser obtida. No entanto, um requisito primordial para as
pesquisas envolvendo a transformacdo genética € a identificacdo de genes que poderdo ser

utilizados nestes processos.

2.3 Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC)

A tecnologia de sequenciamento rdpido de genes expressos por organismos ou ESTs
(Expressed Sequence Tags) se constitui em uma abordagem bastante poderosa de andlise
genética. Um grande nimero de ESTs de plantas de importincia agronOmica, como a soja
(TTIAN et al., 2004), alfafa (KWAK et al., 1997), cana-de-agicar (VETTORE et al., 2001),
milho (LUNDE et al., 2003), arroz (YAMAMOTO et al., 1997) e tomate (KANT et al.,
2004), além da planta modelo Arabidopsis thaliana (NCBI, 2007), vem sendo registrado.

Para um maior entendimento genético, fisioldgico e bioquimico do café, foi realizado
o Projeto Brasileiro do Genoma Café (PBGC) (VIEIRA et al., 2006), no qual foram
sequenciados 214.964 clones escolhidos aleatoriamente de 37 bibliotecas de cDNAs de C.
arabica, C. canephora e C. racemosa, representando estagios especificos do desenvolvimento
de células, tecidos e oOrgdos da planta. A base de dados de ESTs do cafeeiro possui
aproximadamente 154 mil sequéncias génicas e resultou na identificacido de cerca de 32.000
unigenes de C. arabica que se encontram armazenados no banco de dados on-line em
http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe (VIEIRA et al., 2006).

O banco de dados gerado por este projeto torna-se, portanto, uma importante
ferramenta para estudos de expressdo génica, andlise funcional e identificacio de genes
envolvidos em vias metabdlicas essenciais, bem como genes associados a caracteristicas
fenotipicas de interesse agrondmico em café. Além disso, tal ferramenta pode contribuir para

um melhor entendimento sobre como esta cultura responde a estresses abidticos.



2.4 Toxicidade do Aluminio

O aluminio fitotéxico € o principal estresse abidtico limitante da produtividade
agricola em solos dcidos. Em pH baixo (pH < 5), o aluminio € solubilizado, predominando a
forma Al** que € toxica as plantas e pode interferir severamente no desenvolvimento vegetal
(COOXUPE).

Solos acidos cobrem extensas areas da América do Sul (850 milhdes de hectares), das
por¢des central e sul da Africa (600 milhdes de hectares) e da Asia Tropical (250 milhdes de
hectares) (RICHTER & MARKEWITZ, 2000). Paises desenvolvidos, como os EUA e alguns
paises da Europa, também sofrem com a acidificacio do solo devido a utilizagdo de
fertilizantes nitrogenados amoniacais, remo¢ao da cobertura natural da 4rea de producio,
além da chuva acida (JOHNSON et al., 1997).

No Brasil, cerca de 70% das areas disponiveis para o cultivo apresenta solos acidos e
com alta saturacdo por aluminio, o que pode limitar a producdo agricola de diversas culturas,
dentre elas o café, que apresenta as melhores produgdes em solos cujo pH se encontra na faixa

de 6,0 a 6,5 (COOXUPE, 2008).

2.5 Efeitos Toxicos do Aluminio em Plantas

O sintoma mais evidente da toxidez do aluminio € a inibi¢cao do crescimento do dpice
radicular e das raizes secunddrias resultando em um sistema radicular com desenvolvimento
superficial e ramificacdo inadequada. Tais altera¢des no sistema radicular causam uma
reducdo na absor¢do de 4dgua e nutrientes pela planta e prejudicam seu crescimento (RAO et
al., 1993; TAYLOR, 1988).

Em café, os principais sintomas da toxicidade do aluminio relacionados com a
morfologia do sistema radicular sdo: redu¢do da matéria seca (BRACCINI et al, 1998), do
comprimento da raiz principal e do desenvolvimento das raizes laterais; além de
engrossamento e amarelecimento das mesmas (BRACCINI et al., 2000). Tais sintomas,
entretanto, variam conforme o nivel de tolerancia dos genétipos de cafeeiro e, por isso, t€ém
sido observados para determinacdo de genotipos tolerantes de café em relagdo a toxicidez do
aluminio (BRACCINI et al., 2000; MISTRO et al., 2007).

Tendo em vista que o sitio primério de acdo fitotoxica do aluminio localiza-se na parte
distal da zona de transicdo do dpice das raizes (RYAN et al., 1993; SIVAGURU e HORST,

1998), os estudos dos mecanismos de toxidez do fon em questdo, bem como dos mecanismos



de defesa da planta, t€ém se concentrado na intera¢do do aluminio com componentes celulares
do épice radicular.

O aluminio afeta diversos processos celulares, como a internalizagdo de potdssio e
calcio (HUANG et al., 1992; BRACCINI et al., 1998; LIU & LUAN, 2001), dinamica do
citoesqueleto (SIVAGURU et al., 1999), sintese de calose (ZHANG et al., 1994), peroxidacao
lipidica (ONO et al., 1995; YAMAMOTO et al.,, 1997, YAMAMOTO et al., 2001),
mecanismos de transducdo de sinal (JONES & KOCHIAN, 1995; PINA-CHABLE &
HERNANDEZ SOTOMAYOR, 2001; MARTINEZ-ESTEVEZ et al., 2003a, 2003b), sintese
de DNA e divisao celular (MORIMURA & MATSUMOTO, 1978). MINOCHA et al. (1992)
observaram uma reducdo de até 50% na sintese de DNA de células de Catharanthus roseus
tratadas com aluminio. Este resultado indica que tal fon pode afetar a expressdo de genes
envolvidos na regulagao do ciclo celular.

O estresse oxidativo também tem sido considerado um importante processo celular
causado pelo aluminio (EZAKI et al., 2000). A expressao e atividade das enzimas superoxido
dismutase e peroxidase, envolvidas na detoxificacdo de espécies reativas de oxigénio,
aumentam em resposta ao aluminio em culturas como soja (CAKMAK e HORST, 1991),
arroz (SHARMA & DUBEY, 2007), ervilha (YAMAMOTO et al., 2001), cebola (MOHAN
et al., 2008), tabaco (ONO et al., 1995; YAMAMOTO et al., 1997; IKEGAWA et al., 2000) e
trigo (BASU et al., 2001). Estudos realizados por BOSCOLO et al. (2003) observaram a
oxidagdo de proteinas de milho apds a inibicdo do crescimento radicular pelo aluminio, algo
até entdo desconhecido em plantas, indicando que existem diferentes alvos do estresse
oxidativo causado por este fon.

Alguns efeitos do aluminio nos processos metabdlicos podem ser observados poucos
minutos apds a inducdo do estresse. Outros, denominados de efeitos secundérios, aparecem
depois de varias horas ou dias. Tais efeitos tardios ndo s@o necessariamente causados
diretamente pelo aluminio, mas, em sua maioria, sdo desencadeados pela alteracdo de

diversos processos bioquimicos e fisioldgicos afetados pelo fon em questdao (RENGEL, 1992).

2.6 Mecanismos de Tolerancia e Resisténcia ao Aluminio

O estresse por aluminio é uma forca seletiva muito importante na natureza sendo a
razdo da evolugdo de diferentes mecanismos de tolerancia em diversas espécies de plantas
(RAO et al., 1993, KOCHIAN et al., 2004). Assim como os mecanismos de toxidez, os
mecanismos de tolerdncia ao fon em questdo ainda ndo estdo claramente compreendidos.

Porém, varias hip6teses baseadas em diferentes evidéncias foram desenvolvidas e podem ser



divididas em dois grupos: mecanismos de resisténcia ou exclusdo, os quais ocorreriam no
exterior da célula, e mecanismos de tolerdncia, que ocorreriam no interior da célula
(KOCHIAN et al., 2004).

Os mecanismos de resisténcia a toxicidade do aluminio impediriam sua entrada do
aluminio na célula, protegendo os sitios intracelulares sensiveis ao ataque do ion. Estes
mecanismos incluem: imobilizagdo do aluminio na parede celular, permeabilidade seletiva da
membrana plasmatica, formacao de uma barreira de pH na rizosfera, exsudagdo de quelantes e
efluxo do ion em questdo (TAYLOR, 1988; KOCHIAN et al., 2004).

Com relagdo aos mecanismos de tolerancia, o aluminio entraria no simplasto e a
tolerancia seria alcancada através de sua imobilizagdo, compartimentalizacdo ou
detoxificacdo. Tal mecanismo incluiria quelacgdio do aluminio no citosol,
compartimentalizacdo no vacuolo e expressdo de proteinas ligantes ao ion (TAYLOR, 1988;
KOCHIAN, 1995; DELHAIZE & RYAN, 1995).

De todos os mecanismos propostos, a resisténcia ao aluminio mediada pela exsudacdo
de 4cidos organicos parece ser o mais comum nas plantas. MIYASAKA et al. (1991)
forneceram as primeiras evidéncias de que o mecanismo de tolerancia em feijdo (Phaseolus
vulgaris L.) envolve efluxo de dcido citrico, demonstrando que o genétipo tolerante secreta 10
vezes mais 4cido citrico que o genétipo sensivel. DELHAIZE et al. (1993) demonstraram que
a tolerancia ao aluminio em trigo estd correlacionada com o efluxo de malato do dpice
radicular.

Trabalhos em milho demonstraram que raizes de gendtipos tolerantes exsudam mais
citrato que raizes de genétipos sensiveis (JORGE & ARRUDA, 1997). No entanto, PINEROS
et al. (2005) observaram que alguns genétipos de milho sdo resistentes ao aluminio, mas nao
liberam citrato ou malato, enquanto outros tém comportamento oposto: liberam citrato ou
malato, mas ndo apresentam resisténcia. Estes dados reforcam a hipdtese de que existem
outros mecanismos atuando na tolerdncia ao estresse por aluminio, sendo a liberacdo de
acidos organicos apenas um deles.

Para identificacdo de genétipos de café tolerantes e melhor compreensdao dos
mecanismos de defesa do cafeeiro a toxicidade do aluminio, BRACCINI et al. (1998)
cultivaram nove gendétipos de café em solucdo hidropdnica com o ifon em questdo por um
periodo de 115 dias. Em todos os genétipos analisados, foi observado um grande acimulo do
aluminio nas raizes, bem como um transporte restrito deste ion para a parte aérea. Estes dados
demonstram que o aluminio é um elemento de baixa mobilidade no cafeeiro e sugerem que a

defesa desta cultura pode estar associada a maior compartimentalizacdo ou complexacao



desse elemento nas raizes, resultando na sua menor translocagdo para a parte aérea. Neste
trabalho, BRACCINI et al. também identificaram maior absor¢do e eficiéncia no uso de
fosforo e calcio nos gendtipos mais tolerantes. Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios de LONDONO & VALENCIA (1983), os quais observaram que o aluminio
incorporado pelas raizes liga-se a sitios de adsorcdo na parede celular, e sobre essas
superficies o fosfato se precipita. Sendo assim, os genétipos mais tolerantes que conseguiram
uma maior compartimentalizacdo ou complexacdo do aluminio no sistema radicular evitaram
a precipitacao de fosfato de aluminio nestes tecidos, possibilitando a translocagao de fésforo
para os outros tecidos da planta.

Os mecanismos de defesa do cafeeiro a toxicidade do ion aluminio ainda ndo sdo
claros, entretanto os resultados descritos indicam a co-existéncia de mecanismos de
tolerancia; seja por quelagdo do aluminio no citosol, compartimentalizagdo no vaciolo ou
expressao de proteinas ligantes ao ion (BRACCINI et al., 1998; TAYLOR, 1988; KOCHIAN,
1995; DELHAIZE & RYAN, 1995); com mecanismos de resisténcia relacionados com a
adsorcdo deste fon na parede celular (LONDONO & VALENCIA, 1983).

2.7 Estudos de Genes Relacionados ao Estresse por Aluminio em Plantas

O objetivo da maioria das pesquisas em genética molecular relacionadas ao estresse
por aluminio é a descoberta de genes de resisténcia ou tolerancia que possibilitem o
desenvolvimento de cultivares mais resistentes ou tolerantes a solos 4cidos.

As culturas mais estudadas até o momento sdo trigo, arroz € milho. SASAKI et al.
(2004), trabalhando com trigo, isolaram, caracterizaram e clonaram pela primeira vez um
gene de tolerancia ao aluminio, 0o ALMT1, que codifica uma proteina transportadora de malato
ativada por este fon. Em arroz, um loco denominado Rice I foi descoberto como o responsavel
pela tolerancia desta cultura aos efeitos toxicos do fon em questdo (NGUYEN et al., 2003).
Em milho foram mapeados cinco QTLs (Quantitative Trait Locus) relacionados a tolerancia a
toxicidade do aluminio NINAMANGO-CARDENAS et al., 2003).

Em café, estudos realizados por MARTINEZ-ESTEVEZ et al. (2003a) identificaram
um aumento na atividade da fosfolipase C (PLC) e na producdo de inositol 1,4,5 trifosfato
(IP3) em até duas vezes mais que o normal em células de C. arabica em suspensdo tratadas
com aluminio durante 1 minuto. Entretanto, sob periodos maiores de tratamento, a atividade
da enzima PLC foi inibida pela metade. Esta enzima decompde o fosfolipidio PIP2
(fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) em duas moléculas, DAG (diacyl glicerol) e IP3. A molécula

DAG permanece ligada a membrana, enquanto que a I/P3 se difunde no citosol e se liga a



receptores, principalmente canais de cdlcio do reticulo endoplasmadtico, causando o aumento
da concentracdo deste fon no citosol. O célcio, juntamente com a molécula DAG, ativam
proteinas kinases C, que, por sua vez, fosforilam outras moléculas causando diversas
alteracdes na atividade celular. Este estudo demonstrou pela primeira vez que o aluminio
interfere de diferentes maneiras em vias de sinalizacdo de fosfato e que tal interferéncia €
dependente do periodo de exposicdo ao aluminio.

Um outro estudo com células de C. arabica em suspensdo realizado por ARROYO-
SERRALTA et al. (2005) identificou um aumento na ativacdo de uma MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) sob condi¢oes de estresse por aluminio. Tal enzima é relacionada a
transdugdo de sinal de estimulos extracelulares, inclusive causados por estresses abidticos, em
respostas intracelulares. Diante disso, os autores sugeriram que esta via de transducdo faz
parte do mecanismo de percepcdo da planta de café ao estresse causado pelo aluminio. Tal
sugestdo estd de acordo com estudos prévios realizados em trigo, que sugerem uma maior
participacdo de MAPKSs na percepcao do aluminio por dpices radiculares de plantas mais
tolerantes a toxicidade deste ion (OSAWA & MATSUMOTO, 2001).

Como descrito por MINOCHA et al. (1992), o ciclo celular também ¢ afetado pela
toxicidade do aluminio. Para compreender como o aluminio afeta este processo, VALADEZ-
GONZALEZ et al. (2007) avaliaram a sintese de DNA, a expressdo e a atividade da enzima
CDKA (Cyclin Dependent Kinase type A), uma das enzimas-chaves do ciclo celular, que esté
envolvida em mecanismos de transducdo de sinal durante respostas de Lycopersicum
esculentum sob estresse oxidativo e de Arabidopsis sob estresse salino (WEST et al., 2004).
Para isto, utilizaram duas linhagens de C. arabica, L2 e LAMt, sensivel e tolerante a
toxicidade do aluminio, respectivamente. Embora VALADEZ-GONZALEZ et al. (2007)
tenham encontrado respostas diferenciais entre as linhagens L2 e LAMt para a sintese de DNA
e atividade da CDKA, ndo houve diferenca significativa na quantidade de RNA, portanto de
expressdao desta enzima, entre as linhagens sensivel e tolerante. Diante destes resultados, os
autores sugeriram que a regulacdo desta enzima provavelmente ocorre no nivel pos-
transcricional por meio de fosforilacdes e desfosforilacdes ou diminuicdo do nimero de
inibidores de CDKA (FERREIRA & HEMERLY, 1991). Tal resultado esta de acordo com
MARTINEZ-ESTEVEZ et al. (2003a), ao evidenciar a interferéncia do aluminio em vias de
sinalizacdo de fosfato.

A regulacdo de enzimas envolvidas em vias de transdu¢do de sinais, como a PLC,
MAPK e CDKA indica que uma cascata de reagdes intracelulares é ativada quando na

presenca do fon aluminio. A grande diversidade de vias metabodlicas afetadas por este ion e



sua complexidade pressupdem a regulacdo diferencial de um grande nimero de genes

relacionados tanto com os efeitos toxicos deste ion, quanto com os mecanismos de defesa das

N

plantas a sua toxicidade. A tabela 1 apresenta alguns dados, como organismo de origem,

similaridade e fun¢do de 104 genes regulados por aluminio descritos na literatura.

Tabela 1 - Genes regulados por aluminio descritos na literatura. Nome do gene, organismo de

origem, similaridade, fun¢ao e referéncia bibliografica (Continua).

Gene Orgal}lsmo de Similaridade Funcao I}ef‘ererzcna
origem bibliografica
M. trunculata Arabinogalactan protein-like Adesao celular Chandran et al. (2008)
delia-TIP2 T aestivum Delta tonoplaft intrinsic Alongamegto Fle células Guo et al. (2007)
protein apicais
KAOI T. aestivum Ent-kaurenoic acid oxidase Alongan:;l;tcc;i(;e células Guo et al. (2007)
T. aestivum [-glucosidase Alongamegto d e células Guo et al. (2007)
apicais
War 7.2 T. aestivum Phenylalanine ammonia- B1.0s1ntese/(.1€ Hamel et al. (1998)
lyase fenilpropandide
prx7 T. aestivum Stress-related peroxidase ~ Biosintese de parede celular Guo et al. (2007)
Glcl T. aestivum 1,3-p-glucanase Producdo de calose Ortega et al. (1997)
Wfiml T. aestivum Fimbrin-like protein Formacao do citoesqueleto Cruz-gr;g%z)i etal
OsARI7 0. sativa MCT-1 protein-like Controle do ciclo celular Mao et al. (2004)
Lo Defesa contra estresse .
PUI S. cereale Polyubiquitin . Milla et al. (2002)
abidtico

War 13.2 S. cereale Oxalate oxidase Defesa contra patégenos Milla et al. (2002)

0. sativa Putative ACRE protein Defesa contra patégenos Yang et al. (2007)
OsARIS 0. sativa Rice KN1-like proteins Desenvolvimento foliar Mao et al. (2004)

AtGSTI e . . e .

AIGSTI A. thaliana Glutathione S-transferase Detoxificacdo Ezaki et al. (2004)
FRD3 A. thaliana Ferric reductase defective 3 Detoxificacdo Durret et al. (2007)
FRD3 M. trunculata  Ferric reductase defective 3 Detoxificacdo Chandran et al. (2008)

GST 0. sativa Glutathione S-transferase Detoxificacio Yang et al. (2007)

GST M. trunculata Glutathione S-transferase Detoxificacdo Chandran et al. (2008)

GST T. aestivum Glutathione S-transferase Detoxificacio Houde et al. (2008)
PALI42 S. cereale Glutathione S-transferase Detoxificacdo Milla et al. (2002)




‘Tabela 1 - Genes regulados por aluminio descritos na literatura. Nome do gene, organismo

de origem, similaridade, funcao e referéncia bibliogréfica (Continuagdo)’.

Gene Orgal?lsmo de Similaridade Funcao l.lefere13c1a
origem bibliografica
Inosine-5"-monophosphate Diferenciacdo celular e Ermolayev et al.
IMPDH G.
max dehydrogenase sintese de guanina (2003)
HSP150 S. cerevisiae Heat shock protein Estresse abidtico Kochian et al. (2004)
AtPOX A. thaliana Peroxidase Estresse oxidativo Kochian et al. (2004)
CaCatl C. annuum Catalase Estresse oxidativo Kwon and An (2001)
CAT Catalase Estresse oxidativo Boscolo e tal. (2003)
CZSOD S. cereale Cu/Zn superoxide dismutase Estresse oxidativo Milla et al. (2002)
Mn SOD T. aestivum Mztochond‘rzal i‘nanganese Estresse oxidativo Kochian et al. (2004)
superoxide dismutase
OsARI3 0. sativa Quinone oxidoreductase Estresse oxidativo Mao et al. (2004)
pAL20]  N. tabacum Moderately anionic Estresse oxidativo Ezaki et al. (1996)
peroxidase
parB N. tabacum Glutatione S-transferase Estresse oxidativo Ezaki et al. (2000)
PHGPX A. thaliana Phosp hOh{’ id hydrop ‘eroxzde Estresse oxidativo Sugimoto and
glutathione peroxidase Sakamoto (1997)
PX Peroxidase Estresse oxidativo Boscolo e tal. (2003)
SOD 0. sativa Cu/Zn superoxide dismutase Estresse oxidativo Yang et al. (2007)
War 4.2 T. aestivum Peroxidase Estresse oxidativo Hamel et al. (1998)
M. Germin-like protein Estresse oxidativo Chandran et al. (2008)
trunculata precursor
NtPOX N. tabacum Anionic peroxidase Estresse oxidativo e inibigdo Ezaki et al. (2000)
de morte celular
GLO 0. sativa Glycolate oxidase Fotorespiragdo Zhang et al. (2007)
RMP51 T. aestivum Vacuolar-ATPase Hidrdlise de ATP Hamilton et al. (2001)
AtBCB A. thaliana  Blue copper binding protein  Internalizagao de aluminio Ezaki et al. (2000)
BCB M. trunculata  Blue copper binding protein  Internalizacdo de aluminio Chandran et al. (2008)
OsARI 0. sativa Dihydrolipoamide S- Metabolismo celular Mao et al. (2004)
acetyltransferase
OsAR2 0. sativa 2-oxoglutarate Metabolismo celular Mao et al. (2004)
dehydrogenase
OsAR3 0. sativa Aspartate aminotransferase Metabolismo celular Mao et al. (2004)
AtAGP2 A. thaliana Arabinogalactan protein Metab()liselil(ia(ie parede Kochian et al. (2004)
u
OsARIO 0. sativa Beta-1,3-glucanase Metabohsrln(i de parede Mao et al. (2004)
celular
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‘Tabela 1 - Genes regulados por aluminio descritos na literatura. Nome do gene, organismo

de origem, similaridade, funcao e referéncia bibliogréfica (Continuagdo)’.

Gene Orgal}lsmo de Similaridade Funcio l'{efereltc}a
origem bibliografica
OsARI4 0. sativa Proteinase inhibitor Metabolismo de proteinas Mao et al. (2004)
OsARIS5 0. sativa Elongation factor EF-2 Metabolismo de proteinas Mao et al. (2004)
OsARI6 0. sativa SUMO-1 Metabolismo de proteinas Mao et al. (2004)
MBP C. arabica Myelin Basic Protein Mielinizag¢do Arroyo-Serralta et al.
(2005)
OsAR20 0. sativa Histone H4 Regulacgdo de transcrigdo Mao et al. (2004)
Asrl T. aestivum Abcfszc ac.'zd- and sfress- Resposta a estresse abidtico Guo et al. (2007)
inducible protein
T. aestivum O-methyltransferase Resposta a estresse abidtico Guo et al. (2007)
LRR 0. sativa Leu-rich repeat family Sinalizacdo celular Zhang et al. (2007)
PsLRRP S. cereale Leu-rich repeat protein Sinalizacdo celular Milla et al. (2002)
(N 0. sativa Cysteine synthase Sintese de acetato Yang et al. (2007)
ALMTI T. aestivum Al-activated malate Sintese de dcido organico  Delhaize et al. (2004)
transporter
IDH Isocitrate dehydrogenase Sintese de dcido organico  Kochian et al. (2004)
. Phosphoenolpyruvate ., . .
PEPC M. sativa Sintese de 4cido organico  Tesfaye et al. (2001)
carboxylase
PEPC G. max Phosphoenolpyruvate Sintese de dcido organico Ermolayev et al.
carboxylase (2003)
pEARLI 5 A. thaliana Reticuline oxidoreductase Sintese de alcaléides Richards et al. (1998)
At-mtSC A. thaliana Citrate synthase Sintese de citrato Anoop et al. (2003)
Cs A. thaliana Citrate synthase Sintese de citrato Kochian et al. (2004)
CSb P. aeruginosa Citrate synthase Sintese de citrato de la Fuente et al.
(1997)
DcCS D. carota Citrate synthase Sintese de citrato Koyama et al. (2000)
ACO 0. sativa I-aminocyclopropane-1- Sintese de etileno Yang et al. (2007)
carboxylate oxidase
MACO M. trunculata I-ammo.czclolla ropane- Sintese de etileno Sun et al. (2007)
Icarboxylic acid synthase
MIACS2 M. trunculata I-aminociclopropane- Stntese de etileno Sun et al. (2007)
Icarboxvlic acid svnthase
OsARI1 0. sativa UDP-N-acetylglucosamine Sintese de glicoproteinas Mao et al. (2004)
pyrophosphorylase
OsAR9 0. sativa Xylose isomerase Sintese de hemicelulose Mao et al. (2004)
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‘Tabela 1 - Genes regulados por aluminio descritos na literatura. Nome do gene, organismo

de origem, similaridade, funcao e referéncia bibliogréfica (Continuagdo)’.

Gene Orgar}lsmo Similaridade Funcao l.{et.‘erergaa
de origem bibliografica
. . . Sintese de lignina / defesa
OsAR4 O. sativa Coa ligase isoform 2 ) Mao et al. (2004)
contra patdogenos
OsARS 0. sativa Phenqulanme Sintese de hgm/na / defesa Mao et al. (2004)
ammonia-lyase contra patogenos
OsARG 0. sativa Putative cinnamyl- Sintese de hgm/na / defesa Mao et al. (2004)
alcohol dehydrogenase contra patégenos
OsAR7 0. sativa P-coumarate 3- Sintese de hgm/na / defesa Mao et al. (2004)
hydroxylase contra patégenos
OsARS 0. sativa P-coumarate 3- Sintese de hgm/na / defesa Mao et al. (2004)
hydroxylase contra patégenos
NeMDH M. sativa  Malate dehydrogenase Sintese de malato Tes(f;gg f)t al.
AtCBF1 A thaliana Tolerancia a estresse Mariano et al.
e AtCBF4 ’ abidtico (2005)
PP2A O. sativa  Protein phosphatase 2A Transdugado de sinal Zh?;()go(;t) al.
. G-protein f subunit like ~ . Yang et al.
0. sativa protein Transdugdo de sinal (2007)
. = . Houde et al.
T. aestivum F-box Transdugdo de sinal (2008)
M. F-box protein Transducdo de sinal e Chandran et al.
trunculata P regulagdo de ciclo celular (2008)
S. L. Kochian et al.
ALRI cerevisiae AtMGTI e AtMGTI10 Transporte de magnésio (2004)
Almtl T. aestivum Aluminium-activated Transporte de malato Guo et al. (2007)
malate transporter
LTP] T aestivium szzd-t.ransfer protem- Transporte através da Guo et al. (2007)
like protein parede celular
. Putative anion o Zhang et al.
AT 0. sativa transporter Transporte de anions (2007)
. Phosphate translocator- Zhang et al.
PTL O. sativa like Transporte de fosfato (2007)
AtALMTI A. thaliana Aluminium malate Transporte de malato Hoekenga et al.
transporter (2006)
GDP dissociation Transporte intracelular de Ezaki et al.
NiGDII N. tabacum inhibitor vesiculas (2000)
. Vias de sinalizagdo por ~ Martinez-Estévez
Pr4-K C. arabica fosfato inorganico et al. (2003)
. Vias de sinalizacio por Martinez-Estévez
PIP 5-k C. arabica fosfato inorganico et al. (2003)
. o Vias de sinalizacio por Martinez-Estévez
C. arabica Lipid kinase fosfato inorgénico et al. (2003)
. . . Vias de sinalizacio por Martinez-Estévez
C. arabica  Diacylglycerol kinase fosfato inorganico et al. (2003)
M. GASTI protein Vias metabdlicas induzidas ~ Chandran et al.
trunculata precursor por GA (2008)
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‘Tabela 1 - Genes regulados por aluminio descritos na literatura. Nome do gene, organismo

de origem, similaridade, funcao e referéncia bibliografica (Continuagao)’.

Gene Orgar}lsmo Similaridade Funcao l‘let"erer}aa
de origem bibliografica
HL2 T aestivum Hzgh-lzght-mduced mRNA for Adaptaga}(/) a estresses Guo et al. (2007)
putative lectin abidticos
OsARI9 0. sativa Putative retroelement Metabolismo celular Mao et al. (2004)
polyprotein
OsAR21-23 0. sativa Unknown protein Mao et al. (2004)
OsAR26-30 0. sativa Unkown protein Mao et al. (2004)
parA N. tabacum Auxin-induced gene Detoxificagao Kochian et al.
(2004)
. . . Sintese de fosfolipideo de Delhaize et al.
TaPSS1 T. aestivum  Phosphatidylserine synthase membrana (1999)
TCTP G. max Translationally cqntrolled Manut/enlgao 'da homef)stase Ermolayev et al.
tumor proteins de célcio citoplasmatico (2003)
. Cell wall-associated receptor Sintese de receptores de Kochian et al.
wakl A. thaliana )
kinase membrana (2004)
. . Bowman-Birk protease N e Kochian et al.
Walil, 3e5 T. aestivum inhibitor Resposta a estresse abidtico (2004)
Walil,5 S. cereale MT class 1 Resposta a estresse abidtico Milla et al. (2002)
. . . Ativacdo de fatores de Hamel et al.
War 5.2 T. aestivum Cysteine proteinase ranscricio (1998)
M. ; . < Chandran et al.
sunculata Alfa quinona oxidoreductase Transporte de elétrons (2008)

2.8 Analise transcricional por PCR Quantitativo em Tempo Real

As técnicas de macro-arranjo (macroarrays) € micro-arranjo (microarrays) ou chip de
cDNA sdo bastante empregadas em andlises de expressao diferencial em larga escala, sendo a
ultima direcionada para estudos que requerem uma maior precisao e sensibilidade. Entretanto,
trabalhos recentes t€ém demonstrado que a técnica de PCR Quantitativo em Tempo Real (qQRT-
PCR) pode ser ainda mais sensivel para a deteccao quantitativa de expressdao génica, quando
comparada a técnica de micro-arranjo. Em um trabalho realizado por CZECHOWSKI et al.
(2004), andlises de expressao de 1.465 fatores de transcricdo foram realizadas por duas
técnicas, microarranjo € qRT-PCR. A primeira detectou menos de 55% dos fatores de
transcri¢cdo (FT) analisados, enquanto que a segunda obteve maior sucesso, identificando 83%

dos FTs.
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Neste contexto, a técnica de qRT-PCR nao tem sido mais utilizada somente para
validacdo de micro-arranjos, como ocorreu em trabalhos de expressdo de GU et al. (2004),
LUDWIKOW et al. (2004), SALMONA et al. (2008) ¢ WALIA et al. (2005), mas como a
principal técnica de andlise de expressdo, conforme realizado em trabalhos com frutos de
café, descritos por JOET et al. (2009) e LEPELLEY et al. (2007), e relacionados a estresses
abidticos em tomate e batata, descritos por XU et al. (2006) e NICOT et al. (2005),
respectivamente.

Para um melhor entendimento das vias metabdlicas envolvidas no desenvolvimento
dos tecidos de reserva de café, JOET et al. (2009) utilizaram a técnica de qRT-PCR para
analisar a expressdo de 137 genes envolvidos na biosintese das principais substincias de
reserva de sementes de Coffea arabica, como polissacarideos de parede celular,
triacilglicerdis, sucrose e dcidos clorogénicos. Também com o intuito de ampliar a
compreensdo sobre o metabolismo dos dcidos clorogénicos em café, LEPELLEY et al. (2007)
analisaram, por meio de qRT-PCR, a expressdo de genes envolvidos na sintese destes acidos
em Coffea canephora.

Os trabalhos descritos reforcam a eficiéncia e adequacao da técnica de qRT-PCR para
a andlise de expressdo génica de diversas culturas em diferentes estdgios de desenvolvimento

e condicdes ambientais, inclusive de estresse abidtico.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Ensaios bioldgicos iniciais foram realizados com cinco cultivares comerciais de Coffea
arabica (Obata IAC 1669-20, Tupi IAC 4993, Mundo Novo MP 38817-1, Catuai Amarelo
IAC 62, Icatu vermelho IAC 4045) para a identificacdo de respostas diferenciais ao estresse

causado pelo fon aluminio.

3.2 Identificacao de Cultivares Tolerantes e Sensiveis a Toxicidade do Aluminio

3.2.1 Germinacio e aclimatacio

Sementes das cinco cultivares comerciais de Coffea arabica descritas, procedentes do
Pélo Regional Nordeste Paulista (Mococa) do IAC, foram embebidas em solucdo de
hipoclorito de sddio na concentracdo de 5% durante 6 h para remocdo do pergaminho
(MEIRELLES et al., 2007). Depois de descascadas, foram tratadas com fungicida Tyran 70%,

colocadas em papel de germinagcdo - autoclavados e umedecidos com &dgua destilada
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autoclavada - e mantidas em B.O.D. a 30°C na auséncia de luz. Quando as raizes das
sementes germinadas apresentaram, aproximadamente, 3 cm de comprimento, as plantulas
foram transferidas para solucdo nutritiva de HOAGLAND & ARNON (1950) modificada de
acordo com BRACCINI et al. (1998); onde ficaram durante 24 h para aclimatagcdo a 24°C e
fotoperiodo de 16 h.

3.2.2 Inducao de estresse por aluminio
Ap6s aclimatacao, solucdes de AlCI; (74 uM; 370 uM) (MISTRO et al., 2007) foram

adicionadas as solugdes nutritivas (exceto para o controle negativo). Durante 8 dias, as
plantulas foram mantidas a 24°C sob fotoperiodo de 16 h, e o pH das solucdes foi ajustado
com HCI 0,1 mol.L-1 ou NaOH 0,1 mol.L-1 para 4,2. Ao final deste periodo, as cultivares
que apresentaram o maior € o menor crescimento radicular foram as escolhidas para os
ensaios subsequentes na condi¢do de cultivares tolerante e sensivel, respectivamente.
3.2.3 Crescimento do Sistema Radicular
O crescimento do sistema radicular foi avaliado por dois parametros:
* Crescimento relativo da raiz pivotante, calculado pela férmula:
CRR= (Csgias-Cinicial) / Cinicial
onde C se refere a medida do comprimento da raiz pivotante no inicio (Cipicia) € apés 8 dias de
tratamento com aluminio (Cggias) (item 3.2.2).
* Niimero relativo de raizes secundérias, calculado pela férmula:
NRR= (Nggias-Ninicial) / (Ngdias)
onde N se refere ao nimero de raizes secunddrias no inicio (Niyicia) € apds 8 dias de
tratamento com aluminio (Nggias) (item 3.2.2).

3.2.4 Analises Estatisticas

As parcelas foram constituidas de 3 baldes com 10 plantas cada para cada dose de
aluminio [controle negativo (sem aluminio); 74 uM e 370 uM], totalizando 9 baldes para cada
cultivar e repeti¢do analisada. Os caracteres avaliados entre os genétipos foram: crescimento
relativo da raiz pivotante e nimero relativo de raizes laterais. O delineamento adotado foi

1" ¢ baldes como

inteiramente casualizado com disposi¢ao fatorial de cultivares, doses de A
causas de variacdo. O contraste entre as médias foi realizado utilizando-se Tukey a 5%. A
presenca ou ndo de interagdo dose x balde e cultivar x dose foi determinada pelo teste F da
andlise de varidncia. As andlises estatisticas foram realizadas pelo programa SANEST

(MACHADO & ZONTA, 1995).
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3.3 Ensaio de Tolerancia a Toxicidade do Aluminio

3.3.1 Germinacao e aclimatacao
Aproximadamente 1.000 sementes das cultivares Catuai e Icatu, previamente

identificadas como cultivares tolerante e sensivel, respectivamente, e sementes de suas
repeticoes biologicas foram germinadas e aclimatadas conforme método descrito no item
3.2.1.

3.3.2 Inducgao de estresse por aluminio

z 9

Depois de aclimatadas, 100 plantulas de cada material vegetal (‘Catuai °, ‘Icatu’ e
repeticdo biolégica de ‘Icatu’) foram retiradas da solucdo nutritiva para excisdo e
congelamento dos dpices de suas raizes principais (controles negativos). Neste momento, foi
adicionado a solu¢do nutritiva 370 uM de AICl;. Ap6s 5 minutos de tratamento, 100 plantulas
de cada material vegetal foram retiradas da solucao nutritiva para excisao e congelamento dos
apices de suas raizes principais. Este método foi repetido para os tempos de 1 h, 12 h, 24 h, 48
h e 144 h (6 dias) de tratamento. Neste periodo, as plantulas foram mantidas a 24°C sob
fotoperiodo de 16 h e o pH da solug@o nutritiva foi ajustado com HCI 0,1 mol.L.-1 ou NaOH
0,1 mol.L-1 para 4,2.

A quantidade de plantulas dos materiais vegetais induzidos ao estresse por aluminio
foi definida ap6s ensaios preliminares, os quais indicaram que os dpices de aproximadamente
100 plantulas rendiam em torno de 100mg de macerado, a quantidade ideal para a extragao de
RNA, sintese de cDNA e andlise de expressao por qRT-PCR.

3.3.3 Extracao de RNA

Para extracdo de RNA dos dpices congelados, foi utilizado o reagente TRIZOL®
(Invitrogen), de acordo com o protocolo adaptado para plantas (MONTE & SOMERVILLE,
2001). A qualidade dos RNAs foi verificada através de corrida eletroforética em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etideo, e a quantidade foi determinada por
espectrofotometria (260 nm/280 nm).

3.3.4 Sintese de cDNA

Uma massa de 3 ug de RNA total de cada amostra foi tratada com Deoxyribonuclease
I, Amplification Grade (DNAse) (Invitrogen) para a degradacdo de DNA gendmico (volume
final de cada amostra = 22 uL ). Os cDNAs foram sintetizados a partir de 15 uL. do RNA
tratado com DNase utilizando-se a enzima Superscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen)
(Volume total de cada amostra = 40 uL). Ao final da sintese, eles foram tratados com a

enzima E. coli RNase H (Invitrogen), para remoc¢do de hibridos de RNA/DNA, e diluidos
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(1:10) para concentracdo final de 5,1 ng (solucdes estoque). Todos os métodos descritos neste
item foram realizados de acordo com a recomendacao do fabricante.

Os cDNAs ndo foram quantificados, mas suas concentracdes foram baseadas na
quantidade inicial de RNA utilizada em suas sinteses. Assim, ao final deste procedimento,
cada amostra possuia cDNA gerado a partir de 2,04 ug de RNA diluidos em 40 pL , ou seja,
a cada microlitro havia cDNA gerado de 0,051 ug (51 ng) de RNA, os quais foram diluidos

nas solucoes estoque para 5,1 ng/uL.

3.4 Mineracao de Dados e Analises de Bioinformatica

3.4.1 Blastx no TAIR

Sequéncias de genes regulados por aluminio disponiveis na literatura (Tabela 1) foram
buscadas por blastx na base de dados Arabidopsis Information Resource (TAIR) (e-value -15 /
70% identidade). A procura por blastx foi escolhida pois possibilita a obtencao de sequéncias
protéicas a partir de sequéncias transcritas de nucleotideos; dessa maneira, possibilitou a
identificacdo de sequéncias de Arabidopsis com fungdes similares as das sequéncias de
nucleotideos encontradas na literatura.

3.4.2 Thlastx no PBGC

As sequéncias de Arabidopsis encontradas foram entdo buscadas por thlastx na base de
dados do PBGC (ALTSCHUL et al., 1997). A procura por tblastx foi escolhida pois
possibilita a obtencdo de sequéncias transcritas de nucleotideos a partir de sequéncias
transcritas de nucleotideos; dessa maneira, possibilitou a identificacdo de contigs de café
similares as sequéncias de nucleotideos de Arabidopsis, que, por sua vez, possuiam fungdes
idénticas aos genes descritos na literatura.

A selegdo das sequéncias de café foi baseada em seus valores de e-value (médximo de -
15), sua identidade (minima de 70%), suas andlises estruturais (qualidade do sequenciamento)
e suas anotacdes no banco de dados PBGC. A validacdo das sequéncias de café selecionadas
foi realizada por buscas rblastx e tblastn contra a base de dados GenBank inserida no servidor
LGE-UNICAMP. As sequéncias que ndo retornaram a sequéncia-isca original foram
eliminadas da pesquisa.

3.4.3 ClustalW2

As sequéncias dos contigs validados do PBGC foram traduzidas pelo programa ORF
(Open Reading Frame) Finder (www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) em sequéncias

protéicas, que foram  alinhadas no  programa  ClustalW2  (EMBL-EBI,
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http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) com sequéncias similares de arroz, trigo e
Arabidopsis para identificacao e elimina¢do de familias génicas e genes pardlogos.

3.4.4 Anadlises preliminares para a construcio dos oligonucleotideos

As sequéncias dos contigs de café com maior identidade as sequéncias de arroz, trigo e
Arabidopsis que ndo possuiam genes pardlogos foram preferidas e investigadas
detalhadamente quanto a presenca de sequéncias dominios funcionais conservadas descritas
nas bases de dados EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk/interpro/) e NCBI (Conserved Domain Search
- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi).

As regides dominio funcionais foram identificadas e descartadas para a sintese dos
oligonucleotideos, pois geralmente sdo conservadas nas espécies. Tal procedimento foi
importante para que a amplificacdo de genes pardlogos fosse evitada durante as reagdes de
PCR . Além das regides de dominios funcionais, as regides nao traduzidas (UTRs) também
foram descartadas para a sintese dos oligonucleotideos, pois a qualidade de seus
sequenciamentos € baixa e poderia ocasionar problemas durante o anelamento dos
oligonucleotideos durante as reagdes de PCR.

3.4.5 Northern eletronico

Paralelamente a busca de contigs de café similares aos genes encontrados na literatura,
um Northern eletronico baseado no método de AUDIC & CLAVERIE (1997) foi realizado
para a identificacdo de clusters exclusivos ou preferencialmente expressos na biblioteca RTS8
(células de raiz em suspensdo tratadas com aluminio) quando comparada a biblioteca BP1

(células de raiz e folha em suspensdo), ambas presentes no banco de dados do PBGC.

3.5 PCR Quantitativo em Tempo Real

3.5.1 Primer express software

As sequéncias dos contigs validados e selecionados pela minera¢do de dados e anélises
de bioinformatica descritas foram utilizadas para o desenho de oligonucleotideos especificos
por meio do software PRIMER EXPRESS v 3.0 (Applied Biosystems), de acordo com o
tutorial do fabricante.

3.5.2 Reacoes de qRT-PCR

O volume total das reacdoes de qRT-PCR foi de 12 uL, sendo 6 uL de reagente
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), 2,0 uL de oligonucleotideo
especifico direto (1200 nM), 2,0 uL de oligonucleotideo especifico reverso (1200 nM) e 2,0
pL de cDNA (concentracdo varidvel e padronizada pelo normalizador). As rea¢des foram

preparadas em triplicata, adicionadas em placas Opticas MicroAmp® Fast Optical 96-Well
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Reaction Plate with Barcode (0.1 mL) (Applied Biosystems) e realizadas em amplificador

modelo 7500 Fast System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

3.6 Analise dos Dados

Os dados foram analisados por meio do software 7500 Fast System SDS (Sequence
Detection System) v 1.3.1 (Applied Biosystems). A especificidade dos produtos amplificados
foi avaliada pela andlise das curvas de dissociacao, geradas pelo software, de cada gene alvo e
do normalizador estudado.

3.6.1 Teste de eficiéncia

A eficiéncia da PCR (E) foi estimada para cada gene alvo por meio do software
LinReg, que utiliza dados capturados de fluorescéncia absoluta durante a fase exponencial da
amplificacdo de cada reagao, pela equagdo (1+E) = 10 (-1/slope) (RAMAKERS et al., 2003).
Os valores de E foram levados em consideragdao em todos os cdlculos subsequentes.

3.6.2 Estabilidade do normalizador

A estabilidade dos normalizadores PP2A, UB19, $24 e GAPDH, indicados para café
por CRUZ et al. (2009), foi analisada pelo método de quantificagdo absoluta com o intuito de
selecionar o normalizador com Crp (Cycle threshold) mais estavel em todas as amostras
estudadas. Para padronizacdo da quantidade das amostras de cDNA, a amplificacdo do gene
normalizador escolhido foi realizada em triplicata em todas as placas de rea¢do de qRT-PCR.

3.6.3 Quantificacao relativa

A quantificacdo dos genes potencialmente relacionados a tolerancia do cafeeiro aos
efeitos toxicos do ion aluminio nas duas cultivares (Catuai e Icatu) e nos sete tratamentos
(controle negativo, 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 144 h) foi realizada pelo método de
quantificagdo relativa e utilizou o gene UB19 previamente selecionado (item 3.6.2) como
normalizador e os cDNAs dos controles negativos como calibradores.

A quantidade relativa (QR) das moléculas alvo foi calculada a partir do método de
PFAFFL (2001), que, por considerar a eficiéncia (E) de cada gene alvo no cdlculo da
quantificacao relativa em relagdo ao gene calibrador, dispensa a utilizagao de curvas padrao e
a necessidade das eficiéncias dos genes alvo e normalizador serem iguais a dois (Euyo =
Enormatizador = 2) como ocorre no Método Cp Comparativo (AACr) (LIVAK &
SCHIMITTGEN, 2001). As QRs das moléculas alvo foram obtidas pela seguinte férmula:

ACy normalizador (Ct controle — Ct amostra)
normalizador) s

QR — (Ealvo) ACr alvo (Cr controle — Ct amostra) / (E
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sendo E,, a eficiéncia da reacdo de PCR com o oligonucleotideo do gene alvo, Ct o nimero
de ciclos no qual a taxa de amplificacdo do gene alvo € a mais exponencial para todas as
amostras avaliadas € Epomalizador @ €ficiéncia da reacdo de PCR com o oligonucleotideo do

gene normalizador UB19.

A analise da expressdo diferencial (ED) das moléculas alvo nas cultivares tolerante
(Catuai) e sensivel (Icatu) foi realizada levando-se em conta seus valores de Cr em cada
tratamento padronizados pelos valores de Ct do normalizador presente nas placas de reagao.

As EDs das moléculas alvo foram obtidas pela seguinte formula:

ACt normalizador (Ct Icatu — Ct Catuai )
normalizador) )

ED = (Euio) ACr alvo (Ct Icatu — Ct Catuai ) / (B

sendo Crlcatu a média dos valores de Ct das duas repeti¢des bioldgicas realizadas.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao de Cultivares Tolerante e Sensivel a Toxicidade do Aluminio

Os dados de crescimento da raiz pivotante e nimero de raizes laterais das cinco
cultivares de C. arabica sob tratamento com as duas doses de aluminio testadas se encontram
em anexo.

Os resultados da andlise de varidncia para as varidveis “crescimento da raiz pivotante”
(Tabela 2A) e “numero de raizes laterais” (Tabela 2B) das cinco cultivares comerciais de
Coffea arabica submetidas ao estresse por aluminio encontram-se resumidos na tabela 2. Os
coeficientes de variacdo obtidos foram relativamente baixos, 12,4% e 1,7%, para as varidveis
“crescimento” e “nimero de raizes”, respectivamente. Respostas diferenciais das cultivares
foram verificadas para as duas varidveis analisadas com 5% de probabilidade de erro. O efeito
de dose foi significativo apenas para a varidvel “crescimento da raiz pivotante” ao nivel de
5% de probabilidade de erro. Efeito de ambiente (balde) ndo foi observado.

De acordo com os resultados descritos, existe uma variabilidade genética entre as
cultivares comerciais analisadas (Obata IAC 1669-20, Tupi IAC 4993, Mundo Novo MP
38817-1, Catuai Amarelo IAC 62, Icatu vermelho IAC 4045) para o desenvolvimento do
sistema radicular, entretanto somente a varidvel “crescimento da raiz pivotante” foi afetada de
maneira significativa sob tratamento de aluminio nas duas concentra¢cdes analisadas (74 uM e

370 uM).
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Tabela 2 - Resultado da andlise de variancia para as varidveis “crescimento da raiz pivotante”
(A) e “ndmero de raizes laterais” (B) em cinco cultivares de Coffea arabica (Obata, Mundo
Novo, Icatu, Tupi e Catuai Amarelo) em fungdo de doses crescentes de aluminio aplicadas em

meio hidropdnico.

A QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA VARIAVEL CRESCIMENTO DA RAIiZ

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F*
Balde 6 0,1610 0,0268 1,0008 0,3699
Doses 2 0,8069 0,4034 15,0468 0,0000
Cultivar 4 1,2983 0,3246 12,1061 0,0000
Cultivar x dose 8 1,0360 0,1295 4,8300 0,0001
Residuo 429 11,5022 0,0268
TOTAL 449 14,8044

Média geral = 1,3244
Coeficiente de variagdo = 12,364%

B QUADRO DA ANALISE DE VARIANCIA PARA VARIAVEL NUMERO DE RAIZES LATERAIS

Causas da variacao G.L. S.Q. Q.M. Valor F Prob.>F*
Balde 6 0,0398 0,0066 2,3167 0,0977
Doses 2 0,0052 0,0026 0,9036 0,5915
Cultivar 4 0,1643 0,0411 14,3295 0,0000
Cultivar x dose 8 0,0361 0,0045 1,5757 0,1293
Residuo 429 1,2297 0,0029
TOTAL 449 1,4752

Média geral = 3,2538
Coeficiente de variagdo = 1,645%

* Probabilidades < 0,05 indicam diferencas significativas com 5% de probabilidade de erro.

Os resultados do teste de Tukey para o crescimento médio das raizes pivotantes das
cinco cultivares comerciais de Coffea arabica analisadas, em relacdo as concentracdes (doses)
de aluminio a que foram submetidas, encontram-se resumidos na tabela 3A. Como pode ser
observado, houve diferenca significativa entre as médias de crescimento das raizes pivotantes
das cultivares analisadas somente sob tratamento com 370 uM de aluminio quando

comparado com o controle negativo. Isto demonstra que a quantidade de Al*>

na solugdo de
menor concentragdo (74 uM) ndo foi suficiente para causar reducdo no crescimento do
sistema radicular das cultivares analisadas. Dessa maneira, a melhor dose de aluminio obtida
para a identificacdo de cultivares tolerante e sensivel de C. arabica, nas condicdes

experimentais do presente estudo, é a de 370 uM.
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Os resultados do teste de médias (Tukey) para o crescimento da raiz pivotante de cada
uma das cinco cultivares analisadas sob tratamento com 370 uM de AI™ encontram-se
resumidos na tabela 3B. Dentre as cultivares analisadas, Catuai Amarelo IAC 62 e Icatu IAC
4045 foram as tunicas com diferenca significativa entre as médias de crescimento de suas
raizes pivotantes e obtiveram, respectivamente, o maior € menor crescimento relativo da raiz
pivotante sob tratamento com a maior dose de Al*>. Isto demonstra que o sistema radicular da
cultivar Catuai foi o menos afetado pela toxicidade do Al", enquanto que o da cultivar Icatu
foi o que demonstrou maior sensibilidade ao estresse abidtico causado pelo ion em questao. O
crescimento diferencial das raizes pivotantes das cinco cultivares analisadas submetidas as
duas concentracdes de aluminio (74 uM e 370 uM) em relacdo ao controle (sem aluminio)

pode ser visualizado na figura 1.

Tabela 3 - Resultado da andlise de médias (Tukey 5%) para doses do fon aluminio em relagdo
ao crescimento de raizes de cinco cultivares de Coffea arabica (Obata, Mundo Novo, Icatu,
Tupi e Catuai Amarelo) mantidas em meio hidropdnico (A) e para a média das mesmas

cultivares sob tratamento com 370 uM de aluminio (B).

A TESTE DE TUKEY PARA MEDIA DE DOSES
NUM. ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.RREPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%

1 2 74 uM 150 1,3690 0,8742 a A
2 1 controle 150 1,3367 0,7866 a A
3 3 370 uM 150 1,2675 0,6066 b B

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.
D.M.S. 5% = 0,04286 - D.M.S. 1% = 0,05285

B TESTE DE TUKEY PARA MEDIA DE CULTIVAR DENTRO DE 370 uM DO FATOR DOSE
NUM. ORDEM NUM.TRAT. NOME NUM.REPET. MEDIAS MEDIAS ORIGINAIS 5% 1%

1 5 Catuai 30 1,4269 1,0360 a A
2 1 Obata 30 1,3468 0,8138 ab AB
3 4 Tupi 30 1,2658 0,6021 bc BC
4 2 Mundo Novo 30 1,1640 0,3548 cd CD
5 3 Icatu 30 1,1341 0,2862 d D

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de significancia indicado.
D.M.S. 5% =0,11165 - D.M.S. 1% = 0,13064
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Figura 1 - Representacdo grafica do crescimento relativo de raizes de cinco cultivares de
Coffea arabica (Obata, Mundo Novo, Icatu, Tupi e Catuai Amarelo) submetidas a duas
concentracdes de aluminio (74 uM e 370 uM) em relagdo ao controle (sem aluminio) em

experimento conduzido em condi¢des hidropdnicas.

7z

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que ‘Catuai Amarelo IAC 62’ € a cultivar
mais tolerante e ‘Icatu IAC 4045 a mais sensivel dentre as cultivares analisadas sob as
condi¢Oes experimentais descritas. Dessa forma, ambas foram adotadas nos estudos de
expressao diferencial e identificacdo de genes potencialmente relacionados a tolerancia desta
cultura induzida pelo estresse abidtico causado por AI™. A resposta diferencial destas
cultivares sob tratamento com aluminio pode ser facilmente visualizada na figura 2.

O estudo de expressdo diferencial da repeticao bioldgica da cv. Catuai ndo foi possivel
de ser realizado devido a um crescimento acentuado de fungos durante a germinagdo e

aclimatagcao do material.
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Figura 2 - Ilustracdo do crescimento diferencial do sistema radicular de duas cultivares de
Coffea arabica em relagdo a toxicidade do aluminio apds 8 dias de tratamento com AlCl;
(370uM). (A) Cultivar tolerante Catuai amarelo IAC 62 e (B) Cultivar sensivel Icatu
vermelho IAC 4045°.

4.2 Selecao de Genes Relacionados com a Tolerancia a Toxicidade do Aluminio

A revisdo bibliografica realizada possibilitou a identificacdo de 104 genes cuja
regulagdo é alterada por aluminio em diversas culturas como arroz, trigo, aveia e tabaco
(Tabela 1). Destes, 44 genes foram descritos como relacionados com a tolerancia de tais
culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio (Tabela 4). A descri¢cdo de tais genes
suporta sugestdes prévias de que existe uma grande diversidade de processos celulares
relacionados com mecanismos de tolerancia e resisténcia a toxicidade do aluminio nas plantas

superiores.
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Tabela 4 — Genes relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo ion aluminio. Nome do gene, organismo de

origem, similaridade, fun¢do, espécie transformada e tolerancia apds transformacgdo (Continua).

Organismo

Espécie Tolerancia apods

Gene . Similaridade Funcao - Referéncia
de origem transformada transformacio
M. trunculata Arabinogalactan protein-like Adesao celular Chandran et al.
(2008)
delta-TIP2  T. aestivum Delta tonoplast untrinsic protein Alongamento de células apicais Guo et al. (2007)
KAOI T. aestivum Ent-kaurenoic acid oxidase Alongamento de células apicais Guo et al. (2007)
T. aestivum [-glucosidase Alongamento de células apicais Guo et al. (2007)
prx7 T. aestivum Stress-related peroxidase Biosintese de parede celular Guo et al. (2007)
. . . . . . Mao et al.
OsARIS8 O. sativa Rice KNI-like proteins Desenvolvimento foliar (2004)
GST M. trunculata Glutathione S-transferase Detoxificacao Char(l;i(r)&(l)r;)e tal.
IMPDH G. max Inosine-5"-monophosphate Diferenciacdo celglar e sintese de A thaliana . Ermolayev et al.
dehydrogenase guanina (2003)
FRD3 A. thaliana Ferric reductase defective 3 Efluxo de citrato A. thaliana + Du(rzr::)t;t) al.
FRD3 M. trunculata Ferric reductase defective 3 Efluxo de citrato Char(l;i(r)&(l)r;)e tal.
Mn SOD T. aestivum Mitochondrial I.nanganese superoxide Estresse oxidativo B. napus + Basu et al. (2001)
dismutase
. R . Ezaki et al.
parB N. tabacum Glutatione S-transferase Estresse oxidativo A. thaliana + (2000
. . R . Kochian et al.
AtPOX A. thaliana Peroxidase Estresse oxidativo A. thaliana = (2004)
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‘Tabela 4 - Genes relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos téxicos causados pelo ion aluminio. Nome do gene, organismo de

origem, similaridade, fun¢do, espécie transformada e tolerancia apds transformacgdo (Continuagdo)’.

Gene Orgalflsmo Similaridade Funcao Espécie Tolerancia aIIOS Referéncia
de origem transformada transformacio
M. trunculata Germin-like protein precursor Estresse oxidativo Char(lg(r)z(l)r;)et al.
NiPOX N tabacum Anionic peroxidase Estresse oxidativo e inibi¢do de morte A thaliana . Ezaki et al.
celular (2000)
GLO O. sativa Glycolate oxidase Fotorespiracao Zhang et al.
. Y pirag (2007)
ABCB  A. thaliana bi’: Z;gc;’; " Internalizagio de aluminio A. thaliana + Ezélzoe(;)al'
Asrl T. aestivum Abcisic acid- and s‘tress-mduczble Resposta a estresse abidtico Guo et al. (2007)
protein
T. aestivum O-methyltransferase Resposta a estresse abidtico Guo et al. (2007)
LRR O. sativa Leu-rich repeat family Sinalizacdo celular Zhang et al.
(2007)
) . . ‘L A Delhaize et al.
ALMTI T. aestivum Al-activated malate transporter Sintese de dcidos organicos H. vulgare + (2004)
PEPC G. max Phosphoenolpyruvate carboxylase Sintese de dcidos organicos Erm(zlzagg;/)et al.
At-mtSC  A. thaliana Citrate synthase Sintese de citrato B. napus + An(ozo(i) Ogt) al.
Cs A. thaliana Citrate synthase Sintese de citrato D. carota + Kochian etal.
(2004)
CSb P. aeruginosa Citrate synthase Sintese de citrato N. tabacum + de la Fluge;;f): etal
DcCS D. carota Citrate synthase Sintese de citrato A. thaliana + Koi;glgoit al.
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‘Tabela 4 — Genes relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio. Nome do gene, organismo de

origem, similaridade, fun¢do, espécie transformada e tolerancia apds transformacgdo (Continuagdo)’.

Organismo

Espécie

Tolerancia apos

Gene . Similaridade Funcao - Referéncia
de origem transformada __ transformacio
NeMDH M. sativa Malate dehydrogenase Sintese de malato M. sativa + Tes(f;(;)/g 1e )t al.
. . ~ . Zhang et al.
PP2A 0. sativa Protein phosphatase 2A Transducdo de sinal (2007)
Almtl T. aestivum Aluminium-activated malate transporter Transporte de malato Guo et al. (2007)
LTPI T. aestivum Lipid-transfer protein-like protein Transporte através da parede celular Guo et al. (2007)
PTL O. sativa Phosphate translocator-like Transporte de fosfato Zh(azn (%Oe%t)al.
ALRI S', . AtMGTI e AtMGTI0 Transporte de magnésio S. cerevisiae + Kochian et al.
cerevisiae (2004)
; L . . . Ezaki et al.
NtGDII N. tabacum GDP dissociation inhibitor Transporte intracelular de vesiculas A. thaliana + (2000
M. trunculata GASTI protein precursor Vias metabdlicas induzidas por GA Char(lg(r)z(l)r;)e tal.
. Delhaize et al.
TaPSS1 T. aestivum Phosphatidylserine synthase Sintese de fosfolipideo de membrana S. cerevisiae + © (iu;;; a
Kochian et al.
wakl A. thaliana Cell wall-associated receptor kinase 1 Sintese de receptores de membrana A. thaliana + 0()(21518 4‘; a
. e . Kochian et al.
parA N. tabacum Auxin-induced gene Detoxificacao A. thaliana = (2004)
AT O. sativa Putative anion transporter Transporte de anions Zh(azn (%Oe%t)al.
HL2 T. aestivum High-light-induced mRNA for putative Adaptacdo a estresses abidticos Guo et al. (2007)

lectin
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‘Tabela 4 - Genes relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos téxicos causados pelo ion aluminio. Nome do gene, organismo de

origem, similaridade, fun¢do, espécie transformada e tolerancia apds transformacgdo (Continuagdo)’.

Gene Orgal}lsmo Similaridade Funcao Espécie Tolerancia aIIOS Referéncia
de origem transformada  transformacio
OsAR21- 0. sati Unk e Mao et al.
23 . sativa nknown protein (2004)
OsAR26- . . Mao et al.
30 0. sativa Unknown protein (2004)
Manutengéo da h tase de calci Ermol t al.
1CcTP G. max Translationally controlled tumor proteins ant enQaO. N ome/ols ase e calelo rmolayev et a
citoplasmatico (2003)
. . Chandran et al.
M. trunculata F-box protein Resposta a seca (2008)
M. trunculata Alfa quinona oxidoreductase Transporte de elétrons Char(lg(r)z(l)r;)e tal.
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4.3 Mineracao de Dados e Analises de Bioinformatica

A mineragdo de dados e as andlises de bioinformdtica realizadas encontram-se

resumidas no fluxograma da figura 3.

Revisao bibliografica
Blastx no
banco de tBlastx no
dados de banco de dados
44 genes Arabidopsis de C. arabica Selegéc_) d_e 11
104 genes relacionados TAIR do PBGC genes similares
regulados com a a genes
por = | toleranciaa | l - ! —> | caracterizados
aluminio toxicidade Resultado: Resultado: funcionalmente
3 do aluminio 29 sequéncias 27 sequéncias e d_escrltos na
génicas génicas literatura
similares em similares em
Arabidopsis C. arabica
LY
\
Northern eletronico Selecéo de 4
genes
coincidentes
com genes
Identificacio d encontrados no
Resultado: entificacao de PBGC por
Nzgrthern 142 genes mais 14 genes revisio
eletrénico das ; - LR
a ou relacionados bibl f
bibliotecas - . — ibliogratica
exclusivamente coma
RT8 e BP1 do tolerancia d
expressos na olerancia do —
PBGC ibli iro 3 Selegdo de 4
biblioteca RT8 cafeeiro a —
toxicidade do genes com
aluminio fungdes
semelhantes a
genes descritos
na literatura

Figura 3 - Fluxograma da busca de genes potencialmete relacionados a tolerancia do cafeeiro

a toxicidade do aluminio realizada por revisdo bibliografica e Northern eletronico.

4.3.1 Blastx no TAIR

A busca dos 44 genes listados na tabela 4 por blastx no banco de dados TAIR
encontrou 29 sequéncias de Arabidopsis thaliana (Tabela 5). Os demais genes relacionados
com a tolerancia ao aluminio, como LTPI (ZHANG et al., 2007), prx7 (GUO et al., 2007),
TaPSS1 (DELHAIZE et al., 1999), Ar-mtSC (ANOQRP et al., 2003), PEPC (ERMOLAYEV et
al., 2003) e GST (CHANDRAN et al., 2008) nao possuiam sequéncias similares no banco de
dados de Arabidopsis ou possuiam sequéncias com identidade menores que 70% e/ou e-

values maiores que -15.
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Tabela 5 — Sequéncias gé€nicas de Arabidopsis thaliana potencialmente relacionadas a

tolerancia a toxicidade do aluminio. Nome, organismo de origem e similaridade de genes

relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio,

codigo de acesso e valor de e-value de blastx no TAIR (Continua).

Organismo NP A Sequéncia ortéloga de  E-value de
Gene de origem Similaridade Referéncia A. thaliana (TAIR) blastx no TAIR
PP2A O. sativa  Protein phosphatase 2A Zh(azn (;goe7t) al. AT5G55260 e-170
LRR O. sativa  Leu-rich repeat family Zh?;(;got;t)al' AT5G01720 2e-16
. Phosphate translocator-  Zhang et al.
PTL 0. sativa like (2007) AT2G28315 e-132
AT 0. sativa Putative anion Zhang et al. AT1G02260 e-161
transporter (2007)
GLO 0. sativa Glycolate oxidase Zh(azn (;goe7t) al. AT3G14420 e-165
. Ent-kaurenoic acid Guo et al.
KAOI T. aestivum oxidase (2007) AT1G05160 4e-24
. . Guo et al.
T. aestivum p-glucosidase (2007) AT1G26560 2e-47
delta- . Delta tonoplast Guo et al.
TiP2 T. aestivum untrinsic protein (2007) AT3G16240 9e-25
HL2 T aestium  &Mlght-induced —— Guo et al. ATIG19715 2e-16
putative lectin (2007)
. Guo et al.
T. aestivum  O-methyltransferase (2007) AT1G33030 6e-25
Almtl T, aestivum ~Pminium-activated - Guo et al. AT1G08430 de-22
malate transporter (2007)
. Ferric reductase Durret et al.
FRD3  A. thaliana defective 3 (2007) AT3G08040 0.0
M. Germin-like protein ~ Chandran et al. AT3G10080.1 9e-16
trunculata precursor (2008)
M. Arabinogalactan Chandran et al.
trunculata protein-like (2008) AT5G60490 4e-37
M. , Chandran et al.
srunculata F-box protein (2008) AT2G02360 2e-58
M. GASTI protein Chandran et al. AT3G10185 2628
trunculata precursor (2008)
. . Kochian et al.
Cs A. thaliana Citrate synthase (2004) AT3G58740.1 0.0
Cs A. thaliana Citrate synthase Kochian et al. AT3G58750.1 0.0
: 4 (2004) : ‘
Cs A thaliana  Citrate synthase ~ ochian etal AT2G42790.1 0.0
: 4 (2004) : ‘
Mn SOD T. aestivum Mitochondrial , Basu et al. AT3G10920 6e-92
manganese superoxide (2001)
NeMDH M. sativa  Malate dehydrogenase Tes(f;(})lg 1e )t al. AT3G47520 e-161
Inosine-5"- Ermolayev et al.
IMPDH G. max monophosphate (2003) AT1G16350 e-145
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‘Tabela 5 - Sequéncias génicas de Arabidopsis thaliana potencialmente relacionadas a

tolerancia a toxicidade do aluminio. Nome, organismo de origem e similaridade de genes

relacionados a tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio,

codigo de acesso e valor de e-value de blastx no TAIR (Continuagdo)’.

Organismo AT A Sequéncia ortologa de  E-value de
Gene de origem Similaridade Referéncia A. thaliana (TAIR) blastx no TAIR
. Cell wall-associated Kochian et al.
wakl A. thaliana receptor kinase I (2004) AT1G21250.1 0.0
AtBCB A, thaliana ~ DM€ copper binding - Ezakietal AT5G20230.1 0.0
protein (2000)
GDP dissociation Ezaki et al.
NtGDII N. tabacum inhibitor (2000) AT2G44100.1 2e-72
AtPOX  A. thaliana Peroxidase Kochian et al. AT3G30775.1 0.0
(2004)
Glutatione S- Ezaki et al.
parB  N. tabacum transferase (2000) AT1G02920 9e-18
OsARI8  O.sativa  Rice KNI-like proteins Mé%gx‘l' AT1G23380 e-63
Translationally Ermolayev et al.
TCTP G. max controlled tumor (2003) AT3G16640 2e-59
4.3.2 Thlastx no PBGC

A busca das 29 sequéncias de Arabidopsis listadas na tabela 5 por tblastx no banco de

dados do PBGC encontrou 27 contigs de Coffea arabica potencialmente relacionados com

tolerancia aos efeitos toxicos do fon aluminio em café (Tabela 6). Apenas os genes AT

(Putative anion transporter, AT1G02260) e Cs (Citrate synthase, AT2G42790.1) ndo foram

encontrados no PBGC com o grau de identidade desejado.
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Tabela 6 — Contigs de Coffea arabica potencialmente relacionados com a tolerancia do

cafeeiro aos efeitos toxicos do ifon aluminio. Nome e similaridade de genes relacionados a

tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio, cddigo de

acesso de sequéncias génicas de Arabidopsis thaliana no TAIR, contigs de C. arabica no

PBGC e valor de e-value de tblastx no PBGC (Continua).

RSP ~ . Sequéncias Sequéncias ortélogas de E-value de
Gene Similaridade — Referéncia 3 1R Coffea arabica (PBGC)_tblastx no PBGC
Protein phosphatase ~ Zhang et al. .
PP2A 24 (2007) AT5G55260 Contig 13128 0.0
LRR  Leu-rich repeat family Zh?;go‘;t)al' AT5G01720 Contig 14077 e-169
Phosphate translocator- Zhang et al. .
PTL like (2007) AT2G28315 Contig 6911 4e-48
GLO Glycolate oxidase Zh?;go‘;t)al' AT3G14420 Contig 13563 0.0
Ent-kaurenoic acid Guo et al. .
KAOI oxidase (2007) AT1G05160 Contig 1679 5e-94
. Guo et al. .
[-glucosidase (2007) AT1G26560 Contig 12170 e-145
delta- Delta tonoplast Guo et al. .
TIP2 untrinsic protein (2007) AT3G16240 Contig 4202 e-123
High-light-induced Guo et al. .
HL2 putative lectin (2007) AT1G19715 Contig 10581 e-13
O-methyltransferase G(UZ(E)S;?L AT1G33030 Contig 12338 8e-81
gy Aleminium-activated - Guo etal. 1y 540,43 Contig 1823 2e-36
malate transporter (2007)
Ferric reductase Durret et al. .
FRD3 defective 3 (2007) AT3G08040 Contig 12224 Se-25
Germin-like protein ~ Chandran et .
precursor al. (2008) AT3G10080.1 Contig 2708 4e-27
Arabinogalactan Chandran et .
protein-like al. (2008) AT5G60490 Contig 2520 22-26
. Chandran et )
F-box protein al. (2008) AT2G02360 Contig 9976 le-42
GAST1 protein Chandran et .
precursor al. (2008) AT3G10185 Contig 3799 8e-24
. Kochian et .
Cs Citrate synthase al. (2004) AT3G58740.1 Contig 12260 0.0
. Kochian et .
Cs Citrate synthase al. (2004) AT3G58750.1 Contig 5452 0.0
Mnsop ~ Mitochondrial —Basuetal. 14505 Contig 1609 e-113
manganese superoxide (2001)
NeMDH Malate dehydrogenase Zle s(f;g(e) le )t AT3G47520 Contig 4052 e-169
IMPDH [nosine-5 - Brmolayev et 1616350 Contig 4443 472
monophosphate al. (2003) onis i
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‘Tabela 6 — Contigs de Coffea arabica potencialmente relacionados com a tolerancia do
cafeeiro aos efeitos toxicos do ifon aluminio. Nome e similaridade de genes relacionados a
tolerancia de diversas culturas aos efeitos toxicos causados pelo fon aluminio, cédigo de
acesso das sequéncias génicas de Arabidopsis thaliana no TAIR, contigs de C. arabica no

PBGC e valor de e-value de tblastx no PBGC (Continuagao)’.

RSP ~ . Sequéncias Sequéncias ortélogas de E-value de
Gene Similaridade — Referéncia 3 1R Coffea arabica (PBGC)_tblastx no PBGC
Cell wall-associated ~ Kochian et .
wakl receptor kinase I al. (2004) AT1G21250.1 Contig 3195 2e-56
agcg  Blue copper binding - Ezakietal. ) 1555054 | Contig 2094 6e-30
protein (2000)
GDP dissociation Ezaki et al. .
NtGDI1 inhibitor (2000) AT2G44100.1 Contig 4754 0.0
. Kochian et .
AtPOX Peroxidase al. (2004) AT3G30775.1 Contig 6488 2e-37
Glutatione S- Ezaki et al. .
parB transferase (2000) AT1G02920 Contig 5443 3e-63
. . . Mao et al. .
OsARI8 Rice KNI-like proteins (2004) AT1G23380 Contig 2622 6e-42
Translationally Ermolayev et .
TCTP controlled tumor al. (2003) AT3G16640 Contig 4275 7e-83

4.3.3 Northern eletronico

O Northern eletronico realizado entre as bibliotecas RTS8 (células de raiz em suspensao
tratadas com aluminio) e BP1 (células de raiz e folha em suspensdo) do banco de dados do
PBGC resultou na identificacio de 142 contigs exclusivamente ou preferencialmente
expressos na biblioteca RT8. Para a identificacao de tais contigs foi considerado o niimero de
reads de cada cluster em cada uma das bibliotecas citadas, ou seja, clusters que possuiam um
nimero maior de reads (normalizado pela quantidade total) na biblioteca RTS8, foram
considerados mais expressos nesta biblioteca e, portanto, potencialmente relacionados a
tolerancia aos efeitos téxicos do aluminio.

Dos 142 contigs identificados, 10 possuiam funcdo semelhante a alguns genes
regulados por aluminio descritos na literatura (Tabela 1) e 4 coincidiram com contigs
resultantes do tblastx realizado no banco PBGC com as sequéncias de Arabidopsis (Tabela 6).

Estes resultados indicaram que 14 contigs identificados pelo Northern eletronico
poderiam ter relagdo com a tolerancia do cafeeiro aos efeitos téxicos do fon aluminio e que,

portanto, deveriam ser analisados nas reagdes de qRT-PCR (Tabela 7).
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Tabela 7 — Contigs selecionados por Northern eletrdnico com maior expressao diferencial
entre as bibliotecas RT8 (células de raiz e folha em suspensdo) e BP1 (células de raiz e folha

em suspensao) do PBGC.

Contigs Similaridade
Contig 11084 glutathione S-transferase
Contig 6269 glutathione S-transferase
Contig 1394 glutathione S-transferase
Contig 14407 glutathione S-transferase/peroxidase

Contigs com funcdes semelhantes aos Contig 6425
genes encontrados na revisiao

ascorbate peroxidase

bibliografica. Contig 1992 peroxidase
Contig 11229 phosphoenolpyruvate carboxylase
Contig 13860 ubiquitin family protein
Contig 9974 magnesium transporter
Contig 10816 endo-beta-1,4-D-glucanase
Contig 2708 putative germin-like protein

Contigs coincidentes com os resultados Contig 4202
de busca no banco de dados PBGC a
partir da revisao bibliografica. Contig 2094 blue copper-binding protein

putative aquaporin

Contig 14077 unknown protein/ protein binding

4.4 PCR Quantitativo em Tempo Real

4.4.1 Primer express software

Dentre os contigs de café relacionados a tolerancia ao aluminio selecionados para as
reacOes de QRT-PCR, 4 foram identificados tanto pelo Northern eletrdnico como pela revisao
bibliografica (Contig2708, Contigd202, Contig2094, Contig14077), 4 somente pelo Northern
eletronico (Contigl0816, Contig13860, Contig9974 e Contig11229) e 11 somente pela
revisao bibliografica (Contig1823, Contigl12224, Contig12260, Contig5452, Contig1609,
Contig4052, Contigd4443, Contig3195, Contigd754, Contig6488, Contig5443), totalizando 19
contigs (Tabela 8). As funcdes dos 4 contigs selecionados somente pelo Northern eletronico
também foram encontradas em genes identificados pela revisdo bibliografica (Tabela 1). Os
11 contigs selecionados somente pela revisdo bibliografica possuem sequéncias génicas
similares a sequéncias de genes encontrados na literatura ja caracterizados funcionalmente

com relagdo a tolerancia ao aluminio em outras culturas (Tabela 4).
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Tabela 8 — Numero e similaridade dos contigs do PBGC selecionados por revisdo bibliogrifica e Northern Eletronico; comprimento (Pb),

temperatura de anelamento (Tm) e porcentagem de nucleotideos guanina e citosina (%GC) das sequéncias de oligonucleotideos direto e reverso

obtidas pelo programa PRIMER EXPRESS (Applied Biosystems) (Continua).

Contig Similaridade Dir  Dir  Dir Sequéncia direta Rev Rev  Rev Sequéncia reversa
PBGC Pb) Tm %GC Pb) Tm %GC
o m o ow s SIIC o eTamena
T P A S A
12260 CSYI 20 60 50 > ;i(fci%cfg:g(} 20 6 50 "G‘ziii%‘t}Tﬁ?TTG
wo e wowow SICSM g SToomore
W wsnm e w MESIOG o sosdcrmicros
SIS waon 0w s SN gy oo
E T T T tcticl e R ol
s m e w SSTOONT g SComeaenn
ds e wowow ST oo
6488 AtPOX 22 59 50 S'AAGG&%];}A&C;E (3},(: 23 58 35 chiiﬁiiigg?gc
5443 parB 19 59 53 5'-GGCCAAAGGGA 7 59 65 5'-ACCGGCCCC

ACCAACAA-3

ATCCCTT-3'
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‘Tabela 8 — Numero e similaridade dos contigs do PBGC selecionados por revisdo bibliografica e Northern Eletronico; comprimento (Pb),

temperatura de anelamento (Tm) e porcentagem de nuclleotideos guanina e citosina (%GC) das sequéncias de oligonucleotideos direto e reverso

obtidas pelo programa PRIMER EXPRESS (Applied Biosystems) (Continuagdo)’.

Contig Similaridade Dir  Dir  Dir Sequéncia direta Rev Rev. Rev Sequéncia reversa
PBGC (Pb) Tm %GC q (Pb) Tm %GC q
endo-beta-1,4-D- 5-TCCCTCTGATCAG 5-TCCTCACCGGTGC
) ) 10816 glucanase 23 > 43 CAAAATTGTC-3' 2 60 32 TATTGTTG-3'
Contigs selecionados
pelo Northern ubiquitin family 5-CCCCTTCCCTT 5-TCGATTCAAAC
eletrdnico cujas 13860 protein 20 59 50 TCGACAAAT-3' 2 58 38 GCACAAATTG-3'
funcdes também foram _ " "
encontradas ma revieio 9974 Mg tra.nsportf:’r CorA 15 53 73 5 CCGGAGG'G 23 59 43 5 CAGCTGCCTTC"F
like family CCAACCA-3 TTATCAATCCA-3
bibliogréfica 5'-CATGGATCCCT 5-TGCTCCTCACC
11229 PEPC 2 59 52 TCGTGTTACG-3' 2 60 48 AAATGATTGC-3'
Germin-like protein 5'-AGCAAATCGACAA 5'-AAGTGTTGAGCCC
2708 precursor 25 58 36 GGTTCTAATGTT-3' 23 59 48 AGCTAGATTG-3'
Contigs selecionados L GTCAA ' TGAGGAT
tanto pelarevisdo 4202 delta-TIP2 19 59 58 -G gT AC%:C?}C 20 60 55 > 'CC;}GA;}TTGG ,
bibliografica como CG CTT-3 GGTG G-3
pelo Northern 5-GGATTTTGATA 5-GAGACTTCAGCT
eletrénico 14077 LRR 39 R GGTGCCCTAGGA-3' 2 38 4 TGTCAGACCTTT-3
2094 ABCB 20 58 50 5'-GGCAAGTTAT 20 59 50 5'-TGCCGGACCAA

GACGGATGCA-3'

CAGTTTGTA-3'
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4.4.2 Quantificacao absoluta
4.4.2.1 Teste de eficiéncia
A maioria dos genes alvos (Tabela 8) e normalizadores (PP2A, UB19, S24 e GAPDH)
analisados revelaram eficiéncia préxima de 100% (E=2), com exce¢do do gene NeMDH
(E=1,59) (Tabela 9). Tais eficiéncias foram utilizadas nos célculos subsequentes de

quantificagdo relativa.

Tabela 9 — Eficiéncia de genes alvos potencialmente relacionados com resposta induzida pela
toxicidade do aluminio em C. arabica e normalizadores calculada pelo método LinReg

(RAMAKERS et al., 2003).

Eficiéncia
Contig 1823 2,03 Contig 14077 2,12
Contig 12224 1,90 Contig 4202 2,01
Contig 12260 2,01 Contig 2708 1,98
Contig 5452 2,05 Contig 11229 2,03
Contig 1609 1,97 Contig 10816 2,11
Contig 4052 1,59 Contig 13860 1,97
Contig 4443 1,96 Contig 9974 1,96
Contig 3195 2,00 PP2A 2,04
Contig 2094 2,10 UBI19 1,99
Contig 4754 2,02 S24 2,09
Contig 6488 2,10 GAPDH 1,92

Contig 5443 2,12

4.4.2.2 Estabilidade dos normalizadores
Dentre os normalizadores analisados, o UB19 foi o mais estivel nas amostras

estudadas (Tabela 10).
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Tabela 10 — Cy, (Cycle threshold) de amostras de duas cultivares de C. arabica (Catuai e

Icatu) amplificadas pelo gene normalizador UB19 (Ubiquitina) apds exposi¢do ao fon A

diferentes tempos: 0 ou controle negativo, 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias.

UB19

Amostras Cr

Catuai 0 27,82
Catuai 5 27,29
Catuai 1 27,92
Catuai 12 27,17
Catuai 24 26,51
Catuai 48 26,98
Catuai 6 26,46

Amostras
Icatu O
Icatu 5
Icatu 1
Icatu 12
Icatu 24
Icatu 48
Icatu 6

Cr
26,73
27,92
26,72
26,71
27,25
26,47
27,06

4.4.3 Quantificacio relativa

1 em

Nas andlises dos célculos de quantificagdo relativa (QR) foi considerado que as

moléculas alvo com valores maiores ou iguais a dois (QR = 2) foram induzidas pelo estresse

abidtico causado pelo fon aluminio, uma vez que tais dados demonstram um aumento igual ou

maior que 100% na expressao de tais moléculas nas amostras estudadas.

Os célculos de QR ao calibrador (controle negativo, sem aluminio) das moléculas alvo

nas amostras das cultivares Catuai e Icatu sob tratamento com aluminio nos tempos de 5

minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias resultaram no aumento da expressdao dos Contigs 2708,

13860, 2094, 6488, 11229, 5452, 4443, 9974, 1609, 4052 e 4754, principalmente no tempo de

12 h de exposicao ao fon aluminio (Tabela 11 e Figura 4). Tais resultados demonstram uma

possivel indug@o na expressdo de tais genes em C. arabica resultante do estresse abidtico

causado pelo ion em questao.
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Tabela 11- Quantificacdo relativa (QR) ao calibrador (controle negativo) pelo método de PFAFFL (2001) de moléculas alvo em amostras de
Catuai e Icatu sob tratamento com aluminio nos tempos de 5 minutos (C5 e I5), 1 h (Cl1 e I1), 12 h (C12 e [12), 24 h (C24 e 124), 48 h (C48 e
148) e 6 dias (C6 e 16). Quantificacdes de moléculas alvo induzidas por aluminio com expressao relativa ao calibrador maior ou igual a dois (QR

> 2) em negrito.

Contigl609 Contig2094 Contig2708 Contig3195 Contigd052 Contigd202 Contig4d443 Contigd754 Contig5443 Contigl823

C5 0,900 0,599 1,864 0,572 0,071 0,871 1,077 0,857 0,561
Cl 4,808 1,589 3,736 0,654 1,938 0,815 1,832 0,044 1,057 0,540
C12 2,148 4,026 7,162 0,529 2,480 0,831 2,170 0,687 1,567 1,032
C24 1,334 2,292 11,251 0,437 0,985 0,670 2,231 4,074 1,252 0,464
C48 1,928 0,898 9,036 0,485 0,862 0,706 2,726 4,474 0,860 0,178
C6 0,638 0,613 9,921 0,397 0,026 0,624 1,287 4,748 1,022 0,262
15 0,730 0,964 0,606 0,895 0,824 0,949 1,138 0,426 1,135 0,468
I1 0,933 1,259 0,808 0,757 0,845 1,119 1,290 0,900 0,992 0,761
112 1,393 1,946 1,447 0,717 0,927 1,129 1,357 1,734 1,141 1,774
124 1,145 1,927 2,211 0,806 1,104 1,108 1,681 1,927 0,885 1,369
148 1,094 1,655 2,113 0,829 0,998 1,095 1,727 1,623 0,869 0,534
16 1,209 1,674 1,493 0,751 1,624 1,081 2,565 2,460 1,019 1,079
Contig5452 Contigb488 Contig9974 Contigl0816 Contigl 1229 Contigl2224 Contigl12260 Contigl3860 Contig14077

C5 1,520 0,645 1,038 1,329 1,059 0,991 0,119

Cl1 1,554 0,903 4,236 0,822 1,268 1,342 1,354 0,875 1,466

C12 3,083 1,428 49,805 1,035 2,358 0,484 1,168 4,436 1,136

C24 2,001 1,410 46,569 1,030 1,864 0,318 0,889 1,843 0,895

C48 2,035 0,772 51,024 1,610 1,790 0,694 0,705 0,057 1,139

C6 2,366 0,712 12,540 1,223 1,607 0,743 0,797 0,166

15 1,010 3,192 1,118 0,928 1,027 0,967 1,221 0,265 0,293

11 1,329 1,632 3,743 1,239 1,037 0,909 1,176 0,715 0,803

112 2,122 2,025 24,017 1,279 1,366 0,333 1,389 1,707 0,642

124 2,290 1,203 27,146 1,536 1,107 0,669 1,105 1,671 0,673

148 1,724 1,825 22,313 1,467 0,945 0,780 1,341 0,045 0,709

16 2,551 1,100 20,780 1,228 1,405 1,550 1,217 0,894 0,768
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Figura 4 — Quantificacdo relativa (QR) ao calibrador (controle negativo) pelo método de

PFAFFL (2001) de moléculas alvo em amostras de Catuai e Icatu sob tratamento com

aluminio nos tempos de 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias (Continua).
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‘Figura 4 — Quantificacdo relativa (QR) ao calibrador (controle negativo) pelo método de
PFAFFL (2001) de moléculas alvo em amostras de Catuai e Icatu sob tratamento com aluminio

nos tempos de 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias (Continuacdo) ’.
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Os resultados dos célculos de expressao diferencial (ED) entre as cultivares tolerante
(Catuai) e sensivel (Icatu) no controle negativo e nos seis tratamentos realizados (5 minutos, 1
h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias) podem ser observados na tabela 12. As moléculas alvo com
resultados maiores ou iguais a 2 (ED = 2) podem ser consideradas significativamente mais
expressas na cv. Catuai quando comparadas com a cultivar Icatu, uma vez que tais dados
demonstram um aumento igual ou maior que 100% na expressdo de tais moléculas na cv.

Catuai.

Tabela 12 - Expressao diferencial de moléculas alvo entre amostras de Catuai e Icatu sob
tratamento com aluminio nos tempos de 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias. Moléculas

alvo com expressao diferencial significativa (ED > 2) em negrito.

Tratamentos

Similaridade Contr'ole S minutos 1hora 12horas 24 horas 48 horas 6 dia:
negativo

Germin-like protein

Contig 2708 0,302 1,021 0,630 1,006 1,490 0,748 0,943

precursor

Contig 13860 Ubiquitin family protein 0,171 0,209 0,443 0,188 0,215

Contig 2094  Blue copper binding protein 0,879 0,546 0,907 1,629 1,162 0,495 0,332

Contig 6488 Peroxidase 4,505 0,910 2,492 3,177 5,279 1,905 2,914
Contig11229 ~ [hosphoenolpiruvate 0960 1,008 0,641 1284 1505 1292 0,789
carboxylase
Contig 5452 Citrate synthase 0,631 0,949 0,738 0,916 0,551 0,744 0,585
Contigaqas [Mosined -monophosphate 5 5o 00 1016 1044 0050 1,129 0359
dehydrogenase
Contig9y7a M8 fransporter Cord-like —— 5¢ 0422 1316 1549 1252 0335
Sfamily
Contig16p9 ~ Milochondrialmanganese ooy 979 3g46 1557 1272 1571 0,449
superoxide dismutase
Contig 4052 Malate dehydrogenase 1,502 0,086 2,287 3,205 1,246 0,022

Contig 4754  GDP dissociation inhibitor 0,354 0,018 0,120 0,666 0,645 0,566

Como pode ser observado, somente trés contigs (Contigb488, Contigl609 e

Contig4052) demonstraram expressdo diferencial significativa na cv. Catuai quando
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comparada a cv. Icatu. Entretanto, ndo se pode afirmar que tais EDs foram causadas por
inducdo do aluminio, visto que uma ED maior do que dois foi obtida no controle negativo
(sem aluminio) do Contig6488. Tal valor de ED pode ter sido decorrente de diferencas
genotipicas existentes entre as duas cultivares e independente das condi¢des ambientais, bem
como do estresse causado pelo aluminio.

Sendo assim, para identificar expressdes diferenciais unicamente causadas pela
toxicidade do aluminio (EDy;) os valores de ED de cada tratamento foram comparados com

os valores de ED de seus calibradores (controles negativos) por meio do seguinte calculo:

ED4; = ED tratamento / ED controle negativos

As moléculas alvos com valores de EDa; maiores ou iguais a dois nos diferentes
tratamentos analisados foram consideradas mais induzidas pelo aluminio na cv. tolerante e,
portanto, potencialmente relacionadas com a maior tolerdncia desta cultivar aos efeitos
téxicos deste fon. Como pode ser observado na tabela 13, dos 11 contigs induzidos por
aluminio (Tabela 11), somente cinco (Contig2708, Contig13860, Contig9974, Contig1609,
Contig4052) demonstraram aumento significativo de expressdo na cultivar tolerante (Catuai)
quando comparada a cultivar sensivel (Icatu) em situagdo de estresse causado pelo aluminio.
Tais resultados demonstram uma possivel relacdo destes contigs com os mecanismos de

tolerancia da cv. Catuai.
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Tabela 13 - Expressao diferencial de moléculas alvo induzidas por aluminio entre amostras
de Catuai e Icatu sob seis tempos de tratamento: 5 minutos, 1 h, 12 h, 24 h, 48 h e 6 dias.

Moléculas alvo induzidas pelo aluminio com expressao diferencial significativa (EDy; = 2)

em negrito.
Tratamentos
Similaridade Sminutos 1hora 12horas 24 horas 48 horas 6 dias
. Germin-like protein
Contig 2708 3,385 2,087 3,335 4,939 2,479 3,124
precursor
Contig 13860 Ubiquitin family protein 1,224 2,599 1,103 1,262

Contig 2094  Blue copper binding protein 0,621 1,031 1,852 1,321 0,563 0,378

Contig 6488 Oxidative stress 0,202 0,553 0,705 1,172 0,423 0,647

Contig11229 | hosphoenolpiruvate 1,049 0,668 1336 1567 1345 0821
carboxylase

Contig 5452 Citrate synthase 1,505 1,170 1,453 0,874 1,181 0,928

Inosine-5"-monophosphate

Contig 4443 0946 1420 1599 1328 1,578 0,502
dehydrogenase
Contig9974 M8 fransporter CorA-like 0,697 2170 2,554 2,065 0,552
family
Contigioy ~ Mitochondrial manganese . o, 359 1469 1200 1482 0424
superoxide dismutase
Contig 4052 Malate dehydrogenase 0,058 1,523 2,134 0,830 0,014

Contig 4754  GDP dissociation inhibitor 0,052 0,339 1,880 1,820 1,596

4.5 Analise dos Dados

Os dados obtidos no presente trabalho corroboram os estudos da literatura, que
sugerem € ou comprovam o envolvimento de grande diversidade de genes com os
mecanismos de tolerancia e resisténcia de vdarias espécies de plantas aos efeitos toxicos
provocados pelo fon aluminio. Os contigs 2708 e 1609 sdo potencialmente relacionados com
vias metabdlicas de estresse oxidativo, apontadas como um dos resultados da toxicidade
causada por aluminio (EZAKI et al., 2000; BASU et al.,, 2001). O Contigd052 ¢
potencialmente relacionado com um dos principais mecanismos de resisténcia das plantas
superiores ao estresse abidtico causado pelo aluminio, a exsudac¢do de dcidos organicos. O

Contig9974, por sua vez, é potencialmente relacionado com o transporte e actimulo de
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magnésio intracelular, fendmeno que, de acordo com LI et al. (2001), € inibido pelo aluminio.
Finalmente, o Contig13860 é potencialmente relacionado a familia Ubiquitina, a qual tem
importancia na regulacdo da defesa de plantas superiores contra estresse bidtico e abidtico.

4.5.1 Contig2708 e Contig1609 potencialmente relacionados ao estresse oxidativo
no sistema radicular de C. arabica sob estresse por aluminio

Os contigs 2708 e 1609 sdo similares a genes envolvidos com a producido de enzimas
antioxidantes. O estresse oxidativo tem sido considerado um importante efeito téxico do
aluminio nas plantas superiores. Neste contexto, o aumento da expressdo e atividade de
enzimas antioxidantes sob estresse por aluminio tem sido descrito em diversas culturas, como
soja (CAKMAK e HORST, 1991), arroz (SHARMA & DUBEY, 2007), ervilha
(YAMAMOTO et al., 2001), cebola (MOHAN et al., 2008), tabaco (ONO et al., 1995;
YAMAMOTO et al., 1997; IKEGAWA et al., 2000), trigo (BASU et al., 2001), Arabidopsis
(RICHARDS et al., 1998) e, agora, em café.

O contig2708 € similar a um gene de Medicago trunculata induzido por aluminio que
codifica uma proteina germin-like, precursora de peroxidase e envolvida na degradacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) (CHANDRAN et al.,, 2008). O acimulo de tais
substancias (ROS) tem sido correlacionado positivamente com a sensibilidade de plantas a
toxicidade do aluminio (DELISLE et al.,2001; BOSCOLO et al., 2003), uma vez que sdo
capazes de causar danos oxidativos a proteinas, lipideos e ao DNA, além de ter relagdo com a
morte celular (APEL & HIRT, 2004). Por outro lado, o aumento da expressdo de genes que
codificam enzimas antioxidantes indica uma maior resposta de plantas tolerantes aos efeitos
toxicos do aluminio em seus sistemas radiculares.

O Contigl609 € similar ao gene WMnSOD (Mitochondrial Manganese Superoxide
Dismutase) de Triticum aestivum, que conferiu maior resisténcia aos efeitos téxicos do
aluminio quando superexpresso em B. napus (BASU et al., 2001). Neste estudo, quando
comparada com a canola selvagem, a canola transgénica apresentou: (1) diminui¢do no nivel
de MDA (malondialdeido), um indicador de peroxidagdo lipidica; (2) maior crescimento do
sistema radicular; (3) reducdo na sintese de 1,3-B-glucanase, enzima envolvida na producdo
de calose nos apices radiculares e (4) maior atividade da enzima superéxido dismutase.

A enzima antioxidante superdxido dismutase (SOD) catalisa a dismutacdo do
super6xido em oxigénio e peroxido de hidrogénio, contribui com a prote¢do das membranas
celulares e diminui significativamente os danos causados por agentes oxidativos

(SCHNEIDER CD & OLIVEIRA, 2004).
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Segundo Price et al. (1994), os beneficios da superexpressao do WMnSOD em canola
podem ser decorrentes ndo s6 da acdo da enzima SOD, mas também do aumento da
concentracdo intracelular de per6xido de hidrogénio, que ativa algumas vias de transdugdo de
sinais, como a produc¢do de MAPKs (Mitogen Activated Protein Kinases) e a abertura de
canais de cdlcio da membrana plasmaética.

Proteinas da familia MAPK tém sido relacionadas com a tolerancia a toxicidade do
aluminio. Estudos de complementacdo de levedura mutante com gene que codifica uma
MAPK mostraram restauracao da tolerancia aos efeitos toxicos do fon em questao (SCHOTT
& GARDNER, 1997). Além das MAPKSs, a ativacdo de canais de cdlcio pelo peréxido de
hidrogénio também pode ter relagdo com o aumento da tolerancia, uma vez que diversos
estudos propdem uma relagdo de diminui¢do do influxo de cdlcio no dpice radicular com
inibicdo do crescimento das raizes (KOCHIAN et al., 1995). Além dos estudos com o gene
WMnSOD relatados acima, BOWLER et al. (1991) também reportaram que a superexpressao
deste gene em plantas de tabaco aumentou o nivel de protecao contra o estresse oxidativo.

De acordo com o acima exposto, o Contig1609 pode constituir-se em uma das enzimas
chave da via antioxidativa e ter importante papel na tolerancia da cv. Catuai ao estresse
abidtico causado pelo ion aluminio.

4.5.2 Contig13860 potencialmente relacionado ao restabelecimento do ciclo
celular no sistema radicular de C. arabica apos estresse por aluminio

O Contig13860 € similar a um gene de Arabidopsis thaliana que codifica uma proteina
da familia Ubiquitina (Ub). Esta proteina é altamente conservada e adicionada em diversas
outras proteinas em um mecanismo de regulacdo pds traducional denominado ubiquitinagdo
(PICKART & EDDINS, 2004; MUKHOPADHYAY & RIEZMAN, 2007). Esta via
metabdlica tem sido descrita em todas as células eucaridticas e possui papel fundamental na
regulacdo de diversas fungdes celulares, como ciclo celular, reparo de DNA, sinalizacio para
degradacdo lisossOmica, senescéncia, embriogénese, respostas hormonais, defesa contra
estresse bidtico e abidtico (LEE et al., 2009). Neste processo, Ub € adicionada a substratos
protéicos em tré€s reacdes consecutivas catalisadas pelas enzimas E1, E2 e E3 (KRAFT et al.,
2005; STONE et al., 2005) codificadas por uma grande familia gé€nica que compreende vérias
isoformas.

Durante estudo de expressdo génica em arroz, MILLA et al. (2002) construiram duas
bibliotecas de cDNA, sendo a primeira sob tratamento com aluminio e a segunda sem
aluminio, que possibilitaram uma visdo geral da populacio de mRNA em células de raizes sob

estresse causado pelo fon aluminio. Um resultado significativo deste estudo foi a indugdo do
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gene SMT3, que codifica uma proteina ubiquitina relacionada a elongacado e divisao celular.
Neste estudo, a expressdo de SMT3 aumentou 3,6 vezes apds 12 h de exposicao ao aluminio,
periodo durante o qual o crescimento do sistema radicular foi drasticamente reduzido, e
obteve expressdo maxima apds 48 h, quando a taxa de elongamento celular foi basal. Outros
trabalhos com leveduras comprovaram o papel do gene SMT3 no ciclo celular, mais
especificamente na progressdo da mitose (MELUH & KOSHLAND, 1998), replicacdo e
reparo do DNA (TANAKA et al., 1999).

Diante do acima exposto pode-se concluir que a maior expressao do Contig13860 na
cultivar tolerante pode ter relacio com a maior capacidade da cv. Catuai em restabelecer o
ciclo celular apds os danos causados pela toxicidade do fon aluminio presente no sistema
radicular.

4.5.3 Contig9974 potencialmente relacionado ao transporte de magnésio no
sistema radicular de C. arabica sob estresse por aluminio

O Contig9974, similar a um gene de Arabidopsis thaliana que codifica uma proteina
da familia MRS2-2 de transportadores de magnésio, foi identificado no PBGC exclusivamente
em biblioteca de células de raiz em suspensdao com aluminio (RT8) quando comparada com
biblioteca de células de raiz e folha em suspensao sem aluminio (BP1). Além do contig em
questdo ter sido identificado e selecionado por Northern eletronico no PBGC, sua func¢do
havia sido previamente identificada entre os genes caracterizados funcionalmente e
relacionados com a tolerancia de S. cerevisiae ao estresse abidtico causado por aluminio
(KOCHIAN et al., 2004).

Diversas pesquisas em plantas superiores sugerem que o aluminio inibe o transporte de
cations, incluindo acimulo de magnésio, um importante ativador enzimatico das células
vegetais (JOSLIN et al.,, 1988; RENGEL & ROBINSON 1989; TAN et al., 1991;
MATSUMOTO, 2000). Em leveduras, concentragdes baixas de aluminio inibiram o influxo
de magnésio por meio de proteinas da familia ALR (Aluminum Regulated), entretanto a
superexpressdao de dois genes desta familia, ALRI e ALR2, conferiu maior tolerancia em S.
cerevisiae a toxicidade do aluminio (MACDIARMID & GARDNER, 1996, 1998). LI et
al.(2001) especularam que, se a familia AtMGT (Arabidopsis thaliana Magnesium
Transporter) tem papel importante no transporte de magnésio, estas proteinas poderiam ser
um alvo molecular para inibi¢do do influxo de magnésio por aluminio. Para testar esta idéia
LI et al. (2001) incluiram o fon aluminio nos testes de internalizacio do AtMGTI e
concluiram que a expressdao do gene foi sensivel e inibida por niveis de aluminio na

concentracdo de micromoles, situagdo compativel com o nivel de aluminio nos solos dcidos.
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Experimentos realizados por TAN et al. (1991) demonstraram que, se por um lado o aluminio
induz deficiéncia de magnésio em gramineas e cereais, a aplicacdo de elevados niveis de
magnésio reduz a toxicidade do fon em questao.

Os dados dos estudos acima relatados e do presente trabalho sugerem que a
manutencdo ou aumento da expressdo de genes responsaveis pelo transporte e acimulo de
magnésio nas células do dpice da raiz ¢ importante para a tolerdncia da planta aos efeitos
téxicos do aluminio. Assim, a maior expressdao relativa do Contig9974 sugere seu
envolvimento na tolerancia da cv. Catuai pela manuten¢do ou aumento do influxo de
magnésio nas células apicais do sistema radicular.

4.5.4 Contig4052 potencialmente relacionado a exsudacao de malato no sistema
radicular de C. arabica sob estresse por aluminio

De todos os mecanismos de tolerancia e resisténcia propostos, a exsudacdo de acidos
organicos (OAs) como malato, citrato e oxalato parece ser o mais comum nas plantas e foi
previamente descrito por diversos autores, como TAYLOR (1988), MIYASAKA et al.
(1991), JONES (1998), DELHAIZE & RYAN (1995), RYAN et al. (2001), KOCHIAN et al.
(2004), entre outros. Tal mecanismo € baseado na capacidade dos &4cidos orgadnicos em
complexar os fons de aluminio N presentes no apoplasto da raiz e/ou na rizosfera,
evitando assim sua interagdo com componentes celulares e ainda sua penetracao no simplasto
da raiz (MARIANO et al., 2005).

MIYASAKA et al. (1991) forneceram as primeiras evidéncias de que o mecanismo de
tolerancia em feijao (Phaseolus vulgaris L.) envolve efluxo de 4cido citrico, demonstrando
que o gendtipo tolerante secreta 10 vezes mais dcido citrico que o genétipo sensivel. Desde
entdo, estudos de caracterizacdo funcional tém sido realizados em diversas culturas com o
intuito de relacionar a superexpressdao de genes envolvidos com a sintese, transporte e
exsudacio de OAs com o aumento da tolerdncia de plantas  toxicidade do fon Al*.

De acordo com RENGEL (2002), o aumento da sintese ¢ do acimulo de OAs em
células de raiz ndo € uma garantia de altas taxas de sua exsudagao; entretanto, alguns estudos,
como os de TESFAYE et al. (2001) e DELHAIZE et al. (2004) superexpressaram genes
envolvidos com a sintese de OAs e obtiveram crescimento compardvel ao padrio de
crescimento de plantas tolerantes a toxicidade do aluminio.

O Contig4052 € similar ao gene NeMDH (Nodule Enhanced Malate Dehydrogenase)
de Medicago sativa (TESFAYE et al., 2001) que codifica uma enzima metabdlica chave
envolvida em vérios processos, incluindo o metabolismo 4cido das Crassuldceas, movimento

estomadtico, internalizacdo de nutrientes, respiracdo, assimilacdo de nitrogé€nio, oxidacdo de
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dcidos graxos e sintese de malato (VANCE & HEICHEL, 1991; VANCE, 1997; MILLER et
al., 1998). Neste dltimo processo, a enzima fosfoenolpiruvato-carboxilase (PEPC) transforma
o fosfoenolpiruvato em oxaloacetato, que € convertido pela enzima malato dehidrogenase a
malato (VANCE, 1997). TESFAYE et al. (2001) estudaram estas duas enzimas (PEPC e
NeMDH) em alfafa (M. sativa) e obtiveram aumento no numero de transcritos de NeMDH, na
concentracdo e atividade destas enzimas nas células do apice radicular, exsudacdo de acidos
organicos € na tolerancia ao estresse abiotico causado pelo aluminio.

De acordo com os mecanismos de tolerancia descritos por BRACCINI et al. (1998) e
dos dados obtidos no presente estudo, a maior expressdao diferencial do Contigd052 na cv.
Catuai sugere sua possivel relacdo com a tolerancia desta cultivar aos efeitos toxicos do
aluminio por meio da complexacdo deste ifon no citosol. Embora ndo haja relatos de
mecanismos de resisténcia em café baseados na exsudac¢do de 4cidos orgdnicos, a maior
expressao do Contig4052 identificada no presente estudo também pode estar envolvida com
sua exsudac¢do no apoplasto de raizes sob condi¢des de estresse por aluminio.

4.5.5 Perfil global de expressao dos genes potencialmente relacionados a
tolerancia de Coffea arabica aos efeitos toxicos do aluminio

A maior parte dos contigs potencialmente relacionados a tolerancia de C. arabica a
toxicidade do aluminio sofrem maior indu¢do apds 12 horas de tratamento, entretanto os
contigs 2708 e 1609, associados a producdo das enzimas antioxidantes superéxido dismutase
(SOD) e peroxidase (POX), foram mais rapidamente induzidos apds 5 minutos e 1 hora de
tratamento, respectivamente. Estes resultados reforcam a relacdo do estresse causado pelo
aluminio com o estresse oxidativo e sugerem que as respostas celulares ao estresse oxidativo
sdo anteriores as respostas relacionadas com o transporte de magnésio, restabelecimento do

ciclo celular e sintese de malato.

5 CONCLUSOES

1. A expressdo dos contigs 2708, 13860, 2094, 6488, 11229, 5452, 4443, 9974, 1609,
4052 e 4754 de C. arabica pertencentes ao banco de dados do PBGC ¢ induzida pelos efeitos
téxicos do fon aluminio principalmente a partir de 12 h de tratamento.

2. Os Contigs 2708, 13860, 9974, 1609 e 4052 de C. arabica pertencentes ao banco de
dados do PBGC possuem maior expressao relativa principalmente em 12 h de exposi¢ao ao

aluminio na cultivar tolerante Catuai quando comparada com a cultivar sensivel Icatu,
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demonstrando suas possiveis relagdes com os mecanismos de resisténcia ou tolerancia de C.
arabica aos efeitos téxicos causados pelo fon em questio.

3. A maior expressao relativa dos contigs 2708 e 1609 na cultivar tolerante indica uma
maior atividade de vias antioxidativas na cv. Catuai em resposta aos efeitos toxicos do
aluminio presente no sistema radicular. Além disso, a expressao diferencial destes genes
constitui mais uma evidéncia genética que relaciona o estresse oxidativo com o estresse
causado pela toxicidade do fon aluminio.

4. A maior expressdo do Contig13860 na cultivar tolerante pode ter relacdo com a
maior capacidade da cv. Catuai em restabelecer o ciclo celular ap6s os danos causados pela
toxicidade do fon aluminio presente no sistema radicular.

5. A maior expressao relativa do Contig9974 na cv. Catuai sugere seu envolvimento
na tolerancia a toxicidade do aluminio pela manuten¢do ou aumento do influxo do fon
magnésio, um importante ativador de diversas enzimas presentes nas células apicais do
sistema radicular.

6. A maior expressdo relativa do Contigd052 na cultivar tolerante indica que o
mecanismo de sintese e/ou exsudacao de malato pode constituir-se em um dos mecanismos de
tolerancia induzidos em C. arabica sob estresse causado por aluminio.

7. Respostas celulares relacionadas ao estresse oxidativo sdo anteriores as respostas
relacionadas com o transporte de magnésio, restabelecimento do ciclo celular e sintese de
malato em plantas de café sob estresse abidtico causado pelo aluminio.

Diante de tais resultados, estudos de caracterizagdo funcional dos genes identificados
no presente estudo e acima descritos s@o necessdrios em plantas adultas em condic¢des reais de
cultivo para maiores esclarecimentos sobre seus papéis nos mecanismos de tolerancia e ou
resisténcia de C. arabica ao estresse abidtico causado pelo ion aluminio. Apds uma
caracterizacao funcional, tais genes poderao ser utilizados em projetos de selec@o assistida ou
ensaios em plantas transgénicas visando a produgdo de variedades mais tolerantes a solos

acidos.
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ANEXO

Ensaio de tolerancia de cinco cultivares (Catuai, Obata, Mundo Novo, Icatu e Tupi) de
C. arabica em solu¢do hidroponica (25%) (Hoagland & Arnon, 1950). (Cult.) Cultivares
analisadas. (Trat.) Tratamento. (B) Blocos ou baldes do delineamento estatistico. (Cinicial)
Comprimento inicial da raiz pivotante. (Cfinal) Comprimento final da raiz pivotante. (CRR)
Crescimento relativo da raiz pivotante calculado pela férmula Cfinal — Cinicial / Cinicial. (Ninicial)
Numero inicial de raizes laterais. (Nfinal) Nimero final de raizes laterais. (NRR) Nimero
relativo de raizes laterais calculado pela férmula Nfinal - Ninicial/ Nfinal (Continua).

Cult. Trat. B Cinicial (cm) Cfinal (em) CRR (cm) I\I(':I';‘)"" Nfinal (cm) NRR (cm)
4 8 1,0 4 6 0,3
32 6,1 0,9 1 8 0,8
2.9 9,7 2.3 2 2 0,0
32 7.8 1.4 1 4 0,6
. 2,5 2,5 0,0 1 6 0,7
2,6 6,3 1.4 5 1
3 9.8 2.3 2 6 0,6
35 9 1,6 0 3 0,8
4 7 0,8 5 12 0,5
2,5 6,4 1,6 3 3 0,0
4 54 0,4 2 5 0,5
4 4 0,0 1 7 0,8
3 6,8 1,3 1 4 0,6
3 4 0,3 0 5 0,8
3 8,7 1,9 3 8 0,6
ca- 2 35 4.1 0.2 4 4 0.0
4 10,3 1,6 2 7 0,6
2,7 7.9 1,9 4 5 0,2
34 6,3 0,9 3 10 0,6
Catuat 2,5 5 1,0 4 6 0,3
3.8 7.1 0,9 3 6 0,4
3,6 4.8 0,3 3 6 0,4
3.1 7.8 1.5 4 7 0,4
3,7 9 1,4 2 3 0,3
3 3 9,5 22 1 3 0,5
3 5 0,7 1 4 0,6
3.1 8,7 1,8 0 0 0,0
32 7 12 0 4 0.8
4,1 7 0,7 2 7 0,6
3,1 5 0,6 2 3 0,3
2.7 2.7 0,0 6 6 0,0
32 52 0,6 1 2 0,3
2,7 6,7 1.5 1 1 0,0
4 10 1.5 2 4 0,4
TaM 4.4 9.8 12 2 8 0,7
AICI3 4 9.8 1,5 4 8 0,4
3,6 8,8 1,4 2 3 0,3
3,7 10 1,7 0 7 0,9
34 6,5 0,9 1 6 0,7
4 4 0,0 3 9 0,6
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
3,2 9,7 2,0 1 8 0,8
3,1 7,5 1,4 5 10 0,5
3,6 9 1,5 2 3 0,3
3,6 9 1,5 0 1 0,5
5 3 3 0,0 3 8 0,6
2,6 4,5 0,7 4 4 0,0
3,3 2,6 -0,2 4 9 0,5
4,1 9,2 1,2 0 10 0,9
3,2 5,8 0,8 4 9 0,5
74uM 2 4.6 1,3 0 1 0,5
AICI3 3,1 3,7 0,2 3 8 0,6
3,2 8 1,5 2 4 0,4
4,2 9 1,1 3 6 0,4
4 4,6 0,2 3 6 0,4
6 4,1 7,3 0,8 6 16 0,6
3,8 3,8 0,0 4 6 0,3
3,9 7,9 1,0 4 5 0,2
3,9 11 1,8 2 5 0,5
4 10 1,5 3 10 0,6
3,8 6,2 0,6 2 4 0,4
4 6,1 0,5 2 4 0,4
3 9,5 2,2 1 2 0,3
3,1 3,5 0,1 1 5 0,7
2,9 3 0,0 2 6 0,6
P 4,2 10,3 1,5 3 9 0,6
Catuaf ! 3.8 10,5 1,8 2 9 0,7
3,5 9,8 1,8 2 8 0,7
3,3 9,8 2,0 2 12 0,8
3,5 9,7 1,8 3 12 0,7
3,4 10 1,9 0 4 0,8
4,3 9,7 1,3 2 8 0,7
3,6 3,6 0,0 5 9 0,4
3,1 7,6 1,5 3 8 0,6
3 9,8 2,3 2 9 0,7
370uM 3 4 9,6 1,4 2 10 0,7
AICI3 4,2 9,7 1,3 4 7 0,4
2,5 3,8 0,5 0 8 0,9
3 5,7 0,9 2 5 0,5
3,5 3,5 0,0 1 6 0,7
2,8 8,8 2,1 1 2 0,3
3,2 7,2 1,3 3 9 0,6
3 7 1,3 1 13 0,9
3,6 4,2 0,2 0 10 0,9
3,2 5 0,6 3 12 0,7
9 3,2 4,5 0,4 5 13 0,6
3,6 9 1,5 4 4 0,0
3,4 34 0,0 0 5 0,8
4,4 9,5 1,2 1 9 0,8
3,7 8,9 1,4 2 9 0,7
2,7 4 0,5 3 3 0,0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
38 6.1 0.6 2 7 0.7
3.5 6.8 0.9 1 2 0.5
2.9 6.2 1.1 ! 6 0.8
3.9 7.1 0.8 3 6 0.5
0 45 6.6 0.5 5 12 0.6
24 24 0.0 0 4 1.0
33 6.3 0.9 2 9 0.8
37 7.7 1.1 3 13 0.8
3 6.3 1.1 2 7 0.7
43 8 0.9 2 7 0.7
3 54 0.8 3 7 0.6
37 6.3 0.7 0 3 1.0
3.6 6.2 0.7 3 10 0.7
3.9 72 0.8 0 3 1.0
34 6.6 0.9 0 8 1.0
ca- 1l 53 g 0.5 5 1 0.5
3,5 5.5 0.6 2 12 0.8
3.9 5.7 0.5 1 5 0.8
3 5.5 0.8 2 7 0.7
3.7 6.8 0.8 i 1 0.9
3.5 5.8 0.7 2 10 0.8
4 5.9 0.5 1 6 0.8
34 49 0.4 8 9 0.1
2.9 5 0.7 0 8 1.0
) 41 6.7 0.6 4 9 0.6
Obatd 12 34 53 0.6 2 6 0.7
3.9 2 7 0.7
3,5 5.9 0.7 2 9 0.8
3.1 44 0.4 0 3 1.0
34 49 0.4 2 6 0.7
49 8.4 0.7 0 9 1.0
2.7 5.8 1.1 1 4 0.8
2.9 7 1.4 0 1 1.0
3 6.7 12 0 9 1.0
" 37 6.6 0.8 7 87 0.0
41 73 0.8 2 12 0.8
3.7 7.7 1.1 1 4 0.8
2.4 4.6 0.9 2 10 0.8
32 6.8 1.1 3 8 0.6
74uM 2.7 6.5 1.4 6 8 03
AICI3 15 77 0.7 6 16 0.6
2.8 6 1.1 3 7 0.6
4 73 0.8 2 7 0.7
3 6.8 13 0 2 1.0
" 3 6 1.0 5 18 0.7
3.5 5.7 0.6 13 17 02
5 8.5 0.7 2 11 0.8
32 72 13 2 5 0.6
33 7.1 12 0 4 1.0
4 6.6 0.7 0 3 1.0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
38 0.8 0.8 0 5 1.0

4 6.9 0.7 0 1 1.0

4 7.1 0.8 0 1 1.0

34 6.7 1.0 1 10 0.9

THM 3.6 7.6 1.1 1 8 0.9
AICI3 3.2 6.3 1.0 1 5 0.8
3 6.6 12 0 6 1.0

42 8.1 0.9 0 2 1.0

45 7.7 0.7 0 3 1.0

43 7.4 0.7 1 9 0.9

2.7 5.5 1.0 2 g 0.8

2.7 6 12 0 3 1,0

3.6 6.9 0,9 0 4 1.0

3 6.1 1,0 0 7 1.0

6 3.8 7. 0,9 7 14 0.5

5 7.9 0,6 2 12 0.8

3 6.2 11 1 4 0.8

3 6.2 11 1 8 0,9

43 7.7 0.8 2 14 0,9

i 4 7.6 0,9 0 3 1.0
Obatd 33 5.7 0.7 2 5 0.6
34 6.7 1,0 2 5 0,6

47 7.6 0.6 4 12 0.7

3.1 3.2 0,0 3 10 0,7

oM 46 8.5 0.8 4 7 0.4
AICI3 46 73 0,6 0 9 1,0
3.9 73 0,9 2 4 0.5

45 8.2 0.8 4 10 0,6

3,7 7.1 0,9 2 12 0.8

5.6 9 0,6 0 6 1.0

47 7.7 0.6 3 12 0.8

3 6.6 12 0 6 1,0

33 6.6 1,0 3 9 0,7

42 7.7 0.8 1 10 0,9

s 4 7.6 0,9 4 1 0.6

41 7.4 0.8 3 10 0,7

3.8 6.5 0.7 2 11 0.8

33 7 11 1 6 0.8

2.7 3 0.1 2 5 0.6

3.5 6.6 0.9 1 9 0.9

3.2 5 0.6 1 3 0.7

3 6.5 12 0 2 1.0

3.8 5.9 0.6 1 6 0.8

3.9 7 0.8 3 5 0.4

Mundo 3 5.6 0.9 0 0 0.0
Novo ¢ 19 4 6.6 0.7 1 3 0.7
3.2 5.5 0.7 0 0 0.0

3.1 5.1 0.6 0 1 1.0

3.2 5.5 0.7 2 5 0.6

25 5. 1.1 0 1 1.0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
3,5 6,5 0,9 0 1 1,0
3 6 1,0 1 2 0,5
3,3 5,6 0,7 0 2 1,0
4 7,4 0,9 1 1 0,0
20 4,3 5,5 0,3 2 2 0,0
3,7 4 0,1 1 1 0,0
3,5 5,5 0,6 0 2 1,0
4 6,6 0,7 1 1 0,0
34 42 0,2 2 2 0,0
Cil- 3,9 7,5 0,9 1 1 0,0
3,1 5,5 0,8 2 4 0,5
3,2 6,6 1,1 2 3 0,3
2,7 5,5 1,0 3 9 0,7
2,7 6,3 1,3 1 4 0,8
21 3,6 7,1 1,0 1 2 0,5
34 3,5 0,0 3 4 0,3
2,8 0 0 0,0
3,3 7,5 1,3 1 5 0,8
2,7 54 1,0 3 5 0,4
3 6,7 1,2 1 2 0,5
34 6,2 0,8 3 3 0,0
3 5,8 0,9 2 3 0,3
3,1 6,8 1,2 2 5 0,4
3,2 7,8 1,4 2 3 0,3
Mundo 2 4,1 8,1 1,0 0 2 1,0
Novo 3,1 5,6 0,8 1 3 0,3
3,7 7,8 1,1 2 4 0,5
3 7,1 1,4 2 6 0,3
3,1 7,1 1,3 0 5 1,0
2,9 6,7 1,3 0 1 1,0
3,3 7.4 1,2 0 0 0,0
2,9 4,6 0,6 3 4 0,3
34 6,5 0,9 0 2 1,0
3,5 6,8 0,9 1 2 0,5
74uM 23 3,7 6,7 0,8 0 4 1,0
AICI3 3 7.4 1,5 0 1 1,0
2,9 6,6 1,3 0 1 1,0
3 3,3 0,1 3 3 0,0
3,5 6,5 0,9 1 1 0,0
4 7,7 0,9 3 4 0,3
3 3 0,0 1 4 0,8
2,3 2,4 0,0 0 3 1,0
3,3 6,7 1,0 0 4 1,0
34 6,9 1,0 2 6 0,7
o 4,1 6 0,5 0 4 1,0
3,5 5,6 0,6 1 3 0,7
34 7,5 1,2 1 8 0,9
4 5,4 0,4 0 5 1,0
2,7 3,8 0,4 2 4 0,5
4 5,4 0,4 0 3 1,0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
3,5 5,7 0,6 0 1 1,0
3 4,9 0,6 1 4 0,8
2,8 2,8 0,0 0 0 0,0
2,8 3,5 0,3 0 2 1,0
25 2,7 4,5 0,7 0 1 1,0
2,9 3,1 0,1 0 0 0,0
2,7 3 0,1 0 2 1,0
3,5 3,7 0,1 0 1 1,0
3,6 3,9 0,1 0 6 1,0
4 3,3 0,0 3 1
3,1 3,2 0,0 2 1 0,0
3,7 7,2 0,9 1 3 0,7
34 34 0,0 1 2 0,5
3,6 7,5 1,1 1 6 0,8
Mundo  370uM 2 3,1 4 0,3 0 3 1,0
Novo AlCI3 2,8 0 0 0,0
3,9 5 0,3 1 4 0,8
2,9 5,2 0,8 1 2 0,5
3,6 6,2 0,7 1 2 0,5
2,8 5,6 1,0 0 2 1,0
4,1 5 0,2 1 1 0,0
2,8 3,7 0,3 2 2 0,0
2,7 3,6 0,3 0 3 1,0
2,2 5,4 1,5 0 1 1,0
27 3 5,5 0,8 0 4 1,0
4,1 4,1 0,0 1 1 0,0
2,6 2,8 0,1 2 4 0,5
3,7 43 0,2 2 2 0,0
4 4 0,0 3 5 0,4
3 3,9 0,3 1 3 0,7
4,5 8,5 0,9 2 3 0,3
2,3 5,2 1,3 0 0 0,0
2,4 4,1 0,7 0 1 1,0
3.5 0 1 1,0
28 2,6 5,3 1,0 0 1 1,0
2,3 2,3 0,0 0 1 1,0
4,5 7,3 0,6 2 4 0,5
4,5 8,5 0,9 1 3 0,7
32 7,5 1,3 1 2 0,5
4.4 7,9 0,8 1 3 0,7
feat - Cl- 4.6 8.4 0.8 2 1 0.0
3,5 7,5 1,1 3 3 0,0
32 7 1,2 0 1 1,0
32 5 0,6 0 0 0,0
29 3,6 7,6 1,1 1 1 0,0
3 3,6 0,2 0 0 0,0
2,5 6,1 1,4 0 2 1,0
3,9 7,5 0,9 0 0 0,0
4,7 9 0,9 2 2 0,0
2,9 3,5 0,2 0 3 1,0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
42 8.4 1.0 0 3 1.0
3.2 5.1 0.6 1 2 0.5
2.8 6.2 12 1 2 0.5
35 3.5 0,0 1 1 0.0
3.5 5.4 0.5 0 3 1.0
ci- 30 3.6 5.7 0.6 0 2 1.0
2.7 5 0.9 0 2 1.0
41 7.7 0.9 0 1 1.0
3.9 72 0.8 0 0 0.0
3.2 6 0.9 1 1 0.0
3.7 74 1.0 0 0 0.0
33 6 0.8 1 1 0,0
2.4 0 0 0,0
3,5 5.6 0,6 0 0 0,0
. 3.1 3.5 0.1 0 0 0,0
43 7.9 0.8 2 3 0,3
2,6 0 0 0,0
2.7 6.9 1.6 1 0 0.5
2.7 3.9 0.4 0 2 1,0
4,6 8 0,7 0 2 10
2.8 73 16 0 0 0.9
23 4.1 0.8 0 0 0.8
2,6 72 1.8 0 0 0,7
3,7 7.2 0,9 1 1 0,0
74uM 42 42 0,0 0 0 0,0
featw o3 32 44 9 1.0 1 5 0.8
2.4 3.8 0,6 1 2 0.5
32 7.4 13 0 1 1.0
3 6.8 13 0 0 0,0
2.8 7.6 17 0 0 0,0
3.1 7.8 15 0 3 1.0
3.4 7.1 1,1 0 0 0,0
3 4 03 0 2 1.0
44 9.1 1.1 1 1 0,0
53 2,6 5.9 13 2 2 0,0
3.4 73 1.1 1 4 0.8
25 6.4 1,6 0 3 1,0
3.6 0,0 0 0 0,0
2.8 6.5 13 2 2 0.0
33 6.5 1.0 1 2 0.5
4 5.6 0.4 3 4 0.3
3.6 3.6 0,0 1 1 0.0
35 3.5 0,0 1 2 0.5
3 3 0,0 1 1 0.0
oM 2.9 3.6 0.2 1 1 0.0
AICI3 45 45 0,0 1 1 0.0
2.8 2.8 0,0 0 0 0.0
3 7 13 0 0 0.0
4 5.8 0.5 3 2 0.0
4 5. 03 3 3 0,0
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
3,1 3,8 0,2 2 3 0,3
34 3,4 0,0 2 1 0,0
2,7 3 0,1 1 1 0,0
2,5 2,8 0,1 0 3 1,0
35 3 3,1 0,0 2 0
3,1 3,2 0,0 1 1 0,0
3,3 2,5 0,0 0 1 1,0
4 4 0,0 1 1 0,0
3,3 3,7 0,1 0 4 1,0
Leatu 370uM 2,7 2,9 0,1 0 1 1,0
AICI3 34 6,3 0,9 0 1 1,0
2,7 6,1 1,3 1 1 0,0
3,1 3,5 0,1 0 0 0,0
2,4 2,5 0,0 0 1 1,0
36 4 6,5 0,6 0 2 1,0
3,1 6,9 1,2 0 1 1,0
4,3 4,7 0,1 0 0 0,0
2,5 4,5 0,8 0 0 0,0
2,5 3,5 0,4 0 1 1,0
2,7 3,8 0,4 0 0 0,0
2,3 4,5 1,0 9 15 0,4
3 5,4 0,8 7 12 0,4
3,3 5,3 0,6 1 4 0,8
3,3 6,1 0,8 2 10 0,8
37 2,4 4,6 0,9 5 12 0,6
42 6,7 0,6 2 11 0,8
3,8 6,2 0,6 5 13 0,6
43 6,7 0,6 4 9 0,6
3 5,5 0,8 1 3 0,7
3,5 6 0,7 1 6 0,8
4 6,5 0,6 4 17 0,8
3,9 6,2 0,6 6 13 0,5
2,7 5,7 1,1 3 14 0,8
3,9 6,5 0,7 9 18 0,5
. 3,9 6,2 0,6 6 17 0,5
Tupi —cd- 38 4,1 6,1 0.5 3 18 0.8
32 0,0 3 17 0,8
2,4 5 1,1 4 11 0,4
3,5 6,5 0,9 1 7 0,9
3,7 6 0,6 6 17 0,6
2,7 5,5 1,0 2 6 0,7
32 0,0 2 10 0,8
3 6,5 1,2 4 18 0,8
3,1 6 0,9 3 6 0,5
39 2,8 5,2 0,9 4 13 0,7
2,2 3,2 0,5 2 5 0,6
2,5 5 1,0 2 5 0,6
3,6 5,8 0,6 2 7 0,7
3,6 6,2 0,7 8 20 0,6
3.8 6,7 0,8 5 12 0,6
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
2,9 5,7 1,0 3 6 0,5
4,1 6,9 0,7 11 20 0,5
3,7 7,4 1,0 6 14 0,6
34 5,5 0,6 4 8 0,5
40 3,8 6,7 0,8 4 12 0,7
3,5 5,5 0,6 4 12 0,7
3,1 5 0,6 7 1
3,5 6,5 0,9 6 13 0,5
2,9 6,4 1,2 10 13 0,2
3,1 6 0,9 5 9 0,4
34 6,1 0,8 2 15 0,9
3,5 6,3 0,8 1 4 0,8
3,5 5,5 0,6 7 21 0,7
2,6 4,8 0,8 4 6 0,3
74uM 41 2,9 5,7 1,0 11 14 0,2
AICI13 2,8 4,6 0,6 9 17 0,5
4 6,5 0,6 5 9 0,4
3 5,9 1,0 4 12 0,7
2,6 5,4 1,1 3 7 0,6
34 6,4 0,9 10 10 0,0
3,7 6,4 0,7 5 15 0,7
3,3 4,5 0,4 4 12 0,7
4,3 7,6 0,8 6 16 0,6
3,1 5,1 0,6 5 12 0,6
. 34 5,1 0,5 3 8 0,6
Tupi 42 4,1 6 0,5 4 16 0.8
3 6,1 1,0 4 13 0,7
3,6 7,2 1,0 6 14 0,6
3,7 5,1 0,4 5 10 0,5
3,7 7,6 1,1 5 14 0,6
3,2 5,4 0,7 6 19 0,7
2,8 4,9 0,8 0 4 1,0
3,6 6,3 0,8 4 12 0,7
3,8 7 0,8 3 14 0,8
a3 3,7 6,2 0,7 6 18 0,7
3 3,2 0,1 2 11 0,8
4 6,7 0,7 6 13 0,5
3,1 4,5 0,5 5 11 0,5
4 6 0,5 6 17 0,6
370uM 32 42 0,3 0 0 0,0
AICI3 2,7 4,1 0,5 10 16 0,4
34 5,2 0,5 4 14 0,7
3,6 4,6 0,3 7 12 0,4
2,8 5,2 0,9 3 8 0,6
a4 32 5,9 0,8 4 13 0,7
3,8 6,4 0,7 7 13 0,5
3,1 4,7 0,5 4 12 0,7
3,1 4,7 0,5 1 6 0,8
3 5,7 0,9 4 10 0,6
3,1 6 0,9 5 9 0,4
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Ninicial

Cult. Trat. B  Cinicial (cm) Cfinal (cm) CRR (cm) (cm) Nfinal (cm) NRR (cm)
3,9 6,9 0,8 9 17 0,5
3,6 4,5 0,3 4 12 0,7
3,7 5,5 0,5 6 11 0,5
3,7 42 0,1 5 16 0,7
370uM 32 4,4 0,4 5 16 0,7
Twl oz # 3 5,5 0.8 3 12 0.8
32 6,5 1,0 4 13 0,8
3,7 6,8 0,8 5 6 0,2
3,9 5,9 0,5 4 26 0,8
3 5,4 0,8 5 7 0,3
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