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RESUMO 

 

A partir da expansão da fronteira agrícola, o cultivo de espécies do 

gênero Coffea expandiu-se para áreas marginalizadas em termos de fertilidade 

de solos, como o Cerrado brasileiro. Os primeiros trabalhos relacionados ao 

levantamento das características deste ambiente evidenciaram, dentre outros 

aspectos,  os problemas relacionados à toxidez do alumínio e a baixa 

disponibilidade de fosfatos. Apesar das técnicas aplicadas para a correção destes 

problemas serem amplamente difundidas, estas não são facilmente aplicadas em 

cultivos perenes e, além disso, baseiam-se na alteração do ambiente para o 

cultivo do vegetal, o que pode culminar em impacto ambiental. Dessa forma, o 

estudo dos mecanismos moleculares relacionados à adaptação pode impulsionar 

o desenvolvimento de programas de melhoramento genético, convencional e 

baseado em biotecnologia, que culminem na manutenção da produtividade do 

setor cafeeiro de forma sustentável. Neste contexto, a partir deste trabalho, 

objetivou-se elucidar os membros da família gênica Multi drug and toxic 

compound extrusion (MATE) em Coffea canephora afim de identificar, dentre os 

diversos membros desta família multifuncional,  genes relacionados à tolerância 

ao alumínio e analisar a influência destes genes sobre os mecanismos de 

tolerância à este estresse em Coffea arabica. O estudo  in silico da família 

MATE possibilitou a identificação de 60 proteínas presentes em C. canephora. 

Destacaram-se as proteínas CcMATE7 e CcMATE43 provavelmente 

relacionadas ao transporte de alcalóides em C. canephora, também alguns 

potenciais transportadores de flavonóides, CcMATE18 e CcMATE20 e a 

proteína CcMATE42, potencialmente associada ao efluxo do ânion citrato, que 

pode minimizar os efeitos tóxicos do alumínio solúvel e auxiliar a absorção de 

fosfatos. A partir deste candidato em potencial, foram identificados dois genes 

homeólogos em C. arabica, um relacionado ao subgenoma derivado do ancestral 

C. canephora (CaMATE_C) e outro do ancestral C. eugenióides (CaMATE_E). 

A partir de um experimento em hidroponia, foi demonstrado por RT-qPCR que 

estes homeólogos apresentam perfis distintos de expressão gênica sob estresse 

causado por exposição ao alumínio. O gene CaMATE_E foi considerado mais 

responsivo à este estímulo e com perfil de expressão condizente com a 

exsudação de citrato, mesmo não havendo elementos cis-regulatórios 

especificamente relacionados à tolerância à alumínio que expliquem esta 

diferença. Em conclusão, este trabalho pode fornecer informações relevantes 

para os estudos relacionados aos mecanismos de adaptação de espécies do 

gênero Coffea à solos ácidos, sendo estes pertinentes para o cultivo produtivo e 

sustentável do cafeeiro neste ambiente. 

 

Palavras-chave: homeólogo; citrato; Coffea canephora; Coffea eugenioides 



 

 

ABSTRACT 

 

Since the agricultural boundaries expansion, the cultivation of Coffea 

genus species expanded to poor soil fertility areas, like the Brazilian Cerrado. 

The precursors works on survey of this environmental characteristics revealed, 

beside other factors, the aluminium toxicity and low phosphate bioavailability 

problems. Although the techniques to overcome this issue were quickly 

widespread, they are not simple to apply on perennial crops and are based on 

environmental modifications to sustain the cultivation. On this way, the 

elucidation of molecular mechanisms related to crop adaptation can stimulate 

coffee breeding programs development, both on conventional and 

biotechnological ways, that could maintain the productivity in a sustainable 

mode. So, the aim with this work was to elucidate the Multi drug and toxic 

compound (MATE) gene family on Coffea canephora to identifiy, among other 

members of this multinfunctional family, related genes to aluminium tolerance 

and to analyze its influence over Coffea arabica tolerance mechanisms. 60 

MATE members were identified on C. canephora, divided in many groups and 

possibly related to specific functions. Some proteins were highlighted, 

CcMATE7 and CcMATE43, related to alkaloid transport, some flavonoids 

transporters, CcMATE18 and CcMATE20 and CcMATE 42, potentially 

associated to citrate efflux that can minimize acid soils constraints. Through this, 

homeologs genes on Coffea Arabica were identified, related to subgenomes 

derived by C. canephora (CaMATE_C) ancestor and other by Coffea 

eugenioides (CaMATE_E). With an experiment conducted on hydroponic 

culture, it was demonstrated through RT-qPCR that this homeologs have distinct 

gene expression profiles under aluminium stress and CaMATE_E was consider 

more responsive to this condition, with the citrate release consistent to 

expression profile, even any  differences on cis-regulatory elements specifically 

related to aluminium tolerance were found. By conclusion, this work can sustain 

relevant information to Coffea adaptative mechanism to acid soils, important for 

the sustainable and productive coffee cultivation. 

 

Keywords: homeologous; citrate; Coffea canephora; Coffea eugenioides 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Com excessão das regiões congeladas do planeta, aproximadamente 

30% da porção continental é constituída por solos ácidos (pH inferior à 5,5) e a 

porção da América Latina corresponde à cerca de 7% deste montante (VON 

UEXKULL; MUTERT, 1995). No Brasil, este tipo de solo compreende cerca de 

207 Mha do território (27% da área continental) (Thomas et al., 1999). 

Dentre às adversidades para as práticas agrícolas em solos deste tipo, 

pode-se destacar a reduzida disponibilidade de fósforo (SHEN et al., 2011) e os 

efeitos tóxicos do alumínio solúvel (ZHOU et al., 2014). Estes percalços 

dificultam o aumento da produtividade agrária brasileira para diversas 

commodities, dentre elas, o café, que exprime relevância social e econômica para 

o Brasil a partir, principalmente, da geração de empregos e comercialização dos 

grãos e seus derivados nos mercados interno e externo.  

A estimativa da produção para a safra de 2016 é de, aproximadamente, 

51 milhões de sacas de café beneficiado e, em 2015, o montante da receita bruta 

foi acima de R$17 bi (CONAB, 2016). O país já é responsável por suprir a 

demanda de quase 40% do consumo mundial de café (CeCafé, 2016) e a porção 

marjoritária do cultivo do cafeeiro é conduzida em solos ácidos (DIAS et al., 

2015). 

Neste sentido, o melhoramento genético das cultivares de cafeeiro em 

relação à adaptação à este ambiente é indispensável para o aumento dos níveis 

de produtividade desta cultura.  

Alguns estudos já foram realizados à cerca de mecanismos pelos quais a 

espécie Coffea arabica responde ao estresse causado pela toxicidade por 

alumínio (BAZZO et al., 2013;  RAMIREZ-BENITEZ; CHEE-GONZALEZ; 

HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2008), bem como triagens entre diferentes 

cultivares em relação à tolerância a solos ácidos (DE MACEDO et al., 2011); 
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SILVA et al., 2002). Apesar da relevância e contribuição destes trabalhos, há 

demanda para geração de conhecimento à respeito de genes associados à 

resposta do cafeeiro à toxicidade por alumínio, para que estes auxiliem em 

programas de melhoramento como marcadores moleculares ou alvos para 

estratégias de transformação genética. 

Vale ressaltar que proteínas de membrana com funções de transporte são 

fundamentais e destacam-se como pontos-chave nos processos de interação 

planta-ambiente,  no modo como estas absorvem e utilizam nutrientes e água 

(SCHROEDER et al., 2013). Com o intuito de intensificar a adaptabilidade do 

cafeeiro aos estresses advindos do cultivo em solos ácidos, é pertinente o estudo 

da família gênica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE), 

caracterizada por proteínas de membrana relacionadas à diversos processos 

metabólicos nos organismos, inclusive à tolerância ao alumínio em vegetais 

(TAKANASHI, K.; SHITAN; YAZAKI, 2014). 

Este mecanismo de tolerância acontece por meio do efluxo do íon citrato 

para a rizosfera mediado por estas proteínas, o que acarreta na quelatização do 

alumínio solúvel em solos com pH ácido e consequente diminuição da 

permeabilidade da célula a este metal, evitando os efeitos nocivos à planta 

(KOCHIAN et al., 2015).  

Além de influenciar na tolerância ao alumíno, pode-se enfatizar que 

alguns genes MATE podem interferir na absorção de fosfato por intermédio, 

também, da exsudação de citrato (KOSTIC et al., 2015;  WANG, Z. et al., 

2014), fato este que reitera o potencial  desta família de transportadores de 

membrana para estratégias de engenharia genética visando incremento da 

adaptabilidade à ambientes como o cerrado brasileiro. 

Alguns trabalhos já demonstraram sucesso na obtenção de cafeeiros 

geneticamente modificados (ALBUQUERQUE et al., 2009;  PETITOT et al., 

2013;  RIBAS et al., 2011) e o estudo desses genes relevantes para a adaptação a 
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solos ácidos poderá subsidiar, dentre outros aspectos, a obtenção de plantas com 

modificações genéticas pontuais para o aprimoramento da tolerância. 

 

 

2. CAFEEIRO 

 

O cafeeiro pertence à família Rubiaceae, a quarta maior família dentre 

as angiospermas, composta por 660 gêneros e 11.550 espécies (Robbrecht e 

Manen, 2006). O gênero Coffea compreende mais de 103 espécies, dentre as 

quais 72 estão consideradas em risco de extinção e, apenas Coffea arabica, 

Coffea canephora e Coffea liberica são utilizadas para produção de bebidas, 

com destaque para C. arabica (DAVIS et al., 2006). 

A espécie Coffea arabica é a única autógama e tetraplóide (2n = 4x = 

44) do gênero Coffea. Caracteriza-se por ser anfidiploide, originada a partir da 

hibridização natural entre as espécies C. canephora e C. eugenioides, sendo os 

dois subgenomas constituintes de C. arabica pouco divergentes em relação aos 

progenitores (LASHERMES et al., 1999). A figura 1 esquematiza esta 

hibridização. 

Nesta espécie, os genes de cada subgenoma (derivados dos ancestrais C. 

canephora e C. eugenioides) contribuem de modo diferencial para processos 

específicos. Em alguns casos, há expressão preferencial de genes derivados de 

um dos subgenomas em detrimento aos genes homeólogos do segundo 

subgenoma e isto ocorre de modo variado em relação à processos metabólicos, 

tecidos e condições ambientais (COMBES et al., 2015;  MONDEGO et al., 

2011;  VIDAL et al., 2010). 
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Figura 1: Representação do surgimento da espécie Coffea arabica 

 

Fonte: Vidal et al., 2010. 

 

Em relação ao histórico da utilização destas espécies pelo homem, 

relatos apontam que o início do cultivo de cafeeiros deu-se no século XV (1440), 

por povos árabes, a partir de sementes coletadas na Etiópia, centro de origem da 

espécie C. arabica. A partir de 1690, os holandeses iniciaram o cultivo do 

cafeeiro na Indonésia, de onde esta prática foi propagada (NEVES, 1974).  
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No Brasil, a cultura do café iniciou-se em 1727, no Pará e, em 1732, 

ocorreu a primeira exportação. A partir de 1932 deu-se início a um plano amplo 

de estudos a cerca da sistemática, citologia, genética, biologia da reprodução e 

técnicas agronômicas relacionadas ao cafeeiro no Instituto Agronômico de 

Campinas (IAC) e, desde então, novas cultivares foram desenvolvidas e o 

cultivo tem se expandido pelo Brasil (CARVALHO et al., 2007). 

A produção brasileira de café rendeu, em valor bruto no período de 

janeiro a setembro de 2015, valores superiores a 18 bilhões de reais. A 

participação é distinta entre as regiões do Brasil, sendo o sudeste o detentor da 

maior contribuição (84,85%) seguido pelas regiões nordeste (8,38%), sul 

(3,11%), norte (2,55%) e centro-oeste (1,11%). Na região sudeste, o estado de 

Minas Gerais é o maior contribuinte para o valor bruto da produção, 

correspondente à cerca de 10 bilhões de reais e representa 56,14% do valor bruto 

total da produção brasileira (IBGE, 2015). 

O café como commodity ocupa a 5ª posição no quadro de exportações do 

agronegócio brasileiro, com o valor de, aproximadamente, 4 bilhões de dólares 

no período de janeiro à agosto de 2015. Este valor corresponde a 6,9% das 

exportações do agronegócio e, do total de café exportado, cerca de 89,87% 

ocorre em forma de café verde (MAPA/SPA/DCRR, 2015). 

Como pode ser constatado a partir da análise do gráfico na figura 2, o 

consumo interno de café no Brasil apresenta um comportamento crescente 

estável, à uma taxa de aumento de, aproximadamente, 2,5% em 24 anos, com a 

produção de 20,3 milhões de sacas em 2014 (ABIC, 2014). 
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Figura 2: Consumo anual de café no Brasil de 1990 à 2014 (ABIC, 2014). 

 

Fonte: ABIC, 2014. 

 

A bebida elaborada a partir dos grãos do cafeeiro moídos e torrados, o 

café, é considerada um alimento funcional devido às substâncias com potencial 

bioativo. Além disso, outros produtos baseados no cafeeiro são consumidos com 

este intuito, como os frutos verdes, óleos, extratos, casca, mucilagem, 

pergaminho e epiderme (pele prateada) (ESQUIVEL; JIMENEZ, 2012). 

Dentre os efeitos benéficos do consumo de café, pode-se destacar alguns 

estudos recentes, os quais atestam que mulheres que consomem 3 chícaras de 

café diariamente diminuem em 54% as chances de desenvolverem carcinoma 

hepatocelular (PETRICK et al., 2015) e que o aumento do consumo de café está 

associado à diminuição do risco de desenvolvimento de melanomas cutâneos 

malignos (GUERTIN et al., 2015). 
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A produção de café no Brasil concentra-se em áreas de solos ácidos com 

altos níveis de matéria orgânica e, portanto, é afetada pela toxicidade devido à 

presença de íons de alumínio solúveis (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2014). 

Alguns estudos têm sido executados a respeito dos aspectos fisiológicos, 

bioquímicos e genéticos associados à influência do alumínio em plântulas e 

suspensões celulares de cafeeiro (BAZZO et al., 2013;  RAMIREZ-BENITEZ et 

al., 2008). 

Estes estudos apontam para estratégias diferenciais entre os diferentes 

cultivares desta espécie, como mecanismos de tolerância interna através de 

compartimentailização dos íon Al
3+

 e de exclusão, via exsudação de compostos 

orgânicos (BAZZO et al., 2013). 

Além da presença de alumínio, estas áreas onde expandiu-se o cultivo do 

cafeeiro são marginalizadas em termos de fertilidade e, o fósforo, destaca-se 

como um dos nutrientes limitantes na produção, pois encontra-se em baixa 

concentração nos solos brasileiros (DIAS et al., 2015). 

Nos últimos 20 anos, a biotecnologia têm propiciado avanços que 

podem ser aplicados ao cultivo do cafeeiro e auxiliar o desenvolvimento de 

cultivares tolerantes à condições ambientais desfavoráveis para a produtividade.  

Entre estes avanços, pode-se citar isolamento e caracterização de 

promotores em potencial para transformação genética (MARRACCINI et al., 

2003;  ROGERS et al., 1999), sequencimento de sequências expressas da 

espécie C. canephora (ESTEVESVIEIRA et al., 2006), sequenciamento do 

genoma completo de C. canephora (DENOEUD et al., 2014) e desenvolvimento 

de plantas transgênicas em escala laboratorial (ALBUQUERQUE et al., 2009;  

BARBOSA et al., 2010;  KUMAR et al., 2006;  RIBAS et al., 2011;  RIBAS et 

al., 2005). Este conhecimento gerado dá suporte para o desenvolvimento de 

estratégias de melhoramento do cafeeiro para diversos viés, inclusive para a 

adptação à solos ácidos de maneira produtiva. 
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3. TOXICIDADE DE ALUMÍNIO E DISPONIBILIDADE DE 

FÓSFORO EM SOLOS ÁCIDOS. 

 

Solos com pH inferior à 5,5 são considerados solos ácidos e, 

basicamente, os fatores que influenciam negativamente o desenvolvimento 

vegetal incluem altas concentrações de alumínio em forma iônica, manganês e 

ferro, além da baixa disponibilidade de alguns elementos, como o fósforo, que é 

o nutriente limitante para produtividade neste tipo de solo (KOCHIAN; 

HOEKENGA; PINEROS, 2004). 

Como pode ser analisado na figura 3, os solos com pH ácido encontram-

se marjoritariamente nos trópicos e na região norte temperada e compreendem 

parte considerável da porção de solos aráveis do planeta (IGBF-DIS, 1998). 

 

Figura 3: Distribuição dos solos em âmbito global de acordo com o pH. 

 

Fonte: IGBF-DIS, 1998. 
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Muitos destes solos são naturalmente pobres em teores de fósforo ou 

então caracterizam-se pelo alto índice de fixação de fosfato, resultando na 

necessidade de aplicações de fertilizantes fosfatados para que sejam alcançados 

níveis satisfatórios de produtividade. Consequentemente, o manejo neste tipo de 

solo requer calagem para elevação do pH, adubação fosfatada, a implementação 

de práticas que reduzam os efeitos da acidez, o que dispende recursos 

financeiros (DELHAIZE et al., 2000). 

Em solos neutros ou ligeiramente ácidos (5,5 < pH < 7) o alumínio, 

metal mais abundante no solo, encontra-se complexado de forma estável com 

oxigênio e sílica. Porém, este metal solubiliza-se em sua forma iônica em solos 

acidificados, tornando-se disponível para a absorção pelos vegetais e, desta 

forma, inibe severamente o desenvolvimento radicular (MATSUMOTO, 2000). 

As savanas da América Latina compreendem 50% da totalidade deste 

bioma no planeta e a savana brasileira, o cerrado, destaca-se como a maior (207 

Mha enquanto que a segunda colocada em termos de tamanho, a savana da 

Venezuela, possui apenas 28 Mha) (THOMAS e LOPES, 1999). Em 

levantamento amostral, com cobertura de 33% do cerrado brasileiro, foi 

demonstrado que 49% das amostras possuíam pH < 5,0 e 50% com valores entre 

5,0 e 5,9. Além disso, foi constatado que 90% das amostras possuíam níveis 

baixos de fósforo, cerca de 2 mg/dm
3
 (LOPES e COX, 1977). 

Os níveis baixos de fósforo biodisponível explicam-se pela adsorção do 

fosfato na superfície de óxidos e hidróxidos de alumínio e ferro, além da 

formação de complexos estáveis com estes metais (PINTON et al., 2007). 

As maneiras pelas quais os vegetais tolerantes se adaptam a este tipo de 

ambiente são diversas, porém, pode-se destacar a exsudação de compostos na 

rizosfera que exercem função, de forma direta ou indireta, na minimização dos 

efeitos tóxicos do alumínio e na disponibilidade de fósforo (figura 4). Dentre os 

esxudados, destacam-se os ácidos orgânicos (HOCKING et al., 2000). 
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Este mecanismo de liberação de ácidos orgânicos é o mais estudado 

entre os processos de tolerância ao alumínio por mecanismos de exclusão 

(KOCHIAN et al., 2015) e também exerce efeito significativo na 

biodisponibilização de fosfato, principalmente tratando-se da exsudação de 

citrato (PINTON et al., 2007). 

Em estudos com cafeeiro já foi constatada a liberação de ácidos 

orgânicos, principalmente citrato e malato, em resposta às condições de pH 

ácido e estresse por alumínio, porém a magnitude de exsudação pode diferir 

entre cultivares (SILVA et al., 2002), tanto quanto a estratégia para tolerar o 

estresse (BAZZO et al., 2013) que pode basear-se em mecanismos de exsudação 

ou diminuição dos efeitos tóxicos em âmbito intercelular.  

 

Figura 4: Mecanismos de interação entre a rizosfera e o fósforo. 

 

Legenda: O esquema está focado, principalmente, na influência da exsudação de 

açúcares, ácidos orgânicos, íons H
+
 e fosfatases na microbiota da rizosfera e 

disponibilização de fósforo. 

Fonte: HOCKING et al., 2000. 



22 
 

 

 

 

4. GENES MATE E A TOLERÂNCIA À SOLOS ÁCIDOS 

 

A família gênica MATE (“Multi drug and toxic compound extrusion”) é 

constituída por vários representantes, tanto em organismos procariotos quanto 

em eucariotos. É uma família de proteínas de membrana transportadoras de íons 

do tipo antiporte, por gradiente eletroquímico de íons H
+
 ou Na

+
 (TAKANASHI, 

K. et al., 2014). 

A maioria dessas proteínas possui de 400 a 550 resíduos de 

aminoácidos, porém podem variar de 400 a 700 resíduos. Caracterizam-se por 

possuir 12 domínios transmembranares, contudo, aparentemente, não há uma 

sequência consenso conservada em todos os membros da família (OMOTE et 

al., 2006). 

Dentre as funções em estudo destes genes, a influência do transporte de 

ácidos orgânicos, como citrato,  na tolerância à toxicidade de alumínio em solos 

ácidos tem sido amplamente explorada e, os primeiros genes MATE  

caracterizados que codificam proteínas deste tipo em vegetais foram isolados em 

Sorghum bicolor (SbMATE) (MAGALHAES et al., 2007) e em Hordeum 

vulgare (HvAACT1) (FURUKAWA et al., 2007). 

Desde então, diversos representantes desta família gênica associados ao 

efluxo de citrato têm sido estudados, como o TaMATE de Triticum aestivum 

(RYAN et al., 2009), ZmMATE de Zea mays (MARON et al., 2010), EcMATE 

de Eucalyptus camaldulensis (SAWAKI et al., 2013) e BoMATE de Brassica 

oleracea (WU et al., 2014), dentre outros. Comprovadamente, esses membros da 

família MATE exercem influência sobre a exsudação de citrato em suas espécies 

de origem. 

Como característica singular, as proteínas relacionadas a este processo 

possuem, especificamente, uma região conservada entre o segundo e o terceiro 
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domínio transmembranar, caracterizada por um “loop” interno à membrana 

plasmática (Figura 5) (LIU et al., 2009). 

 

Figura 5: Topologia comum predita para proteínas da família MATE 

transportadoras de citrato 

 

Fonte: Liu et al., 2009. 

 

Estes genes descritos relacionados à liberação de citrato são 

fundamentais no mecanismo de tolerância das plantas ao alumínio. O citrato 

interage com o alumínio em proporção 1:1, quelando-o a partir de duas maneiras 

possíveis: 1-  a partir dos três grupamentos ácido carboxílicos, sendo dois 

periféricos e um central; 2- a partir do grupamento ácido carboxílico central, um 

dos periféricos e uma hidroxila central (MUJIKA et al., 2012). A estrutura 

molecular do ácido cítrico pode ser visualizada na figura 6. 

Dessa forma, o citrato impede a interação do alumínio na forma 

catiônica (Al
3+

) com a membrana plasmática vegetal, sendo esta o principal alvo 

da toxidez deste metal que pode afetar a homeostase dos fosfolipídeos (POOT-

POOT; HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2011) .Além disso, o efeito tóxico do 

alumínio sobre a zona de transição distal nos ápices radiculares pode culminar 

em alterações no transporte basípeto da auxina ácido indol-3-acético (AIA), que 

estão associadas à diminuição das taxas de elongação radicular (ZHOU et al., 

2014). 
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Figura 6: Fórmula estrutural da molécula de ácido cítrico (C6H8O7). 
 

 

Fonte: PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov) 

 

A regulação transcricional destes genes em relação ao estresse causado 

pelo alumínio é variável. Em suas espécies de origem, os genes SbMATE, 

AtMATE, ZmMATE1, VuMATE1, OsFRDL4 e ScFRDL2 são induzidos pelo 

alumínio, enquanto que HvAACT1 e TaMATE1 são expressos de maneira 

constitutiva, porém mais elevada em cultivares tolerantes (LIU, J. P.; PINEROS; 

KOCHIAN, 2014).  

Alguns aspectos da indução à resposta ao estresse por alumínio 

envolvendo estes genes já são elucidados.  

O fator de transcrição sensitive to proton rhizotoxicity1 (STOP1), 

inicialmente associado à ativação da expressão de genes da família aluminium 

activated malate efflux (ALMT), é um dos principais reguladores de genes MATE 

e atua como elicitor da expressão, sensível tanto à presença do íon Al
3+

 quanto à 

pH ácido (DELHAIZE; MA; RYAN, 2012). 

https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Em Sorghum bicolor, o sítio de maior expressão do gene SbMATE 

localiza-se na zona de transição distal em ápices radiculares de variedades 

tolerantes ao alumínio, justamente onde ocorre a interação com o alumínio e esta 

ativação da expressão está relacionada temporalmente à produção de espécies 

reativas de oxigênio (EROs) (SIVAGURU; LIU; KOCHIAN, 2013). 

Contudo, a dinâmica do mecanismo de resposta ainda não está 

totalmente esclarecida, restam dúvidas quanto à percepção do estresse, à 

ativação dos fatores de transcrição, dentre outras. Um panorama geral deste 

mecanismo, incluindo outros transportadores, como os ALMTs, pode ser 

observado na figura 7 (LIU, J. P. et al., 2014). 

As maneiras pelas quais ocorre a percepção do estresse em detrimento 

ao alumínio ainda não estão em consenso, acredita-se que pode ser por 

intermédio de um receptor membranar, a partir do influxo de íons Al
3+

 para o 

citoplasma, onde haveria uma cascata de reações ligadas aos mecanismos 

oxidativos ou simplesmente por variações no pH ou concentrações 

citoplasmáticas de Ca
2+

 e K
+
. Qualquer uma dessas formas de percepção pode 

culminar na ativação de fatores de transcrição por meio de, por exemplo, 

fosforilações e estes irão influenciar a regulação transcricional de genes 

relacionados à tolerância à este metal, como os da família MATE (LIU et al., 

2014). 
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Figura 7: Panorama geral da resposta celular relacionada aos genes MATE 

contra o estresse causado por alumínio. 

 

 

Legenda: A percepção celular da presença de íons Al
3+

 pode ocorrer de maneira direta 

por sensores membranares e por interações intracelulares com este metal ou 

indiretamente por meio de variações no pH, potássio e cálcio. A partir disso, proteínas 

de regulação, como a STOP, intermedeiam a ativação de genes que codificam proteínas 

relacionadas à tolerância ao estresse, como as proteínas de membrana MATE, por onde 

ocorre o efluxo de citrato que irá quelatizar os íons Al
3+

 na rizosfera, minimizando os 

efeitos tóxicos às raízes. 

Fonte: LIU et al., 2014.  
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Além da regulação da expressão gênica por interferência da ação de 

fatores de transcrição, variações genômicas estruturais também influenciam a 

tolerância ao alumínio mediada pelos genes MATE. Em estudos com milho, foi 

constatado que variedades com três cópias de genes MATE idênticas e em 

tandem apresentaram tolerância superior ao alumínio, em função do aumento na 

expressão destes genes em detrimento do número de cópias (MARON et al., 

2013). 

Em cevada, a inserção de um fragmento de 1 kb à 4,8 kb de distância do 

start codon ocorre apenas em variedades tolerantes ao alumínio e apresenta 

relação direta tanto com a expressão do gene HvAACT1 (membro da família 

MATE em cevada) tanto com a exsudação de citrato (FUJII et al., 2012). 

Outro aspecto interessante dos genes MATE e da exsudação de citrato é 

a possibilidade de aumento na absorção de fósforo devido ao aumento da 

biodisponibilidade deste elemento, por consequência de mudanças no equilíbiro 

iônico do solo. Em Fragaria x ananassa e Lupinus albus, os genes FaMATE5 e 

LaMATE são superexpressos em condições de deficiência de fósforo e afetam 

positivamente os níveis de absorção deste nutriente (UHDE-STONE et al., 

2005;  VALENTINUZZI et al., 2015). 

Alguns efeitos positivos da aplicação destes genes em estratégias de 

melhoramento genético já estão descritos em literatura. Em Sorghum bicolor, o 

locus AltSB, referente ao gene SbMATE, está associado positivamente com a 

produtividade da espécie em solos ácidos e foi relatado um incremento de 

produção de grãos de 0,6 ton.ha
-1

 neste tipo de ambiente por influência deste 

gene. Além disso, devido à expressão específica da proteína nos ápices 

radiculares e regulação transcricional restrita ao estresse por alumínio, não foi 

constatada penalidade na produção em ambientes sem o referido estresse 

(CARVALHO, G. et al., 2016). 
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5. CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

O cafeeiro representa importância para a economia brasileira, pelo fato 

do café ser um produto que encontra-se no topo do ranking do quadro de 

exportações do agronegócio. Além disso compõe a dieta diária mundial, sendo 

fonte de compostos bioativos, e um dos maiores desafios para o cultivo 

produtivo e sustentável desta espécie está relacionado ao plantio em solos 

ácidos. 

Para que o cultivo neste ambiente seja eficiente são necessários, 

principalmente, mecanismos de minimização dos efeitos tóxicos dos íons Al
3+

 

disponíveis e de aumento da biodisponibilidade de fosfato. As técnicas atuais 

baseiam-se na modificação deste ambiente, porém seria mais sustentável 

recorrer a maneiras de adaptar a planta à estas condições, afim de diminuir os 

impactos ambientais e o custo para o produtor. 

Dessa forma, estratégias de melhoramento genético para a adptação do 

cafeeiro à solos ácidos podem envolver genes-alvo da família Multi drug and 

toxic compound extrusion (MATE), já que alguns membros estão relacionados ao 

o efluxo de citrato mediante estresse por variações de pH, toxidez causada por 

alumínio e deficiência de fósforo. Este ânion liberado na rizosfera de modo 

controlado pela regulação transcricional dos respectivos genes, pode auxiliar na 

tolerância ao Al
3+

 e absorção de fosfato e contribuir para um avanço 

biotecnológico que culmine no aprimoramento do cultivo de espécies do gênero 

Coffea neste tipo de ambiente. 
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CAPÍTULO 2: Estudo in silico da família Multi drug and toxic compound 

extrusion em Coffea canephora. 
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RESUMO 

 

A família gênica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE) é composta 

por membros relacionados a diversos processos metabólicos e mecanismos de 

resposta à condições ambientais. As proteínas codificadas por estes genes 

possuem estrutura em comum, porém apresentam divergências específicas que 

permitem a subdivisão em grupos, os quais, geralmente relacionam-se à funções 

específicas. Por isso, ensaios filogenéticos e análises de similaridades podem 

fornecer informações relevantes para a caracterização desta família em espécies 

que possuem o genoma sequenciado. No entanto, para que os dados sejam 

representativos da realidade, é necessário que a predição do modelo gênico seja 

validada por análises específicas, como a comparação com bibliotecas de cDNA. 

Apesar da importância destas proteínas para as plantas, esta família não é 

elucidada em espécies do gênero Coffea e nem mesmo da subclasse Asterideae. 

A partir dessas constatações, objetivou-se com este trabalho, identificar os genes 

da família MATE em C. canephora, bem como validar a predição gênica para  

estes membros mediante confronto dos dados contra bibliotecas de cDNA 

provenientes de ensaios de RNA-seq, além de associar alguns membros à 

potenciais funções características. A correção do modelo gênico foi realizada 

manualmente com auxílio do software GENEIOUS e as análises filogenéticas 

foram executadas no programa MEGA 6.0. O alinhamento das proteínas foi 

elaborado a partir do algoritmo ClustalW e foi utilizado o método Neighbor 

joining para a construção da árvore fiologenética, baseada no método p-distance 

e em bootstrap com 10.000 replicatas. Os alinhamentos múltiplos form 

visualizados a partir do software GENEDOC. Foi possível identificar 60 genes 

membros desta família em C. canephora, condizente com o observado em outras 

espécies, todos estes foram analisados mediante biblioteca de cDNA e a maioria 

compartilha a estrutura proteíca padrão, após realizadas as correções da predição 

gênica. Por fim, alguns membros desta família em C. canephora foram 

destacados pelo potencial envolvimento em funções relevantes para a cultura do 

café, como a adaptação à solos ácidos (CcMATE42), transporte de alcalóides 

(CcMATE7 e CcMATE43) e flavonóides (CcMATE18 e CcMATE20). 

 

Palavras-chave: filogenético; RNA-seq; flavonóides; alcalóides; solos ácidos 
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ABSTRACT 

 

The Multi drug and toxic compound extrusion (MATE) gene family is comprised 

by members related to many metabolic process and stress response mechanisms. 

The proteins that are codified by these genes have a common structure, but with 

specific divergences that allows subdivisions in some groups, generally related 

to specific functions. So, phylogenetic studies and similarity analysis can sustain 

relevant information for this family characterization on genome sequenced 

species. On the other hand, to have concise reality related data, it is necessary to 

assure the gene prediction model by specific analyzes, as the comparison to 

cDNA libraries. Although this protein family has great importance for plants, it 

is not elucidated on Coffea genus and even on Asterideae subclass. By this facts, 

the objectives with this work were to identify MATE genes on Coffea canephora 

and validate its genic predictions by confronting them against cDNA libraries 

data from RNA-seq experiments, besides of associate some members to specific 

functions. The corrections of gene model were made manually, on GENEIOUS 

program and phylogenetics were made on MEGA 6.0 program, by alignment of 

the proteins trough ClustalW algorithm and the use of Neighbor-joining 

algorithm to construct the phylogenetic tree, based on p-distance and 10.000 

bootsrap replicates. The multiple alignments were analyzed by the software 

GENEDOC. It was possible to identify 60 MATE genes on C. canephora, what 

was consistent to observed in other plants. All the data was confronted to cDNA 

libraries and, after that, it was observed that the proteins shares standard protein 

structures. By the end, some members of this family on C. canephora were 

highlighted by potential involvement on relevant functions to coffee cultivation 

and consumption, like acid soil adaptation (CcMATE42), alkaloid transport 

(CcMATE7 and CcMATE43) and flavonoids transport (CcMATE18 and 

CcMATE20), revealing important candidate genes for breeding programs.  

 

Keywords: phylogenetic; RNA-seq; flavonoid; alkaloid; acid soils 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A família gênica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE) 

pode ser dividida em 15 subfamílias e seus membros distribuem-se de forma 

ubíqua entre os organismos vivos. Sete subfamílias são específicas para 

bactérias, uma é composta apenas por proteínas de arqueobactérias, três 

apresentam proteínas identificadas somente em bactérias e arqueobactérias, uma 

compreende proteínas de vegetais e bactérias e, por fim, três subfamílias 

possuem proteínas restritas à eucariotos, especificamente para leveduras, plantas 

e animais (HVORUP et al., 2003). 

O primeiro gene clonado desta família é originário da bactéria Vibrio 

parahaemolyticuse. A partir da superexpressão em Escherichia coli este gene 

conferiu resistência à norfloxacina, além de ciprofloxacina, etídeo, kanamicina e 

streptomicina, portanto, atribuiu multi-resistência à bactéria. Não havia, até 

então, proteínas depositadas em bancos de dados com similaridade significante 

(MORITA et al., 1998). 

Em plantas, o gene AtALF5 de A. thaliana foi o primeiro a ser isolado e 

também estava envolvido com múltipla resistência à xenobióticos (DIENER et 

al., 2001). No entanto, a partir da descoberta de novas proteínas MATE em 

vegetais foi demonstrado que esta família está relacionada à diversas funções 

fisiológicas pois, apesar da especificidade de cada membro individual por um 

substrato a ser transportado, esta família compreende diversos membros com 

afinidade por variados tipos de moléculas. Por isso, desempenham funções 

diversificadas nos organismos vegetais, desde translocação de nutrientes, como 

ferro, ao transporte de ácidos orgânicos, hormônios e metabólitos secundários 

(Figura 8) (TAKANASHI, K. et al., 2014). 
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Figura 8: Árvore filogenética com representantes da família MATE já 

caracterizados e suas funções. 

 

 

Fonte: TAKANASHI et al., 2014 
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Alguns estudos apontam para o número elevado de parálogos desta 

família presentes em espécies vegetais. Em A. thaliana existem 56 proteínas 

MATE, enquanto que em Oryza sativa 53, Medicago truncatula cerca de 40 e 

Glycine max 117 representantes (LI et al., 2002;  LIU, J. et al., 2016;  TIWARI 

et al., 2014;  ZHAO; DIXON, 2010). Já em bactérias, arquéias e leveduras, esta 

variabilidade no número de parálogos restringe-se ao número máximo de 10 

representantes em um indivíduo (HVROUP et al., 2003).  

Por se tratarem de proteínas que exercem o transporte de diversos 

substratos, são importantes para a compreensão de diferentes processos 

metabólicos em um organismo e, consequentemente, podem ser alvos de 

programas de melhoramento genético para o aprimoramento de características 

de interesse. 

Não existem relatos na literatura à respeito de membros dessa família no 

gênero Coffea, apesar da pertinência científica e tecnológica relativa ao estudo 

destes genes para estas espécies, pois alguns membros já caracterizados em 

plantas desempenham funções importantes tanto para o cultivo do cafeeiro, 

como o efluxo de citrato para tolerância à toxicidez de alumínio, absorção de 

fosfato e transporte de ferro (CARVALHO, G., JR. et al., 2016;  KOSTIC et al., 

2015;  TAKANASHI, KOJIRO et al., 2013), quanto para aspectos relacionados 

a qualidade da bebida, como o transporte e acúmulo de alcalóides e flavonóides 

(CHEN, L. et al., 2015;  PEREZ-DIAZ et al., 2014;  SHITAN et al., 2014). 

Nete contexto, objetivou-se identificar os membros da família MATE 

em C. canephora, bem como validar a predição gênica de cada representante a 

partir de confronto contra dados provenientes de análises de RNA-seq. Além 

disso, foram realizadas análises in silico dos membros identificados, afim de 

destacar genes alvo para processos de interesse para programas de 

melhoramento do cafeeiro.  
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1.  Obtenção das sequências proteícas de genes da família MATE em 

C. canephora e correção da predição gênica dos candidatos 

 

A partir de trabalhos publicados referentes à caracterização de genes 

MATE, foram selecionados 40 membros desta família de forma representativa 

em relação às diversas funções que estes podem desempenhar nos processos 

metabólicos em plantas (Apêndice, tabela 1). Apenas genes com funções 

comprovadas a partir de ensaios in vivo foram selecionados para as análises. 

Estas sequências foram confrontadas contra um banco de dados 

proteômicos de C. canephora, a partir da utilização do algoritmo blastp, com 

restrição para valores de e-value inferiores à 0,00001.  

Então, as sequências reduntantes foram eliminadas e as restantes foram 

submetidas à análise contra banco de dados de cDNAs provenientes de análise 

de RNA-seq, por intermédio do algoritmo tblastn e, com base nos resultados 

gerados, a partir da utilização do software GENEIOUS R9, foi realizada a 

correção manual da predição de éxons, íntrons e regiões não traduzidas (5’UTR 

e 3’UTR) para cada sequência obtida. 

 

2.2.  Análises estruturais in silico 

 

As sequências proteícas geradas a partir das correções efetuadas em 2.1 

foram, então, submetidas à busca por domínios conservados no banco de dados 

Conserved Domain Database – National Center for Biotechnology Information 

(CDD-NCBI) a partir da ferramenta Conserved Domain Search 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). Apenas as sequências 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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que apresentaram, pelo menos, o domínio conservado da superfamília MATE 

(código de acesso cl09326) foram utilizadas para as análises seguintes. 

A partir da ferramenta HMMTOP 

(http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) (TUSNÁDY E SIMON, 1998; 

TUSNÁDY E SIMON, 2001) foram preditos o número e a posição dos domínios 

transmembranares de cada proteína. 

 

2.3.  Estabelecimento das relações filogenéticas e agrupamento das 

sequências proteícas 

 

As sequências de proteínas MATE já caracterizadas de diferentes 

espécies vegetais, juntamente com as sequências proteícas obtidas e corrigidas 

de C. canephora foram alinhadas mediante ao algoritmo ClustalW 

(THOMPSON, 1994), com auxílio do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al., 

2013) (http://www.megasoftware.net/). A partir disto, foi realizada uma análise 

filogenética pelo método Neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987), como 

modelo de substituição p-distance (NEI e KUMAR, 2000) e teste de filogenia 

pelo método de Bootstrap com 10.000 replicatas. 

A partir da análise da árvore filogenética gerada, bem como do 

alinhamento múltiplo com auxílio do software GENEDOC (NICHOLAS et al, 

1997) http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/ebinet.htm), as sequências foram 

divididas em grupos, as quais foram novamente alinhadas e analisadas quanto às 

relações filogenéticas para a divisão em subgrupos. 

 

 

 

 

 

http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php
http://www.megasoftware.net/
http://www.nrbsc.org/gfx/genedoc/ebinet.htm
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A partir das análises efetuadas em bancos de dados genômicos de C. 

canephora, associadas às correções nas predições gênicas mediante confronto 

contra dados transcriptômicos obtidos de bibliotecas de RNA-seq, foi possível 

identificar 60 genes pertencentes à família MATE em C. canephora. Estes genes 

foram renomeados de acordo com a ordem do arquivo de saída das análises, de 

CcMATE1 à CcMATE60. 

Este número de parálogos desta família é condizente em relação à 

espécies vegetais, já que em Arabdopsis thaliana, Oryza sativa e Medicago 

truncatala foram identificados 56, 53 e 40 membros, respectivamente (LI et al., 

2002;  TIWARI et al., 2014;  ZHAO; DIXON, 2010). Apenas em Glycine max a 

quantidade de genes dessa família é maior, sendo 117 genes, fato explicado pela 

elevada taxa de duplicação gênica (82,05% dos genes MATE estão presentes em 

duplicações, 21,37% em tandem e 60,68% de forma segmental) (LIU, J. et al., 

2016). 

Interessantemente, a quantidade de parálogos desta família em plantas é 

superior ao observado em arquéias, bactérias, leveduras e animais (HVROUP et 

al., 2003; OMOTE et al., 2006). A maior quantidade de parálogos de famílias 

multigênicas em vegetais pode ser relacionada aos eventos de poliploidização 

recorrentes, principalmente em angiospermas, que geram duplicações gênicas 

redundantes (WANG, X. Y.; PATERSON, 2011). A retenção destas duplicações 

no genoma por longos períodos temporais culmina, por meio de mutações, em 

eventos de subfuncionalização e neofuncionalização e, consequentemente, estes 

genes duplicados que adquirem novas funções são mantidos, resultando em um 

aumento da diversidade de proteínas derivadas de um mesmo ancestral 

(VEITIA, 2005).  
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A comparação dos 60 genes identificados em banco de dados genômicos 

com dados de experimentos de RNA-seq permitiu a realização de ajustes na 

predição gênica destes candidatos. Os transcritos montados a partir dos dados de 

RNA-seq foram utilizados para a delimitação de éxons e íntrons, além do 

estabelecimento de regiões não-traduzidas (figura 1, Apêndice) 

Após estas correções, constata-se que os genes MATE identificados em 

C. canephora, marjoritariamente, codificam proteínas de 400 à 700 resíduos de 

aminoácidos com cerca de 12 domínios transmembranares e todos possuem ao 

menos o domínio conservado referente à superfamília MATE (Tabela 1) o que 

corrobora com o padrão observado para esta família (OMOTE et al., 2006).  

 

Tabela 1: Detalhamento dos membros da família MATE em C. canephora quanto ao 

número de éxons, tamanho da proteína codificada pelo gene, domínios conservados e 

número de domínios transmembranares (DTM). 

Gene 
Nº 

éxons 

Tamanho 

da proteína 

Código de acesso (NCBI-

CDD) 
Nº de DTM 

CcMATE1 8 496 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE2 3 493 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE3 8 486 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE4 1 553 aa cl09326; cd13132; COG0534 11 

CcMATE5 8 529 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE6 6 332 aa cl09326 5 

CcMATE7 7 510 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE8 7 504 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE9 8 489 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE10 8 442 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
10 

CcMATE11 7 507 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE12 6 354 aa cl09326; TIGR00797 6 

CcMATE13 4 186 aa cl09326; 2 

CcMATE14 12 530 aa 
cl09326; cd13136; 

TIGR00797 
12 
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CcMATE15 14 600 aa cl09326; cd13136; COG0534 11 

CcMATE16 7 494 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE17 8 230 aa cl09326;  3 

CcMATE18 8 503 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE19 9 430 aa cl09326; 7 

CcMATE20 8 505 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE21 2 575 aa cl09326; cd13132; COG0534 11 

CcMATE22 7 501 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE23 4 319 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
8 

CcMATE24 7 500 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE25 7 495 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE26 8 485 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE27 8 441 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
10 

CcMATE28 1 504 aa cl09326; cd13132; COG0534 10 

CcMATE29 1 512 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE30 14 485 aa cl09326; COG0534 12 

CcMATE31 14 565 aa cl09326; cd13136; COG0534 9 

CcMATE32 9 565 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE33 5 305 aa cl09326; 8 

CcMATE34 7 480 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE35 7 479 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE36 13 563 aa 
cl09326; cd13136; 

TIGR00797 
11 

CcMATE37 7 430 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
10 

CcMATE38 8 504 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE39 2 501 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE40 13 578 aa 
cl09326; cd13136; 

TIGR00797 
10 

CcMATE41 1 481 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE42 13 511 aa 
cl09326; cd13136; 

TIGR00797 
12 

CcMATE43 7 505 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE44 3 580 aa cl09326; cd13132; COG0534 11 
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CcMATE45 8 520 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE46 8 477 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE47 7 480 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE48 8 488 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE49 7 478 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE50 7 370 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
9 

CcMATE51 6 400 aa cl09326; cd13132; COG0534 10 

CcMATE52 7 505 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
11 

CcMATE53 6 447 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
11 

CcMATE54 7 497 aa cl09326; cd13132; COG0534 13 

CcMATE55 7 446 aa cl09326; cd13132; COG0534 12 

CcMATE56 8 484 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
12 

CcMATE57 7 447 aa cl09326; cd13132; COG0534 10 

CcMATE58 9 473 aa 
cl09326; cd13132; 

TIGR00797 
11 

CcMATE59 8 455 aa cl09326; cd13132; COG0534 10 

CcMATE60 7 454 aa cl09326; cd13132 9 

 

Os códigos de acesso para os domínios conservados expostos na tabela 1 

referem-se à domínios comumente observados em proteínas da família MATE 

como o referente à superfamília MATE (cl0936). O código cd13132 refere-se ao 

domínio específico MATE_eukaryotic relacionado ao padrão estrutural 

encontrado em eucariotos, cd13136 refere-se ao domínio específico 

MATE_Dinf_like relacionado ao padrão observado em proteínas de procariotos 

que intermedeiam o efluxo de substâncias por influxo de H+, COG0534 refere-

se ao multi-domínio Norm que caracteriza proteínas de procariotos as quais 

ocorre o influxo de Na+ para o efluxo do substrato e o código TIGR00797 que 

remete ao multi-domínio matE que engloba proteínas desta família. 
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Estas proteínas identificadas em C. canephora como potenciais 

membros da família MATE foram submetidas à análises filogenéticas e, foram 

incorporadas à este estudo, 40 proteínas oriundas de diversas espécies vegetais e 

que representam todas as funções atribuídas até o momento aos membros desta 

família. A árvore filogenética resultante (figura 9) propicia a análise da 

segregação das proteínas MATE parálogas de C. canephora e das outras 

espécies em grupos específicos, possivelmente distribuidos mediante a 

afinidades dos transportadores por determinadas moléculas. 

Este padrão de formação de grupos específicos para o transporte de 

substratos distintas é o mesmo observado em trabalhos anteriores (LIU, J. et al., 

2016;  TAKANASHI, K. et al., 2014) e evidencia a influência destes genes em 

processos metabólicos variados nos organismos vegetais, inclusive em C. 

canephora. 

Apenas duas proteínas não ficaram próximas à nenhum grupo com 

membros de funções conhecidas, CcMATE6 e CcMATE13. Estas proteínas tem 

tamanhos relativamente pequenos (332 e 186 resíduos de aminoácidos, 

respectivamente) em comparação com o padrão de 400 à 700 resíduos de 

aminoácidos e apresentam apenas 5 e 2 domínios transmembranares, 

respectivamente. Estes fatores podem ter influenciado a posição destas proteínas 

na árvore filogenética, porém outros membros como CcMATE12 e CcMATE17 

que também apresentam características discrepantes foram alocados em grupos 

com representantes de funções determinadas. 

Vale ressaltar que esta é a primeira análise da família MATE em sua 

totalidade em uma planta lenhosa, bem como em um membro da subclasse 

Asteridae, portanto é possível suportar a hipótese de que estas duas proteínas 

possam exercer uma função ainda não caracterizada em membros de outras 

espécies. 
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Figura 9: Ánalise filogenética dos membros da família MATE de C. canephora e de 

diversas espécies das quais a função atribuída à proteína está elucidada. 

 

 

Legenda: Foi utilizado o método de Neigbhor Joining com bootstrap de 10.000 

replicatas. As cores representam os grupos marjoritários nos quais a árvore 

filogenética divide-se, sendo vermelho para grupo 1, azul para grupo 2 e 

verde para o grupo3. 

Fonte: do autor. 
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A partir do alinhamento global destas proteínas é possível observar que 

não há blocos contínuos conservados para todas as sequências proteícas da 

família MATE analisadas neste estudo, em nível de similaridade entre resíduos 

de aminoácidos, apenas padrões de conservação em posições específicas, fato 

que é coerente com os dados abordados em literatura (MAGALHAES, 2010). 

As relações filogenéticas geradas permitem a divisão das proteínas em 

três grupos, 1 (cor vermelha) 2 (cor azul) e 3 (cor verde), nos quais as 

sequências compartilham maior grau de similaridade. Afim de agrupar as 

proteínas com afinidade por substratos em comum, cada grupo foi subdividido 

seguindo o critério de manter proteínas com funções caracterizadas em todos os 

subgrupos (Figuras 10, 11 e 12). 

O subgrupo G1.1 engloba proteínas que intermedeiam o efluxo de 

citrato, que está principalmente relacionado à mecanismos de tolerância ao 

alumínio, absorção de fosfato e translocação de ferro, juntamente com 5 

membros de C. canephora. O subgrupo G1.2 é composto pela proteína AtEDS5, 

relacionada ao transporte de ácido salicílico como parte da resposta imune 

vegetal desencadeada por estresse biótico e 2 membros de C. canephora, 

potenciais homólogos à este gene (Apêndice, tabela 1). 

Já o subgrupo G2.1 é formado por membros da espécie em estudo 

algomerados com proteínas MATE que transportam moléculas variadas, sendo 

que para alguns casos não foi elucidado o substrato transportado, como para 

OsMATE2 e AtDTX1. O subgrupo G2.2 acomoda membros de C. canephora e 

proteínas relacionadas ao desenvolvimento vegetal, ligadas ao transporte de 

moléculas como ácido abscísico e ácido indol-3-acético (Apêndice, tabela 1). 

Os subgrupos G3.1 e G3.4 são compostos por membros de C. canephora 

e proteínas que transportam metabólitos secundários, principalmente 

flavonóides. No subgrupo G3.3 são alocadas proteínas com funções 

diversificadas, como transporte de ferro e alcalóides e, por fim, o subgrupo G3.2 
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associa proteínas de C. canephora à proteína OsMATE1, relacionada ao 

desenvolvimento vegetal e resposta à patógenos (Apêndice, Tabela 1). 

 

Figura 10: Subdivisões do Grupo 1 da árvore filogenética. 

 

Legenda: G1.1 – grupo 1, subgrupo 1; G1.2 – grupo 1, subgrupo 2. 

Fonte: do autor. 
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Figura 11: Subdivisões do Grupo 2 da árvore filogenética. 

 

 

Legenda: G2.1 – grupo 2, subgrupo 1; G2.2 – grupo 2, subgrupo 2. 

Fonte: do autor. 
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Figura 12: Subdivisões do Grupo 3 da árvore filogenética. 

 

Legenda: G3.1 – grupo 3, subgrupo 1; G3.2 – grupo 3, subgrupo 2; G3.3 – grupo 3, 

subgrupo3; G3.4 – grupo 3, subgrupo4. 

Fonte: do autor 
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A distribuição dos membros de C. canephora entre os subgrupos é 

desuniforme. Alguns subgrupos aglomeram proteínas caracterizadas de forma 

coerente em relação à afinidade por um tipo de substrato, como o subgrupo G1.1 

que agrupa apenas proteínas que intermedeiam o efluxo de citrato, G3.1 com 

proteínas que transportam flavonóides e alcalóides e G3.4 com proteínas 

caracterizadas restritas ao transporte de flavonóides (Apêndice, tabela 1). Estes 

subgrupos destacam-se entre os que alocaram menos CcMATEs. 

O subgrupo que contém a maior quantidade de CcMATEs alocados é o 

G2.1, com 25% do total de CcMATEs, e este é composto por proteínas 

caracterizadas que intermedeiam o efluxo de xenobióticos (DIENER; 

GAXIOLA; FINK, 2001;  LI et al., 2002), o transporte de alcalóides (MORITA 

et al., 2009) e substratos ainda desconhecidos que influenciam o crescimento e 

desenvolvimento vegetal (TIWARI et al., 2014). É possível que haja proteínas 

MATE com afinidade por outros grupos de moléculas além dos já caracterizados 

e isto poderia aumentar o número de subdivisões da árvore, bem como propiciar 

a formação de conjuntos de proteínas mais concisos em termos de 

funcionalidade. 

Este padrão de distribuição dos membros de C. canephora assemelha-se 

ao observado em Glycine max em termos de porcentagem de proteínas em cada 

subdivisão. Por exemplo, 6,67% das proteínas de C. canephora estão associadas 

ao subgrupo G3.4, 11,67% ao subgrupo G1.1 e 25% ao subgrupo G2.1 e, em 

soja, os valores percentuais respectivos para as mesmas subdivisões são 4,27%, 

6,83% e 29,06%. Aparentemente, existe uma proporção de conservação comum 

para certas espécies vegetais em relação aos diversos tipos de proteínas da 

família MATE.  

A conservação de padrões pode ser explicada pela hipótese de haver 

conformidade entre espécies vegetais em relação à susceptibilidade ao 

fracionamento de genes de acordo com as funções as quais estes são envolvidos. 
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Em estudos com monocotiledônes e dicotiledôneas das subclasses Rosideae e 

Asterideae, foi demonstrado que o padrão de fracionamento de parálogos é 

correspondente à categoria funcional e não à proximidade genética entre as 

espécies e, dessa forma, genes ligados à funções metabólicas tendem à 

apresentar menores números de cópias em relação à genes envolvidos em 

processos de regulação e resposta à estímulos (CHEN, E. C. H. et al., 2013). 

As funções as quais os genes da família MATE identificados neste 

trabalho em C. canephora podem estar envolvidos são diversas e cada um destes 

membros é um candidato em potencial para programas de melhoramento 

genético do cafeeiro. Em alguns casos, é notória a importância dos membros 

desta família para o cultivo do cafeeiro e estes são destacados a seguir. 

O subgrupo G1.1 caracteriza-se por alocar proteínas que intermedeiam o 

efluxo de citrato, principalmente na rizosfera, tanto para a diminuição dos 

efeitos tóxicos do alumínio (MAGALHAES et al., 2007) e  incremento na 

absorção de fosfato (UHDE-STONE et al., 2005), quanto para o auxílio no 

transporte de Fe
3+

 por meio do xilema (YOKOSHO et al., 2009).  

As proteínas caracterizadas que tem afinidade e transportam o íon citrato 

compartilham duas características estruturais em comum, que não são 

observadas em outras proteínas MATE, a presença de um loop interno à 

membrana entre o segundo e o terceiro domínio transmembranar, com 

aproximadamente 100 pb e uma região de 14 aminoácidos conservada 

justamente próxima ao segundo domínio transmembranar, 

PLVS[V/I]TTSFVAEE[D/n/s] (LIU et al., 2009). Neste subgrupo estão alocadas 

5 proteínas de C. canephora, duas destas (CcMATE14 e CcMATE42) possuem o 

loop intercelular e apenas uma, CcMATE42, apresenta a região conservada 

anteriormente citada (figura 13). 
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Figura 13: Destaque da região conservada entre as proteínas MATE 

transportadoras de citrato (retângulo vermelho), compartilhada 

apenas pela proteína CcMATE42 de C. canephora (sublinhada em 

vermelho). 

 

Fonte: do autor. 

 

Dessa forma, o gene CcMATE42 é um importante candidato para 

estudos relacionados à adaptação do cafeeiro à solos ácidos, ambiente 

amplamente difundido em termos globais e explorado pela cafeicultura 

(BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2014). 

Destacam-se também as proteínas CcMATE7 e CcMATE43, dos 

subgrupos G3.1 e G3.3, respectivamente. Estes membros apresentam relações 

estreitas com as proteínas NtMATE1 e NtJAT2, que são fundamentais para o 

transporte e acúmulo de alcalóides, especialmente nicotina, em Nicotiana 

tabacum. A proteína NtMATE1 intermedeia o acúmulo de nicotina em células 

das raízes de N. tabacum e, mediante uma cascata de sinais desencadeada por 

herbivoria, que envolvem o ácido jasmônico, essa substância é transportada até 
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as células das folhas, onde as proteínas NtJAT1/2 mediam o acúmulo no vacúolo 

(SHITAN et al., 2014). 

A similaridade à nível proteíco entre as proteínas NtMATE1 e 

CcMATE7 é de 75% e entre as proteínas NtJAT2 e CcMATE43, 68%. Os genes 

respectivos à estas proteínas podem, portanto, estar relacionados ao transporte de 

alcalóides em C. canephora, como a cafeína, o que enfatiza a eminência de seu 

estudo em detrimento da importância desta substância para a cultura do café. 

Além desses candidatos, vale ressaltar o potencial das proteínas 

CcMATE17,CcMATE19, CcMATE18 e CcMATE20, como transportadoras de 

flavonóides em C. canephora, visto os valores percentuais de similaridade em 

relação às proteínas caracterizadas deste subgrupo, com destaque para as duas 

últimas (tabela 2). 

 

Tabela 2: Distribuição de valores percentuais de similaridade entre proteínas do 

subgrupo G3.4 

CcMATEs 
Proteínas do subgrupo G3.4 

AtTT12 BrTT12 MtMATE1 MdMATE1 MdMATE2 

CcMATE17 45% 43% 43% 48% 47% 

CcMATE19 51% 50% 50% 50% 52% 

CcMATE18 73% 72% 77% 80% 78% 

CcMATE20 72% 72% 75% 79% 75% 

 

Todas as proteínas deste subgrupo, apresentadas na tabela 2, estão 

envolvidas com o acúmulo de pró-antocianinas nos frutos (FRANK et al., 2011;  

MARINOVA et al., 2007;  ZHAO; DIXON, 2010). É importante destacar que o 

café é o produto que mais contribui para a ingestão de flavonóides na dieta 

brasileira e também é relevante em termos mundiais (KOEHNLEIN et al., 

2014), fato que reitera a pertinência de estudos relacionados à estes candidatos 

em C. canephora. 
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4. CONCLUSÃO 

 

A partir da execução deste trabalho a família gênica Multi drug and 

toxic compound extrusion foi parcialmente elucidada em Coffea canephora, com 

a identificação e validação da predição gênica de 60 membros, fato que contribui 

para o aprimoramento do conhecimento em relação à esta família por ser o 

primeiro estudo realizado em uma espécie da subclasse Asterideae, bem como 

em uma planta lenhosa. 

As proteínas estudadas distribuem-se em diversos grupos, possivelmente 

relacionados à variadas funções no metabolismo vegetal e foi possível destacar 

alungs genes que podem estar envolvidos em aspectos importantes para o cultivo 

do cafeeiro e consumo do café, como a adaptação à solos ácidos e qualidade 

nutricional da bebida. Estes candidatos são pertinentes como objetos de estudo 

para programas de melhoramento, visto a ampla utilização desta espécie para 

este fim e a aplicabilidade potencial destas proteínas. 
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Tabela 1: Descrição das proteínas da família MATE utilizadas neste estudo, quanto ao 

número de acesso, espécie originária e referências relevantes. 

Nome Número de 

acesso 

Espécie Referência 

AtTT12 At3g59030 Arabidopsis 

thaliana 

DEBEAUJON et al., 

2001, MARINOVA et 

al., (2007), ZHAO AND 

DIXON (2009) 

BrTT12 ACJ36213 Brassica rapa CHAI et al., (2009) 

MtMATE1 FJ858726 Medicago 

truncatula 

ZHAO AND DIXON 

(2009) 

NtMATE1 AB286961 Nicotiana 

tabacum 

SHOJI et al., (2009) 

PtMATE XP_002302594 Populus 

trichocarpa 

Submissão direta 

RcMATE1 XP_002532702 Ricinus 

communis 

Submissão direta 

VvAM1 FJ264202 Vitis vinifera GOMEZ et al., (2009), 

GOMEZ et al., (2011) 

VvAM3 FJ264203 Vitis vinifera GOMEZ et al., (2009), 

GOMEZ et al., (2011) 

AtALF5 At3g23560 Arabidopsis 

thaliana 

DIENER et al., (2001) 

AtDTX1 At2g04070  Arabidopsis 

thaliana 

LI et al., (2002) 

Nt-JAT1 AM991692 Nicotiana 

tabacum  

MORITA et al., (2009) 

AtADS1 At4g29140 Arabidopsis 

thaliana 

SUN et al. (2011), LI et 

al., (2014), WANG et 

al., (2015) 

AtBCD1/AtZRZ At1g58340 Arabidopsis 

thaliana  

BURKO et al., (2011), 

SEO et al., (2012), 

Wang et al., (2015) 

AtEDS5 At4g39030 Arabidopsis 

thaliana 

NAWRATH et al. 

(2002), ISHIHARA et 

al., (2008),SERRANO 

et al., (2013), 

YAMASAKI et al., 

(2013) 

BoMATE KF031944 Brassica 

oleracea  

WU et al., (2014) 

EcMATE1 AB725912 Eucalyptus SAWAKI et al., (2013) 
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camaldulensis  

GmFRD3b EU591741 Glycine max  ROGERS et al., (2009) 

HvAACT1 BAF75822 Hordeum 

vulgare 

FURUKAWA et al., 

(2007), FUJII et al. 

(2012);ZHOU et al., 

(2013) 

OsFRDL4 Os01g0919100 Oryza sativa YOKOSHO et al., 

(2011) 

SbMATE ABS89149 Sorghum 

bicolor 

MAGALHAES et al. 

(2007), SIVAGURU et 

al., (2013),CANIATO et 

al., (2014) 

ScFRDL1 AB571881 Secale 

cereale  

YOKOSHO et al., 

(2010) 

ScFRDL2  AB571882 Secale 

cereale  

YOKOSHO et al., 

(2010) 

TaMATE1B KC152457 Triticum 

aestivum  

TOVKACH et al., 

(2013) 

ZmMATE1 FJ015156.1 Zea mays  MARON et al., (2010), 

MARON et al., (2013) 

OsMATE1 AK242068 Oryza sativa TIWARI et al., 2014 

NtJAT2 AB922128 Nicotiana 

tabacum 

SHITAN et al., 2014 

MdMATE1 GU064954 Malus 

domestica 

FRANK et al., 2011 

MdMATE2 GU064956 Malus 

domestica 

FRANK et al., 2011 

GmFRD3a EU591739 Glycine max ROGERS et al., 2009 

LjMATE AB649311 Lupinus 

japonicus 

TAKANASHI et al., 

2013 

OsPEZ2 AK102204 Oryza sativa BASHIR et al., 2011 

LaMATE AY631874 Lupinus albus UHDE-STONE et al., 

2005 

AtDTX50 At5g52050 Arabidopsis 

thaliana 

ZHANG et al., 2014 

EcMATE3 AB725914 Eucalyptus 

camaldulensis  

SAWAKI et al., 2013 

VuMATE KM090855 Vignia 

umbrelata 

YANG et al., 2011 

ZmMATE2 FJ873684 Zea mays  MARON et al., 2010; 

MARON et al., 2013 
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Figura 1: Exemplos de correções na predição gênica de candidatos à membros 

da família MATE em Coffea canephora 

 

Legenda: A- Divisão da predição antiga (Gene 1) em dois novos genes (Gene 1A e Gene 

1B); B- Acréscimo de dois éxons  e região 3’ não-traduzida à predição antiga (Gene 1), 

gerando um novo gene maior (Gene 2). 

Fonte: do autor. 
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CAPÍTULO 3: Caracterização dos genes homeólogos CaMATE_C e 

CaMATE_E envolvidos em mecanismos de tolerância ao alumínio em Coffea 

arabica 
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RESUMO 

 

Dentre os fatores potenciais para propiciar avanços para a cafeicultura brasileira, 

a adaptação destas espécies à solos ácidos pode ser destacada pelo fato deste ser 

um dos ambientes mais explorados para o cultivo do cafeeiro e predominante em 

termos proporcionais entre os solos aráveis do planeta. A acidez destes solos 

potencializam a indispobilidade de fosfatos e os efeitos tóxicos do alumínio e o 

desenvolvimento de cultivares tolerantes à estes fatores pode ser 

economicamente e sustentavelmente vantajoso em relação aos métodos de 

correção aplicados atualmente, que baseiam-se na modificação deste ambiente. 

Pode-se destacar algumas proteínas, membros da família Multi drug and toxic 

compound extrusion (MATE), que podem favorecer a tolerância à estas 

condições. Visto que a espécie Coffea arabica é a mais explorada entre o gênero 

Coffea para fins produtivos e que esta é caracterizada como anfidiplóide, é 

importante distinguir a contribuição dos genes homeólogos derivados de cada 

subgenoma para esta característica, afim de nortear os programas de 

melhoramento genético. Portanto, a partir deste trabalho, objetivou-se 

caracterizar funcionalmente o membro da família gênica MATE relacionado à 

tolerância ao alumínio em Coffea arabica, através de análises genômicas, 

transcriptômicas e fenotípicas, bem como distinguir a contribuição dos genes 

homeólogos derivados de cada subgenoma neste aspecto. A partir do candidato 

elucidado em C. canephora foi possível identificar os genes homeólogos em C. 

arabica relacionados aos subgenomas derivados de C. canephora (CaMATE_C) 

e C. eugenioides (CaMATE_E). O ensaio em hidroponia conduzido para avaliar 

o efeito da toxicidade do alumínio possibilitou a constatação de sintomas 

anatômicos diferenciais em plantas submetidas ou não ao tratamento, porém não 

culminou em diferenças nutricionais em tecidos foliares. Para analisar a 

influência específica dos genes nesta característica, foram realizadas análises por 

RT-qPCR e espectrometria de massas. A expressão do gene CaMATE_E foi 

influenciada pelo estresse causado por alumínio e o perfil de expressão pôde ser 

comparado à exsudação do ânion citrato. A hipótese de expressão diferencial 

entre os homeólogos foi confirmada e vale ressaltar que estes apresentam 

diferenças estruturais que podem estar relacionadas à elementos cis-regulatórios, 

porém não foi observada a presença destes elementos de forma específica ligada 

à tolerância ao alumínio. Em conclusão, foi caracterizado o membro da família 

MATE possivelmente relacionado com a adaptação de espécies do gênero Coffea 

à solos ácidos, conhecimento este, relevante para os avanços genéticos 

necessários para aprimorar o cultivo do cafeeiro neste ambiente. 

 

Palavras-chave: RT-qPCR; solos ácidos; citrato; melhoramento genético 
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ABSTRACT 

 

Among the potential factors to improve brazilian coffee crop cultivation, the 

adaptation of these species to acid soils can be highlighted, being this 

environment one of the most explored for this crop and prevalent in proporcional 

terms among the arable land of the planet. This soils acidity potentializes the 

phosphates unavailability and the toxic effects of aluminium, so the 

development of tolerant crops can be sustainable and economically useful in 

relation to the actual methods to overcome this problems, that are based on 

environmental modifications. Some proteins, members of the Multi drug and 

toxic compound extrusion family, can be highlighted by favoring the tolerance to 

these conditions. By the fact that Coffea arabica is the most exploited specie on 

Coffea genus for productive aims and that it is an amphidiploid plant, it is 

important to analyze the differential contribution by each homeolog gene for this 

characteritics, to guide breeding programs. So, through this work, the objective 

was to functionally characterize the MATE family member related to Coffea 

arabica aluminium tolerance, trough genomic, transcriptomic and fenotipic 

analysis, besides of the distinguishiment of homeologs contribution. By the 

known putative MATE gene CcMATE42, elucidated on C. canephora it was 

possible to identify the homeologs on C. arabica related to subgenomes derived 

from the C. canephora ancestor (CaMATE_C) and Coffea eugenioides 

(CaMATE_E). The hidroponic experiment conducted to analyze the aluminium 

effects allowed the findings of anatomical differential effects  on plants exposed 

to aluminium, but didn’t result on nutritional effects on leaves. To analyze the 

specific influence of the genes on this scenario, RT-qPCR and Mass-

spectrometry assays were done. The CaMATE_E gene expression was affected 

by aluminium stress and this expression profile was compared to citrate release. 

The hypothesis of differential expression between homeologs was confirmed 

and it is important to mention that these genes  have structural differences that 

may be associated to cis-regulatory elements, but some specific elements related 

to aluminium tolerance were not predominant in one gene in comparison to the 

other. In conclusion, the MATE member possibly related to the acid soil 

adaptation of Coffea species was characterized and this knowledge is relevant 

for the genetic advances to improve the coffee crop cultivation on this 

environment. 

 

Keywords: RT-qPCR; acid soils; citrate; genetic improvement   
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1. INTRODUÇÃO 

 

A cafeicultura brasileira destaca-se como importante atividade 

econômica para o país, com relevância no quadro de exportações 

(MAPA/SPA/DCRR, 2015) e predominância na produção mundial (CeCAFE, 

2016). Além disso, o café faz parte da dieta diária da população e agrega valor 

nutricional em termos de compostos bioativos (KOEHNLEIN et al., 2014). 

Um dos desafios para a manutenção deste panorama, ou mesmo para o 

incremento da produtividade sem a geração de danos ambientais, está 

relacionado ao o cultivo do cafeeiro em áreas marginalizadas em termos de 

fertilidade, como a região do cerrado, caracterizada por solos ácidos e baixa 

disponibilidade de fósforo, além de outros nutrientes (LOPES e COX, 1977). 

Os índices altos de saturação de alumíno diminuem a disponibilidade de 

fosfato e são barreiras químicas para o crescimento e desenvolvimento das 

raízes, reduzindo a captação de água e nutrientes essenciais (LOPES e COX, 

1977). A deposição de calcário é uma prática adquirida para minimizar estes 

problemas, porém para que haja benefícios em profundidade são necessários 

métodos de incorporação que podem gerar impactos ambientais (LOPES e 

GUILHERME, 2016), além de inapropriados para o cultivo de espécies perenes. 

Neste contexto, é pertinente a compreensão dos mecanismos de 

adaptação das plantas à este tipo de ambiente, principalmente, em espécies 

cultiváveis. Em relação ao alumínio, podem ser ressaltadas a estratégia de 

tolerância, que consiste na incorporação do alumínio pelas plantas de modo 

complexado e comparimentalizado nos vacúolos de células, normalmente, das 

folhas e as estratégias de exclusão, baseadas na liberação de compostos 

orgânicos no ápice radicular para a complexação dos íons Al
3+

 e supressão de 

seus efeitos tóxicos (KOCHIAN et al., 2015). 
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Dentre as estratégias de exclusão, o mecanismo de efluxo do ânion 

citrato mediado por proteínas de membrana da família Multi drug and toxic 

compound extrusion (MATE) é um importante objeto de estudo em detrimento 

dos percalços relativos ao cultivo do cafeeiro em solos ácidos, já que a 

exsudação deste composto minimiza os efeitos tóxicos do alumínio e pode estar 

envolvida com a absorção de fosfato (KOSTIC et al., 2015) . Além disso, já foi 

demonstrado o efeito positivo de genes dessa família em relação à ao incremento 

da produção de grãos neste tipo de ambiente (CARVALHO, G., JR. et al., 

2016). 

 Há demanda de estudos moleculares relacionados à estes mecanismos 

de exclusão no gênero Coffea, pois isto pode explicar os níveis diferentes de 

tolerância entre as variedades (MENDONÇA et al., 2007) e dar respaldo ao 

desenvolvimento de estratégias de melhoramento. 

Para a compreensão destes processos moleculares em Coffea arabica, é 

interessante considerar que, pelo fato desta espécie ser alotetraplóide, os genes 

homeólogos provenientes dos dois subgenomas das espécies ancestrais ao 

evento de poliploidização (Coffea canephora e Coffea eugenioides) podem 

contribuir de maneira diferencial para o caráter (COMBES et al., 2015). 

A partir destas constatações, objetivou-se com este trabalho, elucidar a 

influência de um gene da família MATE  candidato em potencial a estar 

envolvido na tolerância de Coffea arabica ao alumínio e, para tanto, foram 

estudados à nível de genômica estrutural e funcional os homeólogos deste gene  

provenientes dos dois subgenomas citados. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1.  Montagem do experimento em hidroponia 

 

Para a montagem do experimento, foram utilizadas mudas da variedade 

Coffea arabica, cv. Catuaí vermelho IAC 99, provenientes de viveiro comercial 

localizado no município de Lavras, Minas Gerais. 

Plantas com cerca de cinco pares de folhas foram retiradas do substrato e 

as raízes lavadas com água destilada. Estas plantas foram, então acondicionadas 

em recipientes plásticos opacos com solução de Hoagland à ¼ da concentração 

total de sais, em aeração constante por cerca de 15 dias. O pH da solução de 

adaptação (tabela 3) foi mantido à 5,5. 

Após este período, foram selecionadas plantas com desenvolvimento 

homogêneo e estas foram submetidas ou não à exposição ao alumínio, fornecido 

na forma de AlK(SO4)2.12H2O, na concentração 1,66 mmol.L
-1

, de acordo com 

experimentos prévios. Nesta etapa, a solução foi modificada quanto à 

concentração de fósforo (0,25 mmol.L-1 de NH4H2PO4) e ao pH, o qual foi 

ajustado para 4,5 e mantido neste valor mediante correções diárias a partir de 

adição de HCl. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 11 

tratamentos, 5 tempos de coleta (6, 12, 24, 48 e 96 horas após o inínico do 

tratamento) e duas condições, com  e sem adição AlK(SO4)2.12H2O, além do 

controle. Para cada tratamento foram estabelecidas três repetições biológicas, 

cada uma constituída por um pool de 3 plantas, acondicionadas em um 

recipiente opaco com 1,5 L da solução adaptada para o experimento, em aeração 

constante controlada por bomba pressurizada durante todo o período de duração 

do experimento. 
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Para o controle e para cada tempo de exposição ao tratamento, foram 

coletadas as raízes (cerca de 2 cm acima do ápice radicular) das três plantas que 

compunham cada pool para extração de RNA e cerca de 50 mL da solução à 

qual as plantas estavam acondicionadas para análises de exsudação do ânion 

citrato. Foram coletadas folhas para a análise nutricional a partir de tecidos 

foliares  das plantas do controle e dos tratamentos de 96 horas com exposição ou 

não ao alumínio e, além disso, raízes das plantas do controle e  das que foram 

expostas ao alumínio por 96 horas. 

As raízes coletadas para extração de RNA foram imediatamente 

acondicionadas em nitrogênio líquido. 

As mesmas soluçãos estoque, componentes da solução geral, foram 

utilizadas para todo o experimento. O sistema foi montado em estufa 

galvanizada, com umidade, temperatura e incidência luminosa controladas e 

cada repetição biológica foi estabelecida em dias diferentes. 

 

Tabela 3: Descrição da solução de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) adaptada. 

NUTRIENTES CONCENTRAÇÃO  

KNO3 1,845 mmol/L 

Ca(NO3)2.4H2O 1 mmol/L 

NH4H2PO4 0,5 mmol/L 

MgSO4.7H2O 0,25 mmol/L 

KCl 0,0005 mmol/L 

H3BO3 0,025 mmol/L 

MnSO4.4H2O 0,002 mmol/L 

ZnSO4.7H2O 0,002 mmol/L 

CuSO4.5H2O 0,0001 mmol/L 

(NH4)6Mo7O24.4H2O 0,0001 mmol/L 

Fe(Na)EDTA 0,01 mmol/L 
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2.2.  Análise nutricional por tecido foliar e anatomia 

 

As folhas coletadas para a análise foliar foram acondicionadas em sacos 

de papel, secas em estufa e moídas em moinho de bolas. A análise dos macro e 

micronutrienetes foram realizadas de acordo com procedimentos pré-

estabelecidos (MALAVOLTA et al., 1997). 

Para as análises anatômicas, os ápices radiculares foram fixados em 

solução FAA 70% (5% de formaldeído, 5% de etanol 70% e 90% de ácido 

acético glacial) durante 72 horas e posteriormente armazenadas em solução de 

etanol 70% até o momento da realização da análises. Para tanto, as amostras 

foram desidratadas em série etílica, de etanol 70% à etanol 100% e após isso 

infiltradas em solução de etanol e resina histológica (50%), por cerca de 12 

horas. 

Em seguida, as raízes foram submetidas à incubação em resina pura por 

48 horas e, posteriormente emblocadas em resina Leica de acordo com o 

protocolo do fabricante. As amostras foram seccionadas em espessura de 5 µm 

em micrótomo rotativo e coradas com Azul de Evans. Por fim, as lâminas foram 

montadas e visualizadas em microscópio fotônico Axio Scope.A1 (Zeiss) 

acoplado à câmera. 

 

 

2.3.  Quantificação de citrato exsudado 

 

Amostras  de solução coletadas dos tratamentos de 6 horas sem 

exposição ao alumínio, 48 horas com exposição ao alumínio e 96 horas com 

exposição ao alumínio foram injetadas por infusão direta em espectrômetro de 
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massas micrOTOF Q-II (Bruker). A análise foi realizada em modo negativo, 

sendo as voltagens selecionadas para análise: end plate: -500V; capilar: +3500V; 

tubo de voo: 8600V. Para a ionização, a pressão do nebulizador foi ajustada para 

0,5 Bar e o gás de secagem com fluxo de 5L/min a 180°C.  

Os valores de intensidade m/z foram utilizados para a comparação entre 

os tratamentos referidos. 

 

2.4.  Extração de RNA, análise da integridade e tratamento com 

DNAse 

 

As amostras de raízes coletadas, como descrito em 2.1, para extração de 

RNA foram maceradas individualmente e submetidas ao protocolo de extração 

de acordo com as especificações do fabricante do reagente Concert™ Plant RNA 

Reagent (Invitrogen), com alguns ajustes relativos ao estado de oxidação de cada 

amostra.  

Após a extração, 1µL da amostra foi submetido à eletroforese em gel de 

agarose à 1%, afim de possibilitar análise da integridade do RNA extraído. A 

eletroforese foi procedida por 30 minutos, sob voltagem de 100V. As amostras  

nas quais as duas subunidades do RNA ribossomal estavam nítidas, separadas e 

proporcionais foram consideradas íntegras. 

Os materiais  aprovados quanto à integridade do RNA foram 

quantificados em espectrofotômetro NanoVue
TM

 (GE-Healthcare Life Sciences) 

em comprimento de onde de 260nm e analisados quanto aos parâmetros de 

qualidade baseados nas relações entre as absorbâncias nos comprimentos de 

onda de 260/280 nm e 260/230 nm para a verificação dos níveis de 

contaminação por proteínas, compostos fenólicos e sais, principalmente. As 

amostras que apresentaram valores entre 1,8 e 2,2 para estas relações foram 

consideradas de qualidade. 
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Por fim, as amostras de RNA íntegras e de qualidade foram tratadas com 

o kit Turbo DNA-free (Ambion) de acordo com as especificações do 

fabricante, para a eliminação do resíduo de DNA. 

 

2.5.  PCR Housekeeping e RT-PCR 

 

Afim de verificar a eliminação dos vestígios de DNA contaminante nas 

amostras de RNA, estas foram submetidas à uma PCR com primers para o gene 

de referência PP2A (Apêndice, tabela 1), com as seguintes especificações quanto 

à ciclagem: 95 ºC por 2 minutos; 95 ºC por 20 segundos, 60 ºC 20 segundos e 72 

ºC por 20 segundos (repetidos 35 vezes); 72 ºC por 5 minutos e temperatura de 

HOLD de 12 ºC. 

Após, este material foi submetido à eletroforese em gel de agarose à 2%, 

por 40 minutos à 80V. As amostras nas quais não constatou-se amplificação 

foram consideradas aptas para o prosseguimento. 

Diante disso, a conversão das amostras de RNA em cDNA foi efetuada a 

partir do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems), 

seguindo as orientações do fabricante quanto à estequiometria da reação e às 

especificações da ciclagem. 

 

2.6.  Desenho dos primers, análise da eficiência e análise da 

estabilidade dos primers para os genes de referência 

 

Os primers foram elaborados com auxílio da ferramenta OligoPerfect
TM 

Designer (Thermo Fisher Scientific) 

(https://tools.thermofisher.com/content.cfm?pageid=9716&icid=fr-oligo-

6?CID=fl-oligoperfect) e os parâmetros de qualidade de acordo com as 

especificações da técnica de qPCR foram avaliados por intermédio do software 

https://tools.thermofisher.com/content.cfm?pageid=9716&icid=fr-oligo-6?CID=fl-oligoperfect
https://tools.thermofisher.com/content.cfm?pageid=9716&icid=fr-oligo-6?CID=fl-oligoperfect
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OligoAnalyzer3.1 (Integrated DNA Technologies) 

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer). Quanto aos primers para os genes 

CaMATE_C e CaMATE_E, estes foram desenhados manualmente, afim de 

utilizar um SNP entre estas duas sequências como última base na extremidade 3’ 

do primer forward. 

A análise da eficiência de amplificação foi realizada individualmente 

para cada primer em cada amostra do experimento a partir do software 

LinRegPCR (RUIJTER et al., 2009; TUOMI et al., 2010).  

Foram sintetizados cinco primers para genes de referência em Coffea 

arabica (Apêndice, tabela 1) e dois destes foram selecionados para normalizar 

os resultados dos ensaios de qPCR a partir do ranking gerado pela ferramenta 

RefFinder (http://fulxie.0fees.us/?i=1), de acordo com a análise de estabilidade. 

 

2.7.  Análise da expressão gênica por qPCR 

 

As análises da expressão gênica foram realizadas em aparelho ABI 7500 

FAST (Applied Biosystems) e com a utilização do agente intercalante GoTaq
®
 

qPCR Master Mix (Promega), sendo as especificações de estequiometria e 

ciclagem de acordo com as instruções do fabricante. O experimento foi 

executado em triplicata técnica, com base em um pool das triplicatas biológicas. 

A especificidade de cada primer utilizado no experimento foi analisada 

por meio das respectivas curvas de melting e em todos os ensaios esse estágio foi 

mantido no ciclo para a verificação. Os resultados foram tratados de acordo com 

o método de Pfaffl (PFAFFL et al., 2010), sendo os dados finais submetidos ao 

teste de Scott-Knott à 5% de significância, com auxílio do software R 3.03. 

 

 

 

https://www.idtdna.com/calc/analyzer
http://fulxie.0fees.us/?i=1
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

A partir do candidato em potencial relacionado à exsudação de citrato da 

família MATE identificado em C. canephora (Capítulo 2), foi possível obter as 

sequências de dois genes em C. arabica, com 98% de identidade entre si à nível 

de sequência nucleotídica com éxons e íntrons. 

Em relação à dissimilaridade de 2%, um dos genes é idêntico ao 

homólogo em C. canephora então, este foi denominado CaMATE_C, por ser 

correspondente à fração do genoma de C. arabica proveniente do ancestral C. 

canephora. O outro gene foi denominado CaMATE_E por ser respectivo à 

fração do genoma derivado de C. eugenioides, pois a espécie C. arabica é 

anfidiplóide, derivada da hibridização natural entre estas espécies anteriormente 

citadas (LASHERMES et al., 1999).  

A proximidade entre o gene CaMATE_C e seu homólogo na espécie 

progenitora CcMATE42 (99% de identidade) reforça o que é abordado na 

literatura sobre a possibilidade de que tenha sido recente o evento de especiação 

de C. arabica (LASHERMES et al., 1999). 

As duas proteínas codificadas pelos homeólogos em C. arabica 

apresentam apenas dissimilaridades em dois resíduos de aminoácidos. Na 

posição 10 da sequência há uma troca de tirosina (Y) por uma histina (H) e na 

posição 268 de valina (V) por isoleucina (I). Apenas na primeira troca há 

alteração na propriedade dos aminoácidos, porém nesta posição da sequência 

proteíca não há sítios conservados entre as proteínas MATE que mediam o 

efluxo de citrato. 

Vale ressaltar que estas modificações são em consequência de  dois 

SNPs (single nucleotide polimorphism) existentes entre as sequências codantes 

dos repectivos genes e que, além dos dois SNPs que alteram estes aminoácidos, 

são observados 7 outros que não resultam em diferenças à nível proteíco. 
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Assim como a proteína CcMATE42,  estas proteínas identificadas em C. 

arabica são membros da família MATE potencialmente associadas ao efluxo de 

citrato, já que possuem tanto o loop interno à membrana de cerca de 100 

resíduos de aminoácidos (figura 14) e a região conservada próximo ao segundo 

domínio transmembranar, características observadas restritamente em proteínas 

que desempenham esta função (LIU et al., 2009). 

 

Figura 14: Estrutura tridimensional das proteínas CaMATE_C e CaMATE_E 

preditas pelo software SWISS-PROT. 

 

Legenda: A- CaMATE_C em perspectiva vertical; B- CaMATE_C em perspectiva 

horizontal; C- CaMATE_E em perspectiva vertical; D- CaMATE_E em perspectiva 

horizontal. 

Fonte: do autor. 
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Com isso, a cultivar Coffea arabica, cv. Catuaí vermelho IAC 99 foi 

utilizada em experimento sob condições de hidroponia para validar o potencial 

destes membros da família MATE em cafeeiro, bem como verificar a hipótese de 

expressão diferencial por parte dos homeólogos, visto que existem dados que 

comprovam a exsudação de citrato por esta variedade em condições de campo 

(SILVA et al., 2002). 

Vale ressaltar que não há registros em literatura que elucidam os 

mecanismos pelos quais esta exsudação ocorre em cafeeiro. Porém foi 

demonstrado que as variedades de Coffea arabica Catuaí amarelo IAC 62 e Icatu 

vermelho IAC 4045 apresentam alterações quanto a expressão de genes 

relacionados ao metabolismo primário e processos oxidativos quando expostas 

ao alumínio tóxico (BAZZO et al., 2013). 

Dentre estas mudanças, pode-se destacar que o gene relativo à enzima 

malato desidrogenase (MDH) apresenta um pico de expressão logo uma hora 

após o contato da variedade Catuaí amarelo com alumínio, o que poderia indicar 

um mecanismo de efluxo de malato para a complexação do alumínio. No 

entanto, as duas cultivares apresentaram aumento gradual na expressão dos 

genes relacionados à enzima citrato sintase (CS) até o intervalo de 48 horas de 

exposição ao alumínio (tempo máximo analisado no experimento), 

aparentemente um indício de que a produção de citrato foi estimulada pelo 

estresse causado por alumínio (BAZZO et al., 2013). 

Este possível incremento na produção de citrato pode estar relacionado 

tanto com mecanismos de tolerância interna, nos quais o alumínio seria 

complexado e armazenado em vacúolo, quanto com mecanismos de exclusão, o 

que indicaria o envolvimento de proteínas MATE no efluxo deste ácido orgânico 

(KOCHIAN et al., 2015) como mecanismo de tolerância do cafeeiro ao 

alumínio. De fato, a análise da expressão gênica dos genes da família MATE 

estudados neste trabalho suportam esta hipótese (figura 14). 
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Figura 15: Análise da expressão gência relativa dos genes CaMATE_C e 

CaMATE_E na cultivar Coffea arabica cv, Catuaí vermelho IAC99 

 

Legenda: As plantas foram expostas ou não à solução com alumínio disponível por 

diferentes intervalos de tempo. Como referência foram utilizados os genes Ubiquitina e 

Actina, considerados os mais estáveis dentre os analisados pela ferramenta RefFinder. 

Fonte: do autor 

 

Vale ressaltar que, à todos os primers utilizados no experimento, foi 

atribuída eficiência de amplificação superior à 90% (Apêndice, tabela 2) com 

excessão para o primer sintetizado para o gene 24S, porém este não foi utilizado 

para a normalização dos dados. Por análise da curva de melting, concluiu-se que 

todos os primers são específicos e os sintetizados para os genes de referência 
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aplicados ao método de comparação foram selecionados com base em ranking 

de 5 candidatos analisados com auxílido da ferramenta RefFinder.  

A partir da análise do gráfico da figura 14, é possível afirmar que até o 

intervalo de 48 horas, não houve alteração significativa da expressão dos genes 

CaMATE_C e CaMATE_E em resposta ao alumínio. Para o tempo de 12 horas 

de exposição, houve um incremento na expressão do gene CaMATE_E em 

relação à presença de alumínio, porém este valor não difere do observado para o 

intervalo de 48 horas sem contato com alumíno. 

 Este padrão de expressão mantém-se até às 96 horas de exposição ao 

alumínio para o gene CaMATE_C. Porém, os valores de expressão relativa do 

gene CaMATE_E sofrem um aumento significativo neste ponto para a condição 

de estresse com alumínio, tanto em relação à todos os outros pontos do gráfico 

quanto à condição sem alumínio, sendo que para esta última comparação a taxa 

de incremento na expressão é de 403%. 

Portanto, de acordo com estes resultados, o gene CcMATE_E é 

responsivo ao estresse causado pelo alumínio e a ativação da expressão ocorre 

96 horas após à exposição da planta à este metal. Apesar de não se tratarem das 

mesmas variedades de Coffea arabica, estes dados corroboram com o aumento 

gradual da expressão do gene respectivo à enzima CS apresentados no outro 

trabalho (BAZZO et al., 2013) que analisa os fatores moleculares relacionados à 

tolerância desta espécie ao alumínio. 

O tempo de exposição necessário para o incremento da expressão gênica 

do CaMATE_E é mais próximo ao observado para o gene SbMATE de Sorghum 

bicolor (MAGALHÃES et al., 2007), dentre os genes MATE já estudados. Vale 

ressaltar que os trabalhos nos quais os genes EcMATE3 e BoMATE, que estão 

mais próximos ao gene CcMATE42 na árvore filogenética (figura 8, capítulo 2) 

avaliaram intervalos de tempo de contato com alumínio relativamente pequenos 

(WU et al., 2014; SAWAKI et al., 2013). 
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Interessantemente, assim como o observado para o gene SbMATE 

(MAGALHÃES et al., 2007), a expressão do gene CaMATE_E pode estar 

relacionada ao icremento da exsudação do ânion citrato (figura 15). 

 

Figura 16: Intensidade m/z de citrato por coleta de solução contendo o 

exsudato de plantas utilizadas no experimento. 

 

Legenda: o ponto 6h é relativo à coleta de solução de plantas submetidas à hidroponia 

por 6 horas sem contato com alumínio e os pontos 48h+Al e 96h+Al correspondem à 

coletas após 48 e 96 horas, respectivamente, de exposição ao alumínio. 

Fonte: do autor. 

 

Os valores de intensidade m/z para o ânion citrato presente nas amostras 

não são artifício para a relação direta com a quantidade de citrato exsudada, 

porém evidenciam a discrepância relativa entre a quantidade deste ácido 

orgânico presente na amostra coletada após 4 dias de exposição ao alumínio em 

relação às demais. 

É possível, a partir da análise dos gráficos das figuras 14 e 15, também 

suportar a hipótese de que haja outros pontos entre o intervalo de tempo de 48 e 

96 horas de exposição ao alumínio nos quais  a expressão relativa do gene 
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CaMATE_E antija valores próximos ou superiores ao observado aos 4 dias de 

estresse. Tanto quanto esta hipótese, é válida a possibilidade de haver maiores 

valores de expressão relativa para este gene se as plantas permanecerem sob 

estresse por períodos de tempo mais prolongados. 

Além da análise da figura 14 propiciar discussão da hipótese de que, a 

partir deste trabalho, possivelmente, foi identificado o gene membro da família 

MATE responsável pelo efluxo de citrato e relacionado com a tolerância ao 

estresse por alumínio em Coffea arabica, é pertinente a diferença nos valores de 

expressão relativa entre os dois homéologos CaMATE_C e CaMATE_E. 

Aparentemente, a expressão do gene CaMATE_C não foi ativada pelo 

estresse causado por exposição ao alumínio no período de tempo analisado neste 

experimento, fato interessante, já que os dois genes coexistem no mesmo 

indivíduo e, portanto, estavam submetidos às mesmas condições de estresse. São 

necessários estudos com intervalos de tempos maiores de estresse para afirmar 

que o gene CaMATE_C não é reponsivo à esta condição, porém é evidente que o 

padrão de regulação transcricional entre os dois genes neste estudo é distinto. 

O primeiro trabalho no qual foi abordado a expressão diferencial de 

homeólogos no gênero Coffea foi publicado em 2010 (VIDAL et al., 2010).  

Foi constatado que em 29% dos genes de C. arabica há contribuição 

diferencial por parte dos homeólogos (13% atribuída ao CaCc e 16% à CaCe), 

por ensaios baseados em Expressed sequence tags (EST). Aparentemente os 

homéologos CaCe estão ligados à funções basais enquanto que os homeólogos 

CaCc à respostas à estímulos. Neste contexto, foram detectadas tanto expressão 

diferencial entre os homeólogos para um determinado gene, como silenciamento 

de um dos homeólogos em alguns casos (VIDAL et al., 2010).  

A diferença entre o nível de expressão relativa entre os genes 

CaMATE_C e CaMATE_E corroboram com estes dados e embasam a hipótese 

da contribuição diferencial entre os homeólogos para características específicas. 
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Este padrão (VIDAL et al., 2010) também foi observado em estudos 

com os homeólogos do gene RBCS1, que codifica a subunidade menor da 

enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxidade (Rubisco). Neste trabalho foi 

comprovada a expressão diferencial entre homeólogos associada à uma 

característica específica e a versão do subgenoma CaCc foi privilegiada neste 

caso (MARRACCINI et al., 2011). 

A partir do fato de que os dois homeólogos estudados neste trabalho, 

CaMATE_E e CaMATE_C foram submetidos às mesmas condições por co-

existirem no mesmo indivíduo, é possível supor que os fatores delimitantes para 

a expressão diferencial estão associados à elementos cis- regulatórios, trans-

regulatórios ou ambos. 

Então, foi realizado o alinhamento múltiplo da região de 4000 pb 

upstream ao códon de início da tradução (ATG) dos dois homeólogos estudados. 

Esta região analisada pode ser dividida em três subregiões, uma região de 1000 

pb, mais próxima ao ATG, outra seguinte de 1500 pb e a última de 1500 pb mais 

distante ao códon de início da tradução (valores aproximados) (figura 16). Dessa 

forma, a primeira e a última região apresentam maior similaridade entre os 

homeólogos (98% e 98%, respectivamente) e a região central de 1500 pb é a 

mais desigual (88% de similaridade). 

 

Figura 17: Representação da região upstream ao códon de ínicio da tradução analisada 

neste estudo. 

 

 

 

Fonte: do autor 
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Afim de averiguar a possibilidade de influências de elementos cis-

regulatórios, foi analisada a ocorrência de sítios para fatores de transcrição 

notoriamente associados à regulação de genes relacionados à tolerância à 

alumínio, como o Al resistance transcription factor (ART1) (TSUTSUI et al., 

2011), Abscisic acid, stress and ripening 5 (ASR5) (ARENHART et al., 2014), 

Calmodulin binding transcription activator 2 (CAMTA2) (TOKIZAWA et al., 

2015) e WRKY domain-containing protein 46 WRKY46 (DING et al., 2013) 

(tabela 4). 

Estes genes são fatores de transcrição comprovadamente envolvidos, 

dentre outras condições, no estresse por alumínio e em estudo com a região 

promotora do gene AtALMT1, envolvido no efluxo de malato ativado por 

alumínio, constatou-se que a presença de sítios de ligação para estas proteínas 

eram determinantes para a regulação da expressão deste gene em resposta ao 

estímulo (TOKIZAWA et al., 2014). 

A ligação das proteínas Sensitive to proton rizhotoxicity 1 (STOP1) 

(homóloga à ART1 e compartilha o mesmo sítio de ligação) e CAMTA2 

aumentam o nível de expressão do gene em resposta ao estresse, sendo que a 

primeira é fundamental para a resposta ao estímulo. Já a proteína ASR5 está 

relacionada à expressão tecido-específica do gene AtALMT1 no ápice radicular 

e, por fim, a proteína WRKY46 atua como repressora da expressão deste gene 

(TOKIZAWA et al., 2014). 
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Tabela 4: Quantidade de sítios para ligação com fatores de transcrição envolvidos na 

resposta ao estresse causado por alumínio, na região promotora dos genes 

CaMATE_C e CaMATE_E. 

Tipos de motif 
Número de motifs 

CaMATE_C CaMATE_E 

Sítios de ligação para ART1 (maior 

afinidade) 
18 18 

Sítios de ligação para ART1 (menor 

afinidade) 
32 29 

Sítios de ligação para ASR5 8 8 

Sítios de ligação para CAMTA2 0 0 

Sítios de ligação para WRKY46 (W-box) 10 10 

 

Como pode ser observado a partir da tabela 4, os elementos cis-

regulatórios conhecidamente envolvidos com a tolerância ao alumínio não 

variam em termos de quantidade em relação a região promotora dos dois 

homeólogos estudados neste trabalho. Aparentemente, este não é o fator 

determinante para a expressão diferencial destes genes em resposta ao estresse, 

porém, são necessários mais estudos para elucidar os elementos cis-regulatórios 

em Coffea arabica associados à este estímulo. 

Baseado em análise de dados de RNA-seq, foi observado que elementos 

trans-regulatórios são determinantes para a expressão diferencial de homeólogos 

em Coffea arabica, não necessariamente relacionados à divergências em 

elementos cis-regulatórios. Foi demonstrado que os fatores de transcrição de um 

subgenoma podem atuar sobre outro subgenoma, e isto pode ocorrer de forma 

assimétrica, ou seja, elementos trans-regulatórios de ambos os subgenomas 

podem ligar-se à regiões cis-regulatórias de modo diferencial entre os alelos 

(COMBES et al., 2015). 

Além desse fato, constatou-se para o trabalho supracitado que os genes 

homeólogos diferencialmente expressos derivados do subgenoma de C. 

canephora eram regulados pelos fatores de transcrição derivados do subgenoma 

de C. eugenioides e também ocorria a situação inversa desta condição, sendo que 
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os fatores de transcrição do subgenoma de C. eugenióides causavam maior 

impacto sobre a regulão transcricional, culminando na maior expressão relativa 

dos genes homéogos do subgenoma de C. canephora. 

Esta observação pode ser aplicada aos genes CaMATE_C e CaMATE_E, 

porém é necessário avaliar a interação entre os elementos cis e trans regulatórios 

dos diferentes subgenomas associados ao estresse causado por alumínio. 

Vale ressaltar que regiões intrônicas possuem elementos cis-regulatórios 

e que em estudos com o gene SbMATE foi constatada a existência de 

polimorfismos entre variedades contrastantes em relação à tolerância à alumínio 

no segundo íntron deste gene (MAGALHÃES et al., 2007). 

Vale ressaltar que os genes estudados neste trabalho apresentam 

polimorfismos justamente em uma região compreendida pelo segundo íntron, 

trata-se de uma diferença de 24 nucleotídeos e parte desta diferença é composta 

por repetições em tandem dos nucleotídeos CTT. Porém, não foi identificada 

nenhuma relação desta região com um fator de transcrição específico. 

O tempo de exposição ao alumínio (96 horas, no total) foi suficiente 

para causar danos nos ápices radiculares da planta (figura 17). Os ápices 

radiculares, mais precisamente a zona de transição distal, são os sítios primários 

dos efeitos tóxicos do alumínio e, em sorgo, a maior expressão do gene SbMATE 

está justamente associada à este local (SIVAGURU et al., 2013). 
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Figura 18: Secções longitudinais dos ápices radiculares coletados de plantas 

submetidas ao experimento. 

 

 

Legenda: A- ápice radicular não exposto ao alumínio; B- ápice radicular após 96 horas 

de exposição ao alumínio. A barra horizontal na extremidade inferior esquerda denota a 

escala de 100 µm. 

Fonte: do autor 

 

Em ensaios com diferentes genótipos de cafeeiro, também em solução 

nutritiva, foi observado o acúmulo de alumínio em células epidérmicas do ápice 

radicular de plantas submetidas à 20h de contato com este metal, porém este 

intervalo de tempo e a concentração utilizada (0,296 mM) não foram suficientes 

para diferenciar os genótipos quanto à tolerância (BRACCINI et al., 2000). Os 

ápices radiculares das plantas do ensaio conduzido neste trabalho estavam 

oxidados ao fim do experimento, em acordo com o observado na referência 

supracitada. 

Apesar da notória diferença anatômica entre os ápices radiculares dos 

tratamentos experimentais após quatro dias de exposição ao alumínio, não foi 

observada diferença em relação à nutricão mineral via análise foliar,com 
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excessão para o elemento K
+
 (tabela 5). Aparentemente, o tempo experimental 

não foi suficiente para observar os efeitos dos danos radiculares na translocação 

da maioria dos nutrientes até até as folhas. 

 

Tabela 5: Discriminação dos teores foliares dos nutrientes analisados de acordo com os 

tratamentos experimentais 

 

Nutrientes 

(unidade) 
Controle 

96 horas sem 

exposição ao Al
3+

 

96 horas de 

exposição ao Al
3+

 

N (%) 3,22 a 3,07 a 2,99 a 

P (%) 0,2 a 0,19 a 0,19 a 

K (%) 1,80 a 1,29 b 1,37 b 

Ca (%) 0,75 a 0,77 a 0,75 a 

Mg (%) 0,25 a 0,24 a 0,25 a 

S (%) 0,19 a 0,20 a 0,21 a 

B (ppm) 50,60 a 51,10 a 49,30 a 

Cu (ppm) 6,97 a 6,13 a 6,53 a 

Mn (ppm) 47,9 a 53,16 a 44,33 a 

Zn (ppm) 10,97 a 11,30 a 10,90 a 

Fe (ppm) 160,20 a 133,43 a 145,83 a 

NOTA: Médias seguidas de letras diferentes em linha podem ser consideradas diferentes 

à 5% de significância, pelo teste Scot-Knott. O controle refere-se à plantas analisadas 

antes da execução do experimento. 

 

Em estudos em ambiente in vitro, também foi observada diminuição no 

conteúdo de potássio em folhas de cafeeiro submetidas ao alumínio, 

correlacionada com a concentração deste metal fornecida (BOJORQUEZ-

QUINTAL et al., 2014). No caso deste trabalho, não há como associar a 

diminuição da concentração de K
+
 em detrimento dos efeitos tóxicos do íon 
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Al
3+

, visto que tanto as plantas sob estresse e a plantas do tratamento controle 

apresentaram este sintoma. 

Provavelmente, este sintoma deu-se por influência, tanto da nutrição no 

momento da realização do experimento quanto do estado nutricional das plantas 

anteriormente, visto que, para este elemento, a concentração foliar já estava no 

limiar entre deficiente e adequada (THEODORO et al., 2003) 

 

4. CONCLUSÃO 

 

A exposição da cultivar Coffea arabica cv. Catuaí vermelho IAC 99 à 

solução contendo níveis tóxicos de Al
3+

 resultou em alterações anatômicas 

significativas, com degradação do ápice radicular das plantas submetidas à este 

estresse, porém não culminou em diferenças no conteúdo foliar dos macro e 

micronutrientes avaliados. 

A partir do membro candidato da família MATE em C. canephora 

associado ao efluxo de citrato por análises in silico, foram idenficados dois 

genes homólogos em C. arabica. Foi constatado que estes são homeólogos 

derivados dos genomas ancestrais de C. canephora e C. arabica. 

Interessantemente, a expressão gênica destes homéologos em plantas 

submetidas ao estresse por exposição ao alumínio foi diferencial, destacando-se 

o gene CaMATE_E (relacionado ao subgenoma de C. eugenioides) como mais 

responsivo à esta condição e com perfil de expressão condizente com a 

exsudação do ânion citrato. As regiões relacionadas à regulação da expressão 

gênica avaliadas neste trabalho (região promotora e intrônica) apresentam 

dissimilaridades entre os homeólogos, porém estas não correspondem à 

elementos cis-regulatórios distintos específicamente relacionados à resposta à 

condição abordada. 
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Portanto, foi possível caracterizar o gene em C. arabica possivelmente 

relacionado ao efluxo de citrato na rizosfera como mecanismo de tolerância ao 

alumínio e constatar a contribuição diferencial dos homeólogos derivados dos 

dois subgenomas ancestrais para esta característica. Estas constatações 

demonstram a pertinência do estudo destes genes para o subsídio de estratégias 

de melhoramento do cafeeiro que visem a adaptação à solos ácidos. 
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Tabela 1: Descrição dos primers utilizados no experimento quanto à sequências e 

eficiências respectivas 

PRIMER Sequência Eficiência 

CaMATE_C – FWD 5’- GACTATGATGTCTGGTATCTGT-3’ 

93% 
CaMATE_C – REV 5’-ATTTCCACTCCTAACTCGTC-3’ 

CaMATE_E – FWD 5’- GACTATGATGTCTGGTATCTGC-3’ 

91% 

CaMATE_E – REV 5’-ATTTCCACTCCTAACTCGTC-3’ 

UBIQUITINA – FWD 5’-AAGACAGCTTCAACAGAGTACAGCAT-3’ 

92% 

UBIQUITINA – REV 5’-GGCAGGACCTTGGCTGACTATA-3’ 

ACTINA – FWD 5’- GCCAGATGGACAAGTGATTACCA-3’ 
98% 

ACTINA – REV 5’-CAGCAGCTTCCATTCCTATGATAG-3’ 

24S – FWD 5’-GACCAATCGTCTTCTTTCCAGAAA-3’ 
85% 

24S – REV 5’-TCAACTCAGCCTTGGAAACATTAG-3’ 

PP2A – FWD 5’-ACCTATGGGTGAAATGAAGATGGA-3’ 
94% 

PP2A – REV 5’-AGGCGGCGAGATGAATCTTTT-3’ 

14 3 3 – FWD 5’-CGCCTGATCGTGCTTGTTC-3’ 
90% 

14 3 3 – REV 5’-GCACATCAGGAGTCCACAAAGTAA-3’ 

 

Tabela 2: Ranking entre a estabilidade da expressão dos genes endógenos pela 

ferramenta RefFinder. 

PRIMER 
Valores de estabilidade (Ranking) - 

RefFinder 

UBIQUITINA 1,57 (1º) 

ACTINA 1,73 (2º) 

PP2A 1,86 (3º) 

24S 4,00 (4º) 

14 3 3 5,00 (5º) 

 

 


