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RESUMO

A partir da expansdo da fronteira agricola, o cultivo de espécies do
género Coffea expandiu-se para areas marginalizadas em termos de fertilidade
de solos, como o Cerrado brasileiro. Os primeiros trabalhos relacionados ao
levantamento das caracteristicas deste ambiente evidenciaram, dentre outros
aspectos, 0s problemas relacionados a toxidez do aluminio e a baixa
disponibilidade de fosfatos. Apesar das técnicas aplicadas para a corre¢do destes
problemas serem amplamente difundidas, estas ndo sdo facilmente aplicadas em
cultivos perenes e, além disso, baseiam-se na alteracdo do ambiente para o
cultivo do vegetal, o que pode culminar em impacto ambiental. Dessa forma, o
estudo dos mecanismos moleculares relacionados a adaptacdo pode impulsionar
0 desenvolvimento de programas de melhoramento genético, convencional e
baseado em biotecnologia, que culminem na manutencdo da produtividade do
setor cafeeiro de forma sustentavel. Neste contexto, a partir deste trabalho,
objetivou-se elucidar os membros da familia génica Multi drug and toxic
compound extrusion (MATE) em Coffea canephora afim de identificar, dentre os
diversos membros desta familia multifuncional, genes relacionados a tolerancia
ao aluminio e analisar a influéncia destes genes sobre os mecanismos de
tolerancia a este estresse em Coffea arabica. O estudo in silico da familia
MATE possibilitou a identificacdo de 60 proteinas presentes em C. canephora.
Destacaram-se as proteinas CcMATE7 e CcMATE43 provavelmente
relacionadas ao transporte de alcaldéides em C. canephora, também alguns
potenciais transportadores de flavondides, CcCMATE18 e CcMATE20 e a
proteina CcCMATE42, potencialmente associada ao efluxo do anion citrato, que
pode minimizar os efeitos toxicos do aluminio soltvel e auxiliar a absorcéo de
fosfatos. A partir deste candidato em potencial, foram identificados dois genes
homedlogos em C. arabica, um relacionado ao subgenoma derivado do ancestral
C. canephora (CaMATE_C) e outro do ancestral C. eugenitides (CaMATE_E).
A partir de um experimento em hidroponia, foi demonstrado por RT-qPCR que
estes homeologos apresentam perfis distintos de expressdo génica sob estresse
causado por exposicdo ao aluminio. O gene CaMATE_E foi considerado mais
responsivo & este estimulo e com perfil de expressdo condizente com a
exsudacdo de citrato, mesmo ndo havendo elementos cis-regulatérios
especificamente relacionados a tolerancia a aluminio que expliquem esta
diferenca. Em conclusdo, este trabalho pode fornecer informagdes relevantes
para os estudos relacionados aos mecanismos de adaptacdo de espécies do
género Coffea a solos acidos, sendo estes pertinentes para o cultivo produtivo e
sustentavel do cafeeiro neste ambiente.

Palavras-chave: homeo6logo; 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 CcMATEA43, 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. INTRODUCAO

Com excessdo das regides congeladas do planeta, aproximadamente
30% da porcdo continental é constituida por solos acidos (pH inferior a 5,5) e a
porcdo da América Latina corresponde a cerca de 7% deste montante (VON
UEXKULL; MUTERT, 1995). No Brasil, este tipo de solo compreende cerca de
207 Mha do territdrio (27% da area continental) (Thomas et al., 1999).

Dentre as adversidades para as préaticas agricolas em solos deste tipo,
pode-se destacar a reduzida disponibilidade de fésforo (SHEN et al., 2011) e 0s
efeitos toxicos do aluminio soluvel (ZHOU et al., 2014). Estes percalgos
dificultam o aumento da produtividade agraria brasileira para diversas
commodities, dentre elas, o café, que exprime relevancia social e econdémica para
o0 Brasil a partir, principalmente, da geracdo de empregos e comercializacdo dos
gréos e seus derivados nos mercados interno e externo.

A estimativa da producdo para a safra de 2016 € de, aproximadamente,
51 milhdes de sacas de café beneficiado e, em 2015, o montante da receita bruta
foi acima de R$17 bi (CONAB, 2016). O pais ja é responsavel por suprir a
demanda de quase 40% do consumo mundial de café (CeCafé, 2016) e a porcdo
marjoritéria do cultivo do cafeeiro é conduzida em solos &cidos (DIAS et al.,
2015).

Neste sentido, 0 melhoramento genético das cultivares de cafeeiro em
relacdo a adaptacdo a este ambiente é indispensavel para o aumento dos niveis
de produtividade desta cultura.

Alguns estudos ja foram realizados a cerca de mecanismos pelos quais a
espécie Coffea arabica responde ao estresse causado pela toxicidade por
aluminio (BAZZO et al., 2013; RAMIREZ-BENITEZ; CHEE-GONZALEZ;
HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2008), bem como triagens entre diferentes

cultivares em relacéo a tolerancia a solos acidos (DE MACEDO et al., 2011);
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SILVA et al., 2002). Apesar da relevancia e contribuicdo destes trabalhos, ha
demanda para geragdo de conhecimento & respeito de genes associados a
resposta do cafeeiro a toxicidade por aluminio, para que estes auxiliem em
programas de melhoramento como marcadores moleculares ou alvos para
estratégias de transformacao genética.

Vale ressaltar que proteinas de membrana com funcdes de transporte s&o
fundamentais e destacam-se como pontos-chave nos processos de interagéo
planta-ambiente, no modo como estas absorvem e utilizam nutrientes e agua
(SCHROEDER et al., 2013). Com o intuito de intensificar a adaptabilidade do
cafeeiro aos estresses advindos do cultivo em solos acidos, € pertinente o estudo
da familia génica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE),
caracterizada por proteinas de membrana relacionadas a diversos processos
metabolicos nos organismos, inclusive a tolerancia ao aluminio em vegetais
(TAKANASHI, K.; SHITAN; YAZAKI, 2014).

Este mecanismo de tolerancia acontece por meio do efluxo do ion citrato
para a rizosfera mediado por estas proteinas, 0 que acarreta na quelatizacdo do
aluminio solivel em solos com pH &cido e consequente diminuicdo da
permeabilidade da célula a este metal, evitando os efeitos nocivos a planta
(KOCHIAN et al., 2015).

Além de influenciar na tolerancia ao alumino, pode-se enfatizar que
alguns genes MATE podem interferir na absor¢do de fosfato por intermédio,
também, da exsudacdo de citrato (KOSTIC et al., 2015; WANG, Z. et al.,
2014), fato este que reitera o potencial desta familia de transportadores de
membrana para estratégias de engenharia genética visando incremento da
adaptabilidade & ambientes como o cerrado brasileiro.

Alguns trabalhos j& demonstraram sucesso na obtencdo de cafeeiros
geneticamente modificados (ALBUQUERQUE et al., 2009; PETITOT et al.,

2013; RIBAS et al., 2011) e o estudo desses genes relevantes para a adaptacdo a
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solos acidos podera subsidiar, dentre outros aspectos, a obtengdo de plantas com
modificagdes genéticas pontuais para o aprimoramento da tolerancia.

2. CAFEEIRO

O cafeeiro pertence a familia Rubiaceae, a quarta maior familia dentre
as angiospermas, composta por 660 géneros e 11.550 espécies (Robbrecht e
Manen, 2006). O género Coffea compreende mais de 103 espécies, dentre as
quais 72 estdo consideradas em risco de extin¢do e, apenas Coffea arabica,
Coffea canephora e Coffea liberica sdo utilizadas para producéo de bebidas,
com destaque para C. arabica (DAVIS et al., 2006).

A espécie Coffea arabica é a Unica autbgama e tetraploide (2n = 4x =
44) do género Coffea. Caracteriza-se por ser anfidiploide, originada a partir da
hibridizacdo natural entre as espécies C. canephora e C. eugenioides, sendo 0s
dois subgenomas constituintes de C. arabica pouco divergentes em relacdo aos
progenitores (LASHERMES et al., 1999). A figura 1 esquematiza esta
hibridizac&o.

Nesta espécie, 0s genes de cada subgenoma (derivados dos ancestrais C.
canephora e C. eugenioides) contribuem de modo diferencial para processos
especificos. Em alguns casos, ha expressdo preferencial de genes derivados de
um dos subgenomas em detrimento aos genes homedlogos do segundo
subgenoma e isto ocorre de modo variado em relagdo & processos metabolicos,
tecidos e condi¢fes ambientais (COMBES et al., 2015, MONDEGO et al.,
2011; VIDAL etal., 2010).
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Figura 1: Representagdo do surgimento da espécie Coffea arabica

Ancestral comum
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Anfidipldide
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Fonte: Vidal et al., 2010.

Em relacdo ao histdrico da utilizagdo destas espécies pelo homem,
relatos apontam que o inicio do cultivo de cafeeiros deu-se no século XV (1440),
por povos &rabes, a partir de sementes coletadas na Etidpia, centro de origem da
espécie C. arabica. A partir de 1690, os holandeses iniciaram o cultivo do

cafeeiro na Indonésia, de onde esta pratica foi propagada (NEVES, 1974).
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No Brasil, a cultura do café iniciou-se em 1727, no Para e, em 1732,
ocorreu a primeira exportacdo. A partir de 1932 deu-se inicio a um plano amplo
de estudos a cerca da sistematica, citologia, genética, biologia da reproducéo e
técnicas agrondmicas relacionadas ao cafeeiro no Instituto Agronémico de
Campinas (IAC) e, desde entdo, novas cultivares foram desenvolvidas e o
cultivo tem se expandido pelo Brasil (CARVALHO et al., 2007).

A producédo brasileira de café rendeu, em valor bruto no periodo de
janeiro a setembro de 2015, valores superiores a 18 bilhGes de reais. A
participacdo é distinta entre as regides do Brasil, sendo o sudeste o detentor da
maior contribuicdo (84,85%) seguido pelas regiGes nordeste (8,38%), sul
(3,11%), norte (2,55%) e centro-oeste (1,11%). Na regido sudeste, o estado de
Minas Gerais é o maior contribuinte para o valor bruto da producao,
correspondente a cerca de 10 bilhdes de reais e representa 56,14% do valor bruto
total da producdo brasileira (IBGE, 2015).

O café como commodity ocupa a 52 posic¢do no quadro de exportacbes do
agronegocio brasileiro, com o valor de, aproximadamente, 4 bilhdes de dblares
no periodo de janeiro a agosto de 2015. Este valor corresponde a 6,9% das
exportacbes do agronegocio 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 analise do grafico na figura 2, o
consumo interno de café no Brasil apresenta um comportamento crescente
estavel, & uma taxa de aumento de, aproximadamente, 2,5% em 24 anos, com a
producdo de 20,3 milhdes de sacas em 2014 (ABIC, 2014).
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Figura 2: Consumo anual de café no Brasil de 1990 a 2014 (ABIC, 2014).
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Fonte: ABIC, 2014.

A bebida elaborada a partir dos grdos do cafeeiro moidos e torrados, o
café, é considerada um alimento funcional devido as substancias com potencial
bioativo. Além disso, outros produtos baseados no cafeeiro sdo consumidos com
este intuito, como os frutos verdes, oOleos, 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, 0s quais atestam que mulheres que consomem 3 chicaras de
café diariamente diminuem em 54% as chances de desenvolverem carcinoma
hepatocelular (PETRICK et al., 2015) e que o0 aumento do consumo de café esta
associado a diminuicdo do risco de desenvolvimento de melanomas cutaneos
malignos (GUERTIN et al., 2015).
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A producéo de café no Brasil concentra-se em éreas de solos &cidos com
altos niveis de matéria organica e, portanto, é afetada pela toxicidade devido a
presenca de ions de aluminio sollveis (BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2014).
Alguns estudos tém sido executados a respeito dos aspectos fisiologicos,
bioquimicos e genéticos associados a influéncia do aluminio em plantulas e
suspensdes 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 tolerancia interna através de
compartimentailizacdo dos fon AI** e de exclusdo, via exsudacio de compostos
organicos (BAZZO et al., 2013).

Além da presenca de aluminio, estas areas onde expandiu-se o cultivo do
cafeeiro sdo marginalizadas em termos de fertilidade e, o fosforo, destaca-se
como um dos nutrientes limitantes na produgdo, pois encontra-se em baixa
concentragdo nos solos brasileiros (DIAS et al., 2015).

Nos ultimos 20 anos, a biotecnologia tém propiciado avancos que
podem ser aplicados ao cultivo do cafeeiro e auxiliar o desenvolvimento de
cultivares tolerantes a condi¢cGes ambientais desfavoréveis para a produtividade.

Entre estes avangos, pode-se citar isolamento e caracterizagdo de
promotores em potencial para transformacdo genética (MARRACCINI et al.,
2003; ROGERS et al., 1999), sequencimento de sequéncias expressas da
espécie C. canephora (ESTEVESVIEIRA et al., 2006), sequenciamento do
genoma completo de C. canephora (DENOEUD et al., 2014) e desenvolvimento
de plantas transgénicas 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 d& suporte para o desenvolvimento de
estratégias de melhoramento do cafeeiro para diversos viés, inclusive para a

adptacdo a solos acidos de maneira produtiva.
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3. TOXICIDADE DE ALUMINIO E DISPONIBILIDADE DE
FOSFORO EM SOLOS ACIDOS.

Solos com pH inferior a 55 sdo considerados solos &cidos e,
basicamente, os fatores que influenciam negativamente o desenvolvimento
vegetal incluem altas concentragbes de aluminio em forma idnica, manganés e
ferro, além da baixa disponibilidade de alguns elementos, como o fésforo, que é
0 nutriente limitante para produtividade neste tipo de solo (KOCHIAN;
HOEKENGA; PINEROS, 2004).

Como pode ser analisado na figura 3, os solos com pH acido encontram-
se marjoritariamente nos trépicos e na regido norte temperada e compreendem

parte consideravel da por¢do de solos ardveis do planeta (IGBF-DIS, 1998).

Figura 3: Distribuicdo dos solos em dmbito global de acordo com o pH.

Fonte: IGBF-DIS, 1998.
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Muitos destes solos sdo naturalmente pobres em teores de fosforo ou
entdo caracterizam-se pelo alto indice de fixacdo de fosfato, resultando na
necessidade de aplicacdes de fertilizantes fosfatados para que sejam alcancados
niveis satisfatorios de produtividade. Consequentemente, 0 manejo neste tipo de
solo requer calagem para elevacdo do pH, adubacdo fosfatada, a implementacédo
de préaticas que reduzam os efeitos da acidez, o que dispende recursos
financeiros (DELHAIZE et al., 2000).

Em solos neutros ou ligeiramente éacidos (5,5 < pH < 7) o aluminio,
metal mais abundante no solo, encontra-se complexado de forma estavel com
oxigénio e silica. Porém, este metal solubiliza-se em sua forma i6nica em solos
acidificados, tornando-se disponivel para a absor¢do 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 possuiam pH < 5,0 e 50% com valores entre
5,0 e 5,9. Além disso, foi constatado que 90% das amostras possuiam niveis
baixos de fésforo, cerca de 2 mg/dm?® (LOPES e COX, 1977).

Os niveis baixos de fosforo biodisponivel explicam-se pela adsor¢do do
fosfato na superficie de ¢Oxidos e hidroxidos de aluminio e ferro, alem da
formac&o de complexos estaveis com estes metais (PINTON et al., 2007).

As maneiras pelas quais os vegetais tolerantes se adaptam a este tipo de
ambiente sdo diversas, porém, pode-se destacar a exsudacdo de compostos na
rizosfera que exercem funcdo, de forma direta ou indireta, na minimizacdo dos
efeitos toxicos do aluminio e na disponibilidade de fosforo (figura 4). Dentre 0s

esxudados, destacam-se os acidos organicos (HOCKING et al., 2000).
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Este mecanismo de liberacdo de acidos organicos € o mais estudado
entre os processos de tolerancia ao aluminio por mecanismos de excluséo
(KOCHIAN et al.,
biodisponibilizacdo de fosfato, principalmente tratando-se da exsudacdo de
citrato (PINTON et al., 2007).

Em estudos com cafeeiro ja foi constatada a liberacdo de &cidos

2015) e também exerce efeito significativo na

organicos, principalmente citrato e malato, em resposta as condi¢cdes de pH
acido e estresse por aluminio, porém a magnitude de exsudacdo 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 exsudagdo

ou diminuigdo dos efeitos toxicos em &mbito intercelular.

Figura 4: Mecanismos de interagdo entre a rizosfera e o fésforo.
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Legenda: O esquema esta focado, principalmente, na influéncia da exsudacdo de
agucares, acidos orgénicos, fons H* e fosfatases na microbiota da rizosfera e
disponibilizacdo de fésforo.

Fonte: HOCKING et al., 2000.
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4. GENES MATE E A TOLERANCIA A SOLOS ACIDOS

A familia génica MATE (“Multi drug and toxic compound extrusion”) ¢
constituida por varios representantes, tanto em organismos procariotos quanto
em eucariotos. E uma familia de proteinas de membrana transportadoras de ions
do tipo antiporte, por gradiente eletroquimico de ions H* ou Na* (TAKANASHI,
K. etal., 2014).

A maioria dessas proteinas possui de 400 a 550 residuos de
aminoacidos, porém podem variar de 400 a 700 residuos. Caracterizam-se por
possuir 12 dominios transmembranares, contudo, aparentemente, ndo ha uma
sequéncia consenso conservada em todos 0os membros da familia (OMOTE et
al., 2006).

Dentre as fungdes em estudo destes genes, a influéncia do transporte de
acidos organicos, como citrato, na tolerancia a toxicidade de aluminio em solos
acidos tem sido amplamente explorada e, os primeiros genes MATE
caracterizados que codificam proteinas deste tipo em vegetais foram isolados em
Sorghum bicolor (SbMATE) (MAGALHAES et al., 2007) e em Hordeum
vulgare (HVAACT1) (FURUKAWA et al., 2007).

Desde entdo, diversos representantes desta familia génica associados ao
efluxo de citrato tém 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
familia MATE exercem influéncia sobre a exsudagdo de citrato em suas espécies
de origem.

Como caracteristica singular, as proteinas relacionadas a este processo

possuem, especificamente, uma regido conservada entre o segundo e o terceiro
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dominio transmembranar, caracterizada por um “loop” interno a membrana

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

Figura 5: Topologia comum predita para proteinas da familia MATE
transportadoras de citrato

Cytoplasm
NH3

Fonte: Liu et al., 2009.

Estes genes descritos relacionados a liberacdo de citrato séo
fundamentais no mecanismo de tolerancia das plantas ao aluminio. O citrato
interage com o aluminio em proporcédo 1:1, quelando-o a partir de duas maneiras
possiveis: 1- a partir dos trés grupamentos acido carboxilicos, sendo dois
periféricos e um central; 2- a partir do grupamento acido carboxilico central, um
dos periféricos e uma hidroxila central (MUJIKA et al., 2012). A estrutura
molecular do &cido citrico pode ser visualizada na figura 6.

Dessa forma, o citrato impede a interacdo do aluminio na forma
cationica (AI**) com a membrana plasmatica vegetal, sendo esta o principal alvo
da toxidez deste metal que pode afetar a homeostase dos fosfolipideos (POOT-
POOT; HERNANDEZ-SOTOMAYOR, 2011) .Além disso, o efeito toxico do
aluminio sobre a zona de transi¢do distal nos apices radiculares pode culminar
em alteracOes no transporte basipeto da auxina &cido indol-3-acético (AlA), que
estdo associadas a diminuicdo das taxas de elongacéo radicular (ZHOU et al.,
2014).
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Figura 6: Formula estrutural da molécula de acido citrico (CgHgO5).

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

A regulacdo transcricional destes genes em relagdo ao estresse causado
pelo aluminio é variavel. Em suas espécies de origem, os genes SbMATE,
AtMATE, ZmMATE1, VUMATE1, OsFRDL4 e ScFRDL2 séo induzidos pelo
aluminio, enquanto que HvAACT1 e TaMATE1l sdo expressos de maneira
constitutiva, porém mais elevada em cultivares tolerantes (LIU, J. P.; PINEROS;
KOCHIAN, 2014).

Alguns aspectos da inducdo & resposta ao estresse por aluminio
envolvendo estes genes ja sdo elucidados.

O fator de transcricdo sensitive to proton rhizotoxicityl (STOP1),
inicialmente associado a ativacdo da expressdo de genes da familia aluminium
activated malate efflux (ALMT), é um dos principais reguladores de genes MATE
e atua como elicitor da expressao, sensivel tanto & presenca do ion AI**
pH &cido (DELHAIZE; MA; RYAN, 2012).

quanto a


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Em Sorghum bicolor, o sitio de maior expressdo do gene SbMATE
localiza-se na zona de transi¢do distal em apices radiculares de variedades
tolerantes ao aluminio, justamente onde ocorre a interagdo com o aluminio e esta
ativacdo da expressdo esta relacionada temporalmente a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (SIVAGURU; LIU; KOCHIAN, 2013).

Contudo, a dindmica do mecanismo de resposta ainda ndo esta
totalmente esclarecida, restam dlvidas quanto a percepcdo do estresse, a
ativacdo dos fatores de transcrigdo, dentre outras. Um panorama geral deste
mecanismo, incluindo outros transportadores, como os ALMTSs, pode ser
observado na figura 7 (LIU, J. P. et al., 2014).

As maneiras pelas quais ocorre a percepc¢do do estresse em detrimento
ao aluminio ainda ndo estdo em consenso, acredita-se que pode ser por
intermédio de um receptor membranar, a partir do influxo de fons AI** para o
citoplasma, onde haveria uma cascata de reagdes ligadas aos mecanismos
oxidativos ou simplesmente por variagbes no pH ou concentragdes
citoplasmaticas de Ca** e K*. Qualquer uma dessas formas de percepcdo pode
culminar na ativacdo de fatores de transcricdo por meio de, por exemplo,
fosforilacGes e estes irdo influenciar a regulacdo transcricional de genes
relacionados a tolerancia a este metal, como os da familia 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 aluminio.
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Legenda: A percepcdo celular da presenca de ions Al°" pode ocorrer de maneira direta
por sensores membranares e por interacdes intracelulares com este metal ou
indiretamente por meio de variagdes no pH, potassio e calcio. A partir disso, proteinas
de regulacdo, como a STOP, intermedeiam a ativacdo de genes que codificam proteinas
relacionadas a tolerancia ao estresse, como as proteinas de membrana MATE, por onde
ocorre o efluxo de citrato que iré quelatizar os fons AI** na rizosfera, minimizando os
efeitos toxicos as raizes.

Fonte: LIU et al., 2014.
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Além da regulacdo da expressdo génica por interferéncia da acdo de
fatores de transcricdo, variagbes genémicas estruturais também influenciam a
tolerancia ao aluminio mediada pelos genes MATE. Em estudos com milho, foi
constatado que variedades com trés cdpias de genes MATE idénticas e em
tandem apresentaram tolerancia superior ao aluminio, em funcdo do aumento na
expressao destes genes em detrimento do ndmero de copias (MARON et al.,
2013).

Em cevada, a insercdo de um fragmento de 1 kb a 4,8 kb de distancia do
start codon ocorre apenas em variedades tolerantes ao aluminio e apresenta
relacdo direta tanto com a expressdao do gene HVAACT1 (membro da familia
MATE em cevada) tanto com a exsudagdo de citrato (FUJII et al., 2012).

Outro aspecto interessante dos genes MATE e da exsudacéo de citrato é
a possibilidade de aumento na absor¢do de fosforo devido ao aumento da
biodisponibilidade deste elemento, por consequéncia de mudancas no equilibiro
ibnico do solo. Em Fragaria x ananassa e Lupinus albus, os genes FaMATES e
LaMATE sdo superexpressos em condicdes de deficiéncia de fosforo e afetam
positivamente os niveis de absorcdo deste nutriente (UHDE-STONE et al.,
2005; VALENTINUZZI et al., 2015).

Alguns efeitos positivos da aplicacdo destes genes em estratégias de
melhoramento genético ja estdo descritos em literatura. Em Sorghum bicolor, o
locus Altsg, referente ao gene SbMATE, esta associado positivamente com a
produtividade da espécie em solos acidos e foi relatado um incremento de
producdo de grdos de 0,6 ton.ha™ neste tipo de ambiente por influéncia deste
gene. Além disso, devido a expressdo especifica da proteina nos &pices
radiculares e regulacdo transcricional restrita ao estresse por aluminio, ndo foi
constatada penalidade na producdo em ambientes sem o referido estresse
(CARVALHO, G. et al., 2016).
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5. CONSIDERAGOES GERAIS

O cafeeiro representa importancia para a economia brasileira, pelo fato
do café ser um produto que encontra-se no topo do ranking do quadro de
exportacbes do agronegécio. Além disso compde a dieta didria mundial, sendo
fonte de compostos bioativos, e um dos maiores desafios para o cultivo
produtivo e sustentavel desta espécie esta relacionado ao plantio em solos
acidos.

Para que o cultivo neste ambiente seja eficiente sdo necessarios,
principalmente, mecanismos de minimizacao dos efeitos toxicos dos fons AI®*
disponiveis e de aumento da biodisponibilidade de fosfato. As técnicas atuais
baseiam-se na modificacdo deste ambiente, porém seria mais sustentavel
recorrer a maneiras de adaptar a planta a estas condicdes, afim de diminuir os
impactos ambientais e o0 custo para o produtor.

Dessa forma, estratégias de melhoramento genético para a adptacdo do
cafeeiro a solos acidos podem envolver genes-alvo da familia Multi drug and
toxic compound extrusion (MATE), ja que alguns membros estdo relacionados ao
o efluxo de citrato mediante estresse por variacdes de pH, toxidez causada por
aluminio e deficiéncia de fosforo. Este anion liberado na rizosfera de modo
controlado pela regulacéo transcricional dos respectivos genes, pode auxiliar na
tolerancia ao AI** e absorcdo de fosfato e contribuir para um avango
biotecnoldgico que culmine no aprimoramento do cultivo de espécies do género

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

extrusion em Coffea canephora.
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RESUMO

A familia génica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE) é composta
por membros relacionados a diversos processos metabdlicos e mecanismos de
resposta a condicdes ambientais. As proteinas codificadas por estes genes
possuem estrutura em comum, porém apresentam divergéncias especificas que
permitem a subdivisdo em grupos, 0s quais, geralmente relacionam-se a funcdes
especificas. Por isso, ensaios filogenéticos e analises de similaridades podem
fornecer informagdes relevantes para a caracterizacdo desta familia em espécies
que possuem 0 genoma sequenciado. No entanto, para que os dados sejam
representativos da realidade, € necessario que a predicdo do modelo génico seja
validada por analises especificas, como a comparagdo com bibliotecas de cDNA.
Apesar da importancia destas proteinas para as plantas, esta familia ndo é
elucidada em espécies do género Coffea e nem mesmo da subclasse Asterideae.
A partir dessas constatacdes, objetivou-se com este trabalho, identificar os genes
da familia MATE em C. canephora, bem como validar a predicdo génica para
estes membros mediante confronto dos dados contra bibliotecas de cDNA
provenientes de ensaios de RNA-seq, além de associar alguns membros a
potenciais fungdes caracteristicas. A corre¢cdo do modelo génico foi realizada
manualmente com auxilio do software GENEIOUS e as analises filogenéticas
foram executadas no programa MEGA 6.0. O alinhamento das proteinas foi
elaborado a partir do algoritmo ClustalW e foi utilizado o método Neighbor
joining para a construcdo da arvore fiologenética, baseada no método p-distance
e em bootstrap com 10.000 replicatas. Os alinhamentos multiplos form
visualizados a partir do software GENEDOC. Foi possivel identificar 60 genes
membros desta familia em C. canephora, condizente com o observado em outras
espécies, todos estes foram analisados mediante biblioteca de cDNA e a maioria
compartilha a estrutura proteica padrédo, apés realizadas as corre¢des da predicdo
génica. Por fim, alguns membros desta familia em C. canephora foram
destacados pelo potencial envolvimento em fungdes relevantes para a cultura do
café, como a adaptacdo a solos acidos (CcMATEA42), transporte de alcalbides
(CcMATE7 e CcMATE43) e flavonoides (CcMATE18 e CcMATE20).

Palavras-chave: filogenético; RNA-seq; flavonoides; alcaldides; solos &cidos
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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
GENEDOOC. 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. INTRODUCAO

A familia génica Multi drug and toxic compound extrusion (MATE)
pode ser dividida em 15 subfamilias e seus membros distribuem-se de forma
ubiqua entre os organismos vivos. Sete subfamilias sdo especificas para
bactérias, uma é composta apenas por proteinas de arqueobactérias, trés
apresentam proteinas identificadas somente em bactérias e arqueobactérias, uma
compreende proteinas de vegetais e bactérias e, por fim, trés subfamilias
possuem proteinas restritas a eucariotos, especificamente para leveduras, plantas
e animais (HVORUP et al., 2003).

O primeiro gene clonado desta familia é originario da bactéria Vibrio
parahaemolyticuse. A partir da superexpressdo em Escherichia coli este gene
conferiu resisténcia a norfloxacina, além de ciprofloxacina, etideo, kanamicina e
streptomicina, portanto, atribuiu multi-resisténcia a bactéria. Néo havia, até
entdo, proteinas 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 multipla resisténcia a xenobidticos (DIENER et
al., 2001). No entanto, a partir da descoberta de novas proteinas MATE em
vegetais foi demonstrado que esta familia esta relacionada a diversas funcdes
fisioldgicas pois, apesar da especificidade de cada membro individual por um
substrato a ser transportado, esta familia compreende diversos membros com
afinidade por variados tipos de moléculas. Por isso, desempenham funcdes
diversificadas nos organismos vegetais, desde translocacdo de nutrientes, como
ferro, ao transporte de &cidos organicos, horménios e metabdlitos secundarios
(Figura 8) (TAKANASHI, K. et al., 2014).
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Figura 8: Arvore filogenética com representantes da familia MATE ja

caracterizados e suas fungdes.
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Alguns estudos apontam para o numero elevado de paralogos desta
familia presentes em espécies vegetais. Em A. thaliana existem 56 proteinas
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). Ja em bactérias, arquéias e leveduras, esta
variabilidade no numero de paralogos restringe-se ao himero maximo de 10
representantes em um individuo (HVROUP et al., 2003).

Por se tratarem de proteinas que exercem o transporte de diversos
substratos, sdo importantes para a compreensdo de diferentes processos
metabolicos em um organismo e, consequentemente, podem ser alvos de
programas de melhoramento genético para o aprimoramento de caracteristicas
de interesse.

N&o existem relatos na literatura a respeito de membros dessa familia no
género Coffea, apesar da pertinéncia cientifica e tecnoldgica relativa ao estudo
destes genes para estas espécies, pois alguns membros ja caracterizados em
plantas desempenham fungfes importantes tanto para o cultivo do cafeeiro,
como o efluxo de citrato para tolerancia a toxicidez de aluminio, absorcdo 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 acimulo de alcal6ides e flavondides
(CHEN, L. et al., 2015; PEREZ-DIAZ et al., 2014; SHITAN et al., 2014).

Nete contexto, objetivou-se identificar os membros da familia MATE
em C. canephora, bem como validar a predicdo génica de cada representante a
partir de confronto contra dados provenientes de andlises de RNA-seq. Além
disso, foram realizadas analises 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 METODOS

2.1. Obtencdo das sequéncias proteicas de genes da familia MATE em

C. canephora e correcdo da predicdo génica dos candidatos

A partir de trabalhos publicados referentes a caracterizacdo de genes
MATE, foram selecionados 40 membros desta familia de forma representativa
em relacdo as diversas fungbes que estes podem desempenhar nos processos
metabdlicos em plantas (Apéndice, tabela 1). Apenas genes com funcdes
comprovadas a partir de ensaios in vivo foram selecionados para as analises.

Estas sequéncias foram confrontadas contra um banco de dados
protedmicos de C. canephora, a partir da utilizagdo do algoritmo blastp, com
restricdo para valores de e-value inferiores a 0,00001.

Entdo, as sequéncias reduntantes foram eliminadas e as restantes foram
submetidas a analise contra banco de dados de cDNAs provenientes de analise
de RNA-seq, por intermédio do algoritmo tblastn e, com base nos resultados
gerados, a partir da utilizacdo do software GENEIOUS R9, foi realizada a
correcao manual da predicdo de éxons, introns e regides nao traduzidas (5 'UTR

e 3 UTR) para cada sequéncia obtida.

2.2. Analises estruturais in silico

As sequéncias proteicas geradas a partir das correcdes efetuadas em 2.1
foram, entdo, submetidas & busca por dominios 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 sequéncias



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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que apresentaram, pelo menos, o dominio conservado da superfamilia MATE
(codigo de acesso cl09326) foram utilizadas para as analises seguintes.

A partir da ferramenta HMMTOP
(http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) (TUSNADY E SIMON, 1998;
TUSNADY E SIMON, 2001) foram preditos o ndmero e a posicio dos dominios

transmembranares de cada proteina.

2.3. Estabelecimento das relagdes filogenéticas e agrupamento das

sequéncias proteicas

As sequéncias de proteinas MATE ja caracterizadas de diferentes
espécies vegetais, juntamente com as sequéncias proteicas obtidas e corrigidas
de C. canephora foram alinhadas mediante ao algoritmo ClustalW
(THOMPSON, 1994), com auxilio do programa MEGA 6.0 (TAMURA et al.,

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

filogenética pelo método Neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987), como
modelo de substituicdo p-distance (NEI e KUMAR, 2000) e teste de filogenia
pelo método de Bootstrap com 10.000 replicatas.

A partir da analise da arvore filogenética gerada, bem como do
alinhamento multiplo com auxilio do software GENEDOC (NICHOLAS et al,

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

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

relages filogenéticas para a divisdo 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 DISCUSSAO

A partir das analises efetuadas em bancos de dados genémicos de C.
canephora, associadas as correcdes nas predi¢des génicas mediante confronto
contra dados transcriptdmicos obtidos de bibliotecas de RNA-seq, foi possivel
identificar 60 genes pertencentes a familia MATE em C. canephora. Estes genes
foram renomeados de acordo com a ordem do arquivo de saida das analises, de
CcMATE1 a CcMATE®O.

Este nimero de paralogos desta familia é condizente em relagdo a
espécies vegetais, ja& 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 familia € maior, sendo 117 genes, fato explicado pela
elevada taxa de duplicacdo génica (82,05% dos genes MATE estdo presentes em
duplicacdes, 21,37% em tandem e 60,68% de forma segmental) (LIU, J. et al.,
2016).

Interessantemente, a quantidade de paralogos desta familia em plantas é
superior ao observado em arquéias, bactérias, leveduras e animais (HVROUP et
al., 2003; OMOTE et al., 2006). A maior quantidade de paralogos de familias
multigénicas em vegetais pode ser relacionada aos eventos de poliploidizacao
recorrentes, principalmente em angiospermas, que geram duplicagdes génicas
redundantes (WANG, X. Y.; PATERSON, 2011). A retencéo destas duplicacfes
no genoma por longos periodos temporais culmina, por meio de mutacGes, em
eventos de subfuncionalizagdo e neofuncionalizacéo e, consequentemente, estes
genes duplicados que adquirem novas funcfes sdo mantidos, resultando em um
aumento da diversidade de proteinas derivadas de um mesmo ancestral
(VEITIA, 2005).
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A comparacao dos 60 genes identificados em banco de dados genémicos
com dados de experimentos de RNA-seq permitiu a realizacdo de ajustes na
predicdo génica destes candidatos. Os transcritos montados a partir dos dados de
RNA-seq foram utilizados para a delimitacdo de éxons e introns, além do
estabelecimento de regides ndo-traduzidas (figura 1, Apéndice)

Apos estas correcdes, constata-se que os genes MATE identificados em
C. canephora, marjoritariamente, codificam proteinas de 400 a 700 residuos de
aminoacidos com cerca de 12 dominios transmembranares e todos possuem ao
menos o0 dominio conservado referente a superfamilia MATE (Tabela 1) o que

corrobora com o padrdo observado para esta familia (OMOTE et al., 2006).

Tabela 1: Detalhamento dos membros da familia MATE em C. canephora quanto ao
namero de éxons, tamanho da proteina codificada pelo gene, dominios conservados e

nimero de dominios transmembranares (DTM).

Ne Tamanho Codigo de acesso (NCBI-

o]
Gene éxons da proteina CDD) N°de DTM

¢l09326; cd13132;

CcMATE1 8 496 aa TIGRO0797 12

CcMATE2 3 493 aa cl09326; cd13132; COG0534 12
¢l09326; cd13132;

CcMATE3 8 486 aa TIGR00797 12

CcMATE4 1 553 aa cl09326; cd13132; COG0534 11
¢l09326; cd13132;

CcMATES5 8 529 aa TIGRO0797 12

CcMATES®6 6 332 aa ¢l09326 5
¢l09326; cd13132;

CcMATE? 7 510 aa TIGRO0797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATES 7 504 aa TIGRO0797 12

CcMATE9 8 489 aa cl09326; cd13132; COG0534 12
¢l09326; cd13132;

CcMATE10 8 442 aa TIGRO0797 10

CcMATE11 7 507 aa cl09326; cd13132; COG0534 12

CcMATE12 6 354 aa ¢l09326; TIGR00797 6

CcMATE13 4 186 aa cl09326; 2

CcMATEL4 12 530 aa cl09326; cd13136; 12

TIGR0O0797
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CcMATE15
CcMATEL1L6
CcMATEL?
CcMATE18
CcMATE1L9
CcMATE20
CcMATE21
CcMATE22

CcMATEZ23

CcMATE24

CcMATE25
CcMATE26
CcMATE27

CcMATE28
CcMATE29
CcMATE30
CcMATE31
CcMATE32
CcMATES3

CcMATE34

CcMATE35

CcMATE36

CcMATE37

CcMATE38
CcMATE39
CcMATE40
CcMATE41
CcMATE42

CcMATE43
CcMATE44

= =
~ oo,k o o

13

13

13

600 aa
494 aa
230 aa
503 aa
430 aa
505 aa
575 aa
501 aa

319 aa

500 aa

495 aa
485 aa
441 aa

504 aa
512 aa
485 aa
565 aa
565 aa
305 aa

480 aa

479 aa

563 aa

430 aa

504 aa
501 aa
578 aa
481 aa
511 aa

505 aa
580 aa

cl09326; cd13136; COG0534
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
cl09326;
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
cl09326;
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132; COG0534
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
cl09326; cd13132; COG0534
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132; COG0534
cl09326; cd13132; COG0534
¢l09326; COG0534
¢l09326; cd13136; COG0534
¢l09326; cd13132; COG0534
cl09326;
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13136;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132; COG0534
¢l09326; cd13136;
TIGR00797
¢l09326; cd13132; COG0534
¢l09326; cd13136;
TIGR00797
¢l09326; cd13132;
TIGR00797
¢l09326; cd13132; COG0534

11
12

12

12
11
12

12

12
12
10

10
12
12

12

12

12

11

10

12
12
10
12
12

12
11
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¢l09326; cd13132;

CcMATE45 8 520 aa TIGRO0797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATE46 8 477 aa TIGR0O0797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATE47 7 480 aa TIGR0O0797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATE48 8 488 aa TIGRO0797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATEA49 7 478 aa TIGR00797 12
¢l09326; cd13132;

CcMATES0 7 370 aa TIGR00797 9

CcMATE51 6 400 aa ¢l09326; cd13132; COG0534 10
¢l09326; cd13132;

CcMATE52 7 505 aa TIGRO0797 11
¢l09326; cd13132;

CcMATES53 6 447 aa TIGRO0797 11

CcMATES54 7 497 aa cl09326; cd13132; COG0534 13

CcMATES5 7 446 aa ¢l09326; cd13132; COG0534 12
¢l09326; cd13132;

CcMATES6 8 484 aa TIGRO0797 12

CcMATE5S7 7 447 aa ¢l09326; cd13132; COG0534 10
¢l09326; cd13132;

CcMATES58 9 473 aa TIGR00797 11

CcMATES9 8 455 aa cl09326; cd13132; COG0534 10

CcMATE®G0 7 454 aa ¢l09326; cd13132 9

Os codigos de acesso para os dominios conservados expostos na tabela 1
referem-se a dominios comumente observados em proteinas da familia MATE
como o referente a superfamilia MATE (cl0936). O cédigo cd13132 refere-se ao
dominio especifico MATE eukaryotic relacionado ao padrdo estrutural
encontrado em eucariotos, c¢d13136 refere-se ao dominio especifico
MATE_Dinf_like relacionado ao padrdo observado em proteinas de procariotos
que intermedeiam o efluxo de substéncias por influxo de H+, COG0534 refere-
se ao multi-dominio Norm que caracteriza proteinas de procariotos as quais
ocorre o influxo de Na+ para o efluxo do substrato e o cddigo TIGR00797 que

remete ao multi-dominio matE que engloba proteinas desta familia.
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Estas proteinas identificadas em C. canephora como potenciais
membros da familia MATE foram submetidas a analises filogenéticas e, foram
incorporadas a este estudo, 40 proteinas oriundas de diversas espécies vegetais e
que representam todas as funges atribuidas até 0 momento aos membros desta
familia. A éarvore filogenética resultante (figura 9) propicia a analise da
segregacdo das proteinas MATE paralogas de C. canephora e das outras
espécies em grupos especificos, possivelmente distribuidos mediante a
afinidades dos transportadores por determinadas moléculas.

Este padrdo de formacdo de grupos especificos para o transporte de
substratos distintas é o0 mesmo observado em trabalhos anteriores (LIU, J. et al.,
2016; TAKANASHI, K. et al., 2014) e evidencia a influéncia destes genes em
processos metabdlicos variados nos organismos vegetais, inclusive em C.
canephora.

Apenas duas proteinas ndo ficaram préximas a nenhum grupo com
membros de fun¢Bes conhecidas, CCMATE6 e CcMATE13. Estas proteinas tem
tamanhos relativamente pequenos (332 e 186 residuos de aminoacidos,
respectivamente) em comparacdo com o padrdo de 400 a 700 residuos de
aminoacidos e apresentam apenas 5 e 2 dominios transmembranares,
respectivamente. Estes fatores podem ter influenciado a posi¢do destas proteinas
na arvore filogenética, porém outros membros como CcMATE12 e CcMATEL7
gue também apresentam caracteristicas discrepantes foram alocados em grupos
com representantes de fun¢des determinadas.

Vale ressaltar que esta é a primeira analise da familia MATE em sua
totalidade em uma planta lenhosa, bem como em um membro da subclasse
Asteridae, portanto é possivel suportar a hipdtese de que estas duas proteinas
possam exercer uma fungdo ainda ndo caracterizada em membros de outras

espécies.



54

Figura 9: Analise filogenética dos membros da familia MATE de C. canephora e de
diversas espécies das quais a funcdo atribuida a proteina esta elucidada.
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Legenda: Foi utilizado o método de Neigbhor Joining com bootstrap de 10.000
replicatas. As cores representam 0S grupos marjoritarios nos quais a arvore
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 proteinas é possivel observar que
ndo ha blocos continuos conservados para todas as sequéncias proteicas da
familia MATE analisadas neste estudo, em nivel de similaridade entre residuos
de aminoacidos, apenas padrdes de conservacdo em posicdes especificas, fato
gue é coerente com os dados abordados em literatura (MAGALHAES, 2010).

As relagGes filogenéticas geradas permitem a divisdo das proteinas em
trés grupos, 1 (cor vermelha) 2 (cor azul) e 3 (cor verde), nos quais as
sequéncias compartilham maior grau de similaridade. Afim de agrupar as
proteinas com afinidade por substratos em comum, cada grupo foi subdividido
seguindo o critério de manter proteinas com func¢des caracterizadas em todos 0s
subgrupos (Figuras 10, 11 e 12).

O subgrupo G1.1 engloba proteinas que intermedeiam o efluxo de
citrato, que esta principalmente relacionado & mecanismos de tolerancia ao
aluminio, absorcdo de fosfato e translocacdo de ferro, juntamente com 5
membros de C. canephora. O subgrupo G1.2 é composto pela proteina AtEDS5,
relacionada ao transporte de acido salicilico como parte da resposta imune
vegetal desencadeada por estresse bidtico e 2 membros de C. canephora,
potenciais homologos a este gene (Apéndice, tabela 1).

Ja o subgrupo G2.1 é formado por membros da espécie em estudo
algomerados com proteinas MATE que transportam moléculas variadas, sendo
gue para alguns casos ndo foi elucidado o substrato transportado, como para
OsMATE2 e AtDTX1. O subgrupo G2.2 acomoda membros de C. canephora e
proteinas relacionadas ao desenvolvimento vegetal, ligadas ao transporte de
moléculas como &cido abscisico e acido indol-3-acético (Apéndice, tabela 1).

Os subgrupos G3.1 e G3.4 sdo compostos por membros de C. canephora
e proteinas que transportam metabdlitos secundarios, principalmente
flavondides. No subgrupo G3.3 sdo alocadas proteinas com fungdes

diversificadas, como transporte de ferro e alcal6ides e, por fim, o subgrupo G3.2
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associa proteinas de C. canephora a proteina OSMATEL, relacionada ao
desenvolvimento vegetal e resposta a patdgenos (Apéndice, Tabela 1).

Figura 10: Subdivisdes do Grupo 1 da arvore filogenética.
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Legenda: G1.1 — grupo 1, subgrupo 1; G1.2 — grupo 1, subgrupo 2.
Fonte: do autor.



Figura 11: Subdivisdes do Grupo 2 da arvore
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Legenda: G2.1 — grupo 2, subgrupo 1; G2.2 — grupo 2, subgrupo 2.

Fonte: do autor.
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Figura 12: Subdivistes do Grupo 3 da arvore filogenética.
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A distribuicdo dos membros de C. canephora entre os subgrupos €
desuniforme. Alguns subgrupos aglomeram proteinas caracterizadas de forma
coerente em relacdo a afinidade por um tipo de substrato, como o subgrupo G1.1
gue agrupa apenas proteinas que intermedeiam o efluxo de citrato, G3.1 com
proteinas que transportam flavonodides e alcaldides e G3.4 com proteinas
caracterizadas restritas ao transporte de flavondides (Apéndice, tabela 1). Estes
subgrupos destacam-se entre os que alocaram menos CcCMATES.

O subgrupo que contém a maior quantidade de CcMATESs alocados é o
G2.1, com 25% do total de CcMATEs, e este é composto por proteinas
caracterizadas que intermedeiam o efluxo de xenobidticos (DIENER;
GAXIOLA,; FINK, 2001; LI et al., 2002), o transporte de alcaldéides (MORITA
et al., 2009) e substratos ainda desconhecidos que influenciam o crescimento e
desenvolvimento vegetal (TIWARI et al., 2014). E possivel que haja proteinas
MATE com afinidade por outros grupos de moléculas além dos ja caracterizados
e isto poderia aumentar o nimero de subdivisdes da &rvore, bem como propiciar
a formacdo de conjuntos de proteinas mais concisos em termos de
funcionalidade.

Este padréo de distribuicdo dos membros de C. canephora assemelha-se
ao observado em Glycine max em termos de porcentagem de proteinas em cada
subdivisdo. Por exemplo, 6,67% das proteinas de C. canephora estdo 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 subdivisdes sdo 4,27%,
6,83% e 29,06%. Aparentemente, existe uma proporc¢do de conservagdo comum
para certas espécies vegetais em relacdo aos diversos tipos de proteinas da
familia MATE.

A conservagdo de padrdes pode ser explicada pela hipGtese de haver
conformidade entre espécies vegetais em relagdo a susceptibilidade ao

fracionamento de genes de acordo com as fungdes as quais estes séo envolvidos.
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Em estudos com monocotiledones e dicotiledoneas das subclasses Rosideae e
Asterideae, foi demonstrado que o padrdo de fracionamento de paralogos é
correspondente a categoria funcional e ndo a proximidade genética entre as
espécies e, dessa forma, genes ligados a funcBes metabdlicas tendem a
apresentar menores numeros de copias em relacdo a genes envolvidos em
processos de regulacdo e resposta a estimulos (CHEN, E. C. H. et al., 2013).

As fungbes as quais os genes da familia MATE identificados neste
trabalho em C. canephora podem estar envolvidos sdo diversas e cada um destes
membros € um candidato em potencial para programas de melhoramento
genético do cafeeiro. Em alguns casos, é notéria a importancia dos membros
desta familia para o cultivo do cafeeiro e estes sdo destacados a seguir.

O subgrupo G1.1 caracteriza-se por alocar proteinas que intermedeiam o
efluxo de citrato, principalmente na rizosfera, tanto para a diminuicdo dos
efeitos toxicos do aluminio (MAGALHAES et al., 2007) e incremento na
absorcdo de fosfato (UHDE-STONE et al., 2005), quanto para o auxilio no
transporte de Fe** por meio do xilema (YOKOSHO et al., 2009).

As proteinas caracterizadas que tem afinidade e transportam o ion citrato
compartilham duas caracteristicas estruturais em comum, que ndo sao
observadas em outras proteinas MATE, a presenca de um loop interno a
membrana entre o segundo e o terceiro dominio transmembranar, com
aproximadamente 100 pb e uma regido de 14 aminodcidos conservada
justamente proxima ao segundo dominio transmembranar,
PLVS[V/IITTSFVAEE[D/n/s] (LIU et al., 2009). Neste subgrupo estéo alocadas
5 proteinas de C. canephora, duas destas (CcCMATE14 e CCMATE42) possuem 0
loop intercelular e apenas uma, CcMATE42, apresenta a regido conservada

anteriormente citada (figura 13).
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Figura 13: Destaque da regido conservada entre as proteinas MATE
transportadoras de citrato (retdngulo vermelho), compartilhada

apenas pela proteina CcMATEA42 de C. canephora (sublinhada em

vermelho).
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Fonte: do autor.

Dessa forma, o gene CcMATE42 é um importante candidato para
estudos relacionados & adaptagdo do cafeeiro & solos &cidos, ambiente
amplamente difundido em termos globais e explorado pela cafeicultura
(BOJORQUEZ-QUINTAL et al., 2014).

Destacam-se também as proteinas CcMATE7 e CcMATE43, dos
subgrupos G3.1 e G3.3, respectivamente. Estes membros apresentam relac6es
estreitas com as proteinas NtIMATEL e NtJAT2, que sdo fundamentais para o
transporte e acimulo de alcal6ides, especialmente nicotina, em Nicotiana
tabacum. A proteina NtMATEL intermedeia o acimulo de nicotina em células
das raizes de N. tabacum e, mediante uma cascata de sinais desencadeada por

herbivoria, que envolvem o acido jasmonico, essa substancia é transportada até
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as células das folhas, onde as proteinas NtJAT1/2 mediam o acumulo no vactolo
(SHITAN et al., 2014).

A similaridade a nivel proteico entre as proteinas NtMATEL e
CcMATEY é de 75% e entre as proteinas NtJAT2 e CcCMATE43, 68%. Os genes
respectivos a estas proteinas podem, portanto, estar relacionados ao transporte de
alcaléides em C. canephora, como a cafeina, o que enfatiza a eminéncia de seu
estudo em detrimento da importancia desta substancia para a cultura do café.

Além desses candidatos, vale ressaltar o potencial das proteinas
CcMATEL17,CcMATEL19, CcMATE18 e CcMATEZ20, como transportadoras de
flavonoides em C. canephora, visto os valores percentuais de similaridade em
relacdo as proteinas caracterizadas deste subgrupo, com destaque para as duas

Gltimas (tabela 2).

Tabela 2: Distribuicdo de valores percentuais de similaridade entre proteinas do
subgrupo G3.4

Proteinas do subgrupo G3.4

CcMATEs
AtTT12 BrTT12 MtMATE1 MdIAMATE1 MdAMATE2
CcMATE17 45% 43% 43% 48% 47%
CcMATE1L9 51% 50% 50% 50% 52%
CcMATE18 73% 72% 77% 80% 78%
CcMATE20 72% 72% 75% 79% 75%

Todas as proteinas deste subgrupo, apresentadas na tabela 2, estdo
envolvidas com o acimulo de pré-antocianinas nos frutos (FRANK et al., 2011;
MARINOVA et al., 2007; ZHAO; DIXON, 2010). E importante destacar que o
café é o produto que mais contribui para a ingestdo de flavondides na dieta
brasileira e também ¢é relevante em termos mundiais (KOEHNLEIN et al.,
2014), fato que reitera a pertinéncia de estudos relacionados a estes candidatos

em C. canephora.
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4. CONCLUSAO

A partir da execucdo deste trabalho a familia génica Multi drug and
toxic compound extrusion foi parcialmente elucidada em Coffea canephora, com
a identificacdo e validacdo da predicdo génica de 60 membros, fato que contribui
para o aprimoramento do conhecimento em relacdo a esta familia por ser o
primeiro estudo realizado em uma espécie da subclasse Asterideae, bem como
em uma planta lenhosa.

As proteinas estudadas distribuem-se em diversos grupos, possivelmente
relacionados a variadas funcBes no metabolismo vegetal e foi possivel destacar
alungs genes que podem estar envolvidos em aspectos importantes para o cultivo
do cafeeiro e consumo do café, como a adaptacdo a solos acidos e qualidade
nutricional da bebida. Estes candidatos séo pertinentes como objetos de estudo
para programas de melhoramento, visto a ampla utilizacdo desta espécie para

este fim e a aplicabilidade potencial destas proteinas.
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Tabela 1: Descrigdo das proteinas da familia MATE utilizadas neste estudo, quanto ao

nimero de acesso, espécie originaria e referéncias relevantes.

Nome Numero de Espécie Referéncia
acesso
AtTTI12 At3g59030 Arabidopsis DEBEAUJON et al.,
thaliana 2001, MARINOVA et
al., (2007), ZHAO AND
DIXON (2009)
BrTT12 ACJ36213 Brassicarapa CHAI etal., (2009)
MtMATE1 FJ858726 Medicago ZHAO AND DIXON
truncatula (2009)
NtMATE1 AB286961 Nicotiana SHOJI et al., (2009)
tabacum
PtIMATE XP_002302594  Populus Submissao direta
trichocarpa
RcMATE1L XP_002532702  Ricinus Submissao direta
communis
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 DIENER et al., (2001)
thaliana
AtDTX1 At2g04070 Arabidopsis Ll etal., (2002)
thaliana
Nt-JAT1 AM991692 Nicotiana MORITA et al., (2009)
tabacum
AtADS1 At4929140 Arabidopsis SUN et al. (2011), Ll et
thaliana al., (2014), WANG et
al., (2015)
AtBCD1/AtZRZ  At1g58340 Arabidopsis BURKO et al., (2011),
thaliana SEQO et al., (2012),
Wang et al., (2015)
AtEDS5 At4g39030 Arabidopsis NAWRATH et al.
thaliana (2002), ISHIHARA et
al., (2008),SERRANO
etal., (2013),
YAMASAKI et al.,
(2013)
BoMATE KF031944 Brassica WU et al., (2014)
oleracea
ECMATE1 AB725912 Eucalyptus SAWAKI et al., (2013)
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GmFRD3b
HVAACT1

OsFRDLA4

SbMATE

ScFRDL1
ScFRDL2
TaMATE1B
ZmMMATE1

OsMATE1
NtJAT?2

MdJMATE1
MdJMATE?2

GmFRD3a
LiMATE

OsPEZ2
LaMATE

AtDTX50
ECMATES3
VUMATE

ZMMATE2

EU591741
BAF75822

0s0190919100

ABS89149

AB571881
AB571882
KC152457
FJ015156.1

AK?242068
AB922128

GU064954
GU064956

EUS591739
AB649311

AK102204
AY631874

At5g52050
AB725914
KM090855

FJ873684

camaldulensis
Glycine max

Hordeum
vulgare

Oryza sativa

Sorghum
bicolor

Secale
cereale
Secale
cereale
Triticum
aestivum
Zea mays

Oryza sativa

Nicotiana
tabacum
Malus
domestica
Malus
domestica
Glycine max
Lupinus
japonicus
Oryza sativa
Lupinus albus

Arabidopsis
thaliana
Eucalyptus
camaldulensis
Vignia
umbrelata
Zea mays

ROGERS et al., (2009)

FURUKAWA et al.,
(2007), FUJII et al.
(2012);ZHOU et al.,
(2013)

YOKOSHO et al.,
(2011)

MAGALHAES et al.
(2007), SIVAGURU et
al., (2013),CANIATO et
al., (2014)

YOKOSHO et al.,
(2010)

YOKOSHO et al.,
(2010)

TOVKACH et al.,
(2013)

MARON et al., (2010),
MARON et al., (2013)
TIWARI et al., 2014

SHITAN et al., 2014
FRANK et al., 2011
FRANK et al., 2011

ROGERS et al., 2009

TAKANASHI et al.,
2013

BASHIR et al., 2011
UHDE-STONE et al.,
2005

ZHANG et al., 2014

SAWAKI et al., 2013
YANG et al., 2011

MARON et al., 2010;
MARON et al., 2013
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Figura 1: Exemplos de correcoes na predicdo génica de candidatos a membros
da familia MATE em Coffea canephora
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Legenda: A- Divisdo da predicdo antiga (Gene 1) em dois novos genes (Gene 1A e Gene
1B); B- Acréscimo de dois éxons e regido 3’ ndo-traduzida & predicdo antiga (Gene 1),
gerando um novo gene maior (Gene 2).

Fonte: do autor.
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CAPITULO 3: Caracterizagdo dos genes homeodlogos CaMATE C e
CaMATE_E envolvidos em mecanismos de tolerancia ao aluminio em Coffea
arabica
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RESUMO

Dentre os fatores potenciais para propiciar avancos para a cafeicultura brasileira,
a adaptacdo destas espécies a solos acidos 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 ardveis do planeta. A acidez destes solos
potencializam a indispobilidade de fosfatos e os efeitos tdéxicos do aluminio e o
desenvolvimento de cultivares tolerantes a estes fatores pode ser
economicamente e sustentavelmente vantajoso em relacdo aos métodos de
corregdo aplicados atualmente, que baseiam-se na modificacdo deste ambiente.
Pode-se destacar algumas proteinas, membros da familia Multi drug and toxic
compound extrusion (MATE), que podem favorecer a tolerdncia a estas
condi¢des. Visto que a espécie Coffea arabica é a mais explorada entre o género
Coffea para fins produtivos e que esta é caracterizada como anfidiploide, é
importante distinguir a contribui¢do dos genes homeologos derivados de cada
subgenoma para esta caracteristica, afim de nortear 0s programas de
melhoramento genético. Portanto, a partir deste trabalho, objetivou-se
caracterizar funcionalmente o0 membro da familia génica MATE relacionado a
tolerancia ao aluminio em Coffea arabica, através de analises gendmicas,
transcriptdmicas e fenotipicas, bem como distinguir a contribuicdo dos genes
homedlogos derivados de cada subgenoma neste aspecto. A partir do candidato
elucidado em C. canephora foi possivel identificar os genes homedlogos 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 aluminio possibilitou a constatacdo de sintomas
anatémicos diferenciais em plantas submetidas ou ndo ao tratamento, porém nao
culminou em diferengas nutricionais em tecidos foliares. Para analisar a
influéncia especifica dos genes nesta caracteristica, foram realizadas analises por
RT-gPCR e espectrometria de massas. A expressdo do gene CaMATE_E foi
influenciada pelo estresse causado por aluminio e o perfil de expressao pdde ser
comparado a exsudacdo do anion citrato. A hip6tese de expressao diferencial
entre os homedlogos foi confirmada e vale ressaltar que estes apresentam
diferencas estruturais que podem estar relacionadas a elementos cis-regulatdrios,
porém ndo foi observada a presenca destes elementos de forma especifica ligada
a tolerancia ao aluminio. Em conclusao, foi caracterizado o membro da familia
MATE possivelmente relacionado com a adaptagdo de espécies do género Coffea
a solos acidos, conhecimento este, relevante para 0s avangos genéticos
necessarios para aprimorar o cultivo do cafeeiro neste ambiente.

Palavras-chave: RT-qPCR; solos acidos; 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-gPCR 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. INTRODUCAO

A cafeicultura brasileira destaca-se como importante atividade
econdbmica para o0 pais, com relevancia no quadro de exportacdes
(MAPA/SPA/DCRR, 2015) e predominancia na producdo mundial (CeCAFE,
2016). Além disso, o café faz parte da dieta diaria da populacdo e agrega valor
nutricional em termos de compostos bioativos (KOEHNLEIN et al., 2014).

Um dos desafios para a manutencdo deste panorama, ou mesmo para o
incremento da produtividade sem a geracdo de danos ambientais, esta
relacionado ao o cultivo do cafeeiro em &reas marginalizadas em termos de
fertilidade, como a regido do cerrado, caracterizada por solos &cidos e baixa
disponibilidade de fosforo, além de outros nutrientes (LOPES e COX, 1977).

Os indices altos de saturagdo de alumino diminuem a disponibilidade de
fosfato e sdo barreiras quimicas para o crescimento e desenvolvimento das
raizes, reduzindo a captacdo de agua e nutrientes essenciais (LOPES e COX,
1977). A deposicdo de calcario € uma prética adquirida para minimizar estes
problemas, porém para que haja beneficios em profundidade sdo necessarios
métodos de incorporacdo que podem gerar impactos ambientais (LOPES e
GUILHERME, 2016), além de inapropriados para o cultivo de espécies perenes.

Neste contexto, é pertinente a compreensdao dos mecanismos de
adaptacdo das plantas a este tipo de ambiente, principalmente, em espécies
cultivveis. Em relacdo ao aluminio, podem ser ressaltadas a estratégia de
tolerancia, que consiste na incorporacdo do aluminio pelas plantas de modo
complexado e comparimentalizado nos vactolos de células, normalmente, das
folhas e as estratégias de exclusdo, baseadas na liberacdo de compostos
organicos no apice radicular para a complexagéo dos fons AlI**
seus efeitos toxicos (KOCHIAN et al., 2015).

e supressao de
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Dentre as estratégias de exclusdo, o mecanismo de efluxo do &nion
citrato mediado por proteinas de membrana da familia Multi drug and toxic
compound extrusion (MATE) é um importante objeto de estudo em detrimento
dos percalcos relativos ao cultivo do cafeeiro em solos &cidos, ja que a
exsudacdo deste composto minimiza os efeitos toxicos do aluminio e pode estar
envolvida com a absorcdo de fosfato (KOSTIC et al., 2015) . Além disso, ja foi
demonstrado o efeito positivo de genes dessa familia em relagdo a ao incremento
da producdo de gréos neste tipo de ambiente (CARVALHO, G., JR. et al.,
2016).

H& demanda de estudos moleculares relacionados & estes mecanismos
de exclusdo no género Coffea, pois isto pode explicar os niveis diferentes de
tolerancia entre as variedades (MENDONCA et al., 2007) e dar respaldo ao
desenvolvimento de estratégias de melhoramento.

Para a compreensao destes processos moleculares em Coffea arabica, é
interessante considerar que, pelo fato desta espécie ser alotetrapléide, os genes
homedlogos provenientes dos dois subgenomas das espécies ancestrais ao
evento de poliploidizacdo (Coffea canephora e Coffea eugenioides) podem
contribuir de maneira diferencial para o carater (COMBES et al., 2015).

A partir destas constatacGes, objetivou-se com este trabalho, elucidar a
influéncia de um gene da familia MATE candidato em potencial a estar
envolvido na tolerancia de Coffea arabica ao aluminio e, para tanto, foram
estudados a nivel de genémica estrutural e funcional os homeologos deste gene

provenientes dos dois subgenomas citados.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Montagem do experimento em hidroponia

Para a montagem do experimento, foram utilizadas mudas da variedade
Coffea arabica, cv. Catuai vermelho IAC 99, provenientes de viveiro comercial
localizado no municipio de Lavras, Minas Gerais.

Plantas com cerca de cinco pares de folhas foram retiradas do substrato e
as raizes lavadas com agua destilada. Estas plantas foram, entdo acondicionadas
em recipientes plasticos opacos com solugdo de Hoagland & ¥ da concentragdo
total de sais, em aeracdo constante por cerca de 15 dias. O pH da solucdo de
adaptacéo (tabela 3) foi mantido a 5,5.

Apos este periodo, foram selecionadas plantas com desenvolvimento
homogéneo e estas foram submetidas ou ndo a exposic¢do ao aluminio, fornecido
na forma de AIK(SO,4),.12H,0, na concentragdo 1,66 mmol.L™, de acordo com
experimentos prévios. Nesta etapa, a solucdo foi modificada quanto a
concentracdo de fésforo (0,25 mmol.L-1 de NH4H,PO,) e ao pH, o qual foi
ajustado para 4,5 e mantido neste valor mediante correcdes diarias a partir de
adicédo de HCI.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com 11
tratamentos, 5 tempos de coleta (6, 12, 24, 48 e 96 horas ap6s o ininico do
tratamento) e duas condigdes, com e sem adicdo AIK(SO,),.12H,0, além do
controle. Para cada tratamento foram estabelecidas trés repeti¢des bioldgicas,
cada uma constituida por um pool de 3 plantas, acondicionadas em um
recipiente opaco com 1,5 L da solucdo adaptada para o experimento, em aeracdo
constante controlada por bomba pressurizada durante todo o periodo de duragdo

do experimento.
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Para o controle e para cada tempo de exposi¢do ao tratamento, foram
coletadas as raizes (cerca de 2 cm acima do apice radicular) das trés plantas que
compunham cada pool para extracdo de RNA e cerca de 50 mL da solucdo a
qual as plantas estavam acondicionadas para analises de exsudacdo do anion
citrato. Foram coletadas folhas para a analise nutricional a partir de tecidos
foliares das plantas do controle e dos tratamentos de 96 horas com exposi¢ao ou
ndo ao aluminio e, além disso, raizes das plantas do controle e das que foram
expostas ao aluminio por 96 horas.

As raizes coletadas para extracdo de RNA foram imediatamente
acondicionadas em nitrogénio liquido.

As mesmas solucdos estoque, componentes da solugdo geral, foram
utilizadas para todo o experimento. O sistema foi montado em estufa
galvanizada, com umidade, temperatura e incidéncia luminosa controladas e

cada repeticdo bioldgica foi estabelecida em dias diferentes.

Tabela 3: Descri¢do da solugdo de Hoagland (Hoagland e Arnon, 1950) adaptada.

NUTRIENTES CONCENTRAQAO
KNO; 1,845 mmol/L
Ca(N0Os),.4H,0 1 mmol/L
NH4H,PO, 0,5 mmol/L
MgSQ,.7H,0 0,25 mmol/L
KCI 0,0005 mmol/L
H3BO; 0,025 mmol/L
MnSQO,.4H,0 0,002 mmol/L
ZnS0,.7H,0 0,002 mmol/L
CuS0,.5H,0 0,0001 mmol/L
(NH;)sM070,4.4H,0 0,0001 mmol/L

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

As folhas coletadas para a analise foliar foram acondicionadas em sacos
de papel, secas em estufa e moidas em moinho de bolas. A analise dos macro e
micronutrienetes foram realizadas de acordo com procedimentos pré-
estabelecidos (MALAVOLTA et al., 1997).

Para as analises anatémicas, os apices radiculares foram fixados em
solugdo FAA 70% (5% de formaldeido, 5% de etanol 70% e 90% de &cido
acético glacial) durante 72 horas e posteriormente armazenadas em solugdo de
etanol 70% até o momento da realizacdo da analises. Para tanto, as amostras
foram desidratadas em série etilica, de etanol 70% a etanol 100% e ap6s isso
infiltradas em solugdo de etanol e resina histoldgica (50%), por cerca de 12
horas.

Em seguida, as raizes foram submetidas a incubagdo 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 um
em micrétomo rotativo e coradas com Azul de Evans. Por fim, as laminas foram
montadas e visualizadas em microscopio fotdnico Axio Scope.Al (Zeiss)

acoplado a camera.

2.3. Quantificacao de citrato exsudado

Amostras  de solucdo coletadas dos tratamentos de 6 horas sem

exposicdo ao aluminio, 48 horas com exposicdo ao aluminio e 96 horas com

exposicdo ao aluminio foram injetadas por infusdo direta em espectrdbmetro de
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massas micrOTOF Q-Il (Bruker). A analise foi realizada em modo negativo,
sendo as voltagens selecionadas para analise: end plate: -500V; capilar: +3500V;
tubo de voo: 8600V. Para a ionizacgdo, a pressao do nebulizador foi ajustada para
0,5 Bar e o0 gas de secagem com fluxo de 5L/min a 180°C.

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

os tratamentos referidos.

2.4. Extracdo de RNA, andlise da integridade e tratamento com
DNAse

As amostras de raizes coletadas, como descrito em 2.1, para extracdo de
RNA foram maceradas individualmente e submetidas ao protocolo de extragéo
de acordo com as especificacdes do fabricante do reagente Concert™ Plant RNA
Reagent (Invitrogen), com alguns ajustes relativos ao estado de oxidacao de cada
amostra.

Apos a extragdo, 1pL da amostra foi submetido a eletroforese em gel de
agarose a 1%, afim de possibilitar analise da integridade do RNA extraido. A
eletroforese foi procedida por 30 minutos, sob voltagem de 100V. As amostras
nas quais as duas subunidades do RNA ribossomal estavam nitidas, separadas e
proporcionais foram consideradas integras.

Os materiais  aprovados quanto a integridade do RNA foram
quantificados em espectrofotdmetro NanoVue™ (GE-Healthcare Life Sciences)
em comprimento de onde de 260nm e analisados quanto aos parametros de
qualidade baseados nas relagdes entre as absorbancias nos comprimentos de
onda de 260/280 nm e 260/230 nm para a verificagdo dos niveis de
contaminagdo por proteinas, compostos fendlicos e sais, principalmente. As
amostras que apresentaram valores entre 1,8 e 2,2 para estas relagbes foram

consideradas de qualidade.
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Por fim, as amostras de RNA integras e de qualidade foram tratadas com
o kit Turbo DNA-free (Ambion) de acordo com as especificagdes do

fabricante, para a eliminacao do residuo de DNA.

2.5. PCR Housekeeping e RT-PCR

Afim de verificar a eliminagdo dos vestigios de DNA contaminante nas
amostras de RNA, estas foram submetidas a uma PCR com primers para o gene
de referéncia PP2A (Apéndice, tabela 1), com as seguintes especificacdes quanto
a ciclagem: 95 °C por 2 minutos; 95 °C por 20 segundos, 60 °C 20 segundos e 72
°C por 20 segundos (repetidos 35 vezes); 72 °C por 5 minutos e temperatura de
HOLD de 12 °C.

Apos, este material foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%,
por 40 minutos a 80V. As amostras nas quais ndo constatou-se amplificacdo
foram consideradas aptas para o prosseguimento.

Diante disso, a conversdo das amostras de RNA em cDNA foi efetuada a
partir do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems),
seguindo as orientacBes do fabricante quanto a estequiometria da reacdo e as

especificagdes da ciclagem.

2.6. Desenho dos primers, andlise da eficiéncia e andlise da

estabilidade dos primers para os genes de referéncia

Os primers foram elaborados com auxilio da ferramenta OligoPerfect™
Designer (Thermo Fisher Scientific)

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

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

especificagdes 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 0S genes

CaMATE_C e CaMATE_E, estes foram desenhados manualmente, afim de
utilizar um SNP entre estas duas sequéncias como tltima base na extremidade 3’
do primer forward.

A analise da eficiéncia de amplificacdo 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 referéncia em Coffea
arabica (Apéndice, tabela 1) e dois destes foram selecionados para normalizar
0s resultados dos ensaios de gPCR a partir do ranking gerado pela ferramenta

RefFinder (http://fulxie.Ofees.us/?i=1), de acordo com a analise de estabilidade.

2.7. Analise da expressao génica por qPCR

As andlises da expressdo génica foram realizadas em aparelho ABI 7500
FAST (Applied Biosystems) e com a utilizagio do agente intercalante GoTaq®
gPCR Master Mix (Promega), sendo as especificacbes de estequiometria e
ciclagem de acordo com as instrucfes do fabricante. O experimento foi
executado em triplicata técnica, com base em um pool das triplicatas bioldgicas.

A especificidade de cada primer utilizado no experimento foi analisada
por meio das respectivas curvas de melting e em todos 0s ensaios esse estagio foi
mantido no ciclo para a verificagdo. Os resultados foram tratados de acordo com
0 método de Pfaffl (PFAFFL et al., 2010), sendo os dados finais submetidos ao

teste de Scott-Knott & 5% de significancia, com auxilio do software R 3.03.


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

A partir do candidato em potencial relacionado a exsudacao de citrato da
familia MATE identificado em C. canephora (Capitulo 2), foi possivel obter as
sequéncias de dois genes em C. arabica, com 98% de identidade entre si a nivel
de sequéncia nucleotidica com éxons e introns.

Em relacdo a dissimilaridade de 2%, um dos genes é idéntico ao
homologo em C. canephora entdo, este foi denominado CaMATE_C, por ser
correspondente a fracdo do genoma de C. arabica proveniente do ancestral C.
canephora. O outro gene foi denominado CaMATE_E por ser respectivo a
fracdo do genoma derivado de C. eugenioides, pois a espécie C. arabica é
anfidiploide, derivada da hibridizagdo natural entre estas espécies anteriormente
citadas (LASHERMES et al., 1999).

A proximidade entre o gene CaMATE_C e seu homologo na espécie
progenitora CcCMATE42 (99% de identidade) reforca o que é abordado na
literatura sobre a possibilidade de que tenha sido recente o evento de especiacdo
de C. arabica (LASHERMES et al., 1999).

As duas proteinas codificadas pelos homedlogos em C. arabica
apresentam apenas dissimilaridades em dois residuos de aminoacidos. Na
posicdo 10 da sequéncia ha uma troca de tirosina (YY) por uma histina (H) e na
posicdo 268 de valina (V) por isoleucina (I). Apenas na primeira troca ha
alteracdo na propriedade dos aminodcidos, porém nesta posicdo da sequéncia
proteica ndo ha sitios conservados entre as proteinas MATE que mediam o
efluxo de citrato.

Vale ressaltar que estas modificagcbes sdo em consequéncia de dois
SNPs (single nucleotide polimorphism) existentes entre as sequéncias codantes
dos repectivos genes e que, além dos dois SNPs que alteram estes aminoacidos,

sdo observados 7 outros que ndo resultam em diferencas a nivel proteico.
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Assim como a proteina CCMATEA42, estas proteinas identificadas em C.
arabica sdo membros da familia MATE potencialmente associadas ao efluxo de
citrato, jA que possuem tanto o loop interno a membrana de cerca de 100
residuos de aminoacidos (figura 14) e a regido conservada préximo ao segundo
dominio transmembranar, caracteristicas observadas restritamente em proteinas

que desempenham esta fungdo (LI1U et al., 2009).

Figura 14: Estrutura tridimensional das proteinas 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. Catuai vermelho IAC 99 foi
utilizada em experimento sob condic¢Ges de hidroponia para validar o potencial
destes membros da familia MATE em cafeeiro, bem como verificar a hipétese de
expressao diferencial por parte dos homedlogos, visto que existem dados que
comprovam a exsudacdo de citrato por esta variedade em condi¢des de campo
(SILVA et al., 2002).

Vale ressaltar que ndo ha registros em literatura que elucidam os
mecanismos pelos quais esta exsudagdo ocorre em cafeeiro. Porém foi
demonstrado que as variedades de Coffea arabica Catuai amarelo IAC 62 e Icatu
vermelho IAC 4045 apresentam alteracbes quanto a expressdo de genes
relacionados ao metabolismo primario e processos oxidativos quando expostas
ao aluminio toxico (BAZZO et al., 2013).

Dentre estas mudangas, pode-se destacar que o gene relativo a enzima
malato desidrogenase (MDH) apresenta um pico de expressdo logo uma hora
apos o contato da variedade Catuai amarelo com aluminio, o que poderia indicar
um mecanismo de efluxo de malato para a complexacdo do aluminio. No
entanto, as duas cultivares apresentaram aumento gradual na expressdo dos
genes relacionados a enzima citrato sintase (CS) até o intervalo de 48 horas de
exposicdo ao aluminio (tempo maximo analisado no experimento),
aparentemente um indicio de que a producdo de citrato foi estimulada pelo
estresse causado por aluminio (BAZZO et al., 2013).

Este possivel incremento na producéo de citrato pode estar relacionado
tanto com mecanismos de tolerancia interna, nos quais o aluminio seria
complexado e armazenado em vacutolo, quanto com mecanismos de exclusdo, o
que indicaria o envolvimento de proteinas MATE no efluxo deste acido organico
(KOCHIAN et al., 2015) como mecanismo de tolerdncia do cafeeiro ao
aluminio. De fato, a analise da expressdo génica dos genes da familia MATE

estudados neste trabalho suportam esta hipétese (figura 14).
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Figura 15: Analise da expressao géncia relativa dos genes CaMATE _C e
CaMATE_E na cultivar Coffea arabica cv, Catuai vermelho IAC99
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Legenda: As plantas foram expostas ou ndo a solugdo com aluminio disponivel por
diferentes intervalos de tempo. Como referéncia foram utilizados os genes Ubiquitina e
Actina, considerados os mais estaveis dentre os analisados pela ferramenta RefFinder.
Fonte: do autor

Vale ressaltar que, a todos os primers utilizados no experimento, foi
atribuida eficiéncia de amplificacdo superior a 90% (Apéndice, tabela 2) com
excessao para o primer sintetizado para o gene 24S, porém este ndo foi utilizado
para a normalizacéo dos dados. Por analise da curva de melting, concluiu-se que

todos os primers sdo especificos e os sintetizados para 0s genes de referéncia
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aplicados ao método de comparagdo foram selecionados com base em ranking
de 5 candidatos analisados com auxilido da ferramenta RefFinder.

A partir da andlise do gréfico da figura 14, é possivel afirmar que até o
intervalo de 48 horas, ndo houve alteracdo significativa da expressao dos genes
CaMATE_C e CaMATE_E em resposta ao aluminio. Para o tempo de 12 horas
de exposi¢do, houve um incremento na expressdo do gene CaMATE_E em
relacdo a presenca de aluminio, porém este valor ndo difere do observado para o
intervalo de 48 horas sem contato com alumino.

Este padrdo de expressdo mantém-se até as 96 horas de exposicdo ao
aluminio para o gene CaMATE_C. Porém, os valores de expressao relativa do
gene CaMATE_E sofrem um aumento significativo neste ponto para a condigdo
de estresse com aluminio, tanto em relacdo a todos os outros pontos do gréafico
quanto a condi¢do sem aluminio, sendo que para esta Gltima comparacdo a taxa
de incremento na expresséo é de 403%.

Portanto, de acordo com estes resultados, o gene CcMATE E é
responsivo ao estresse causado pelo aluminio e a ativacdo da expressdo ocorre
96 horas apds a exposicdo da planta a este metal. Apesar de ndo se tratarem das
mesmas variedades de Coffea arabica, estes dados corroboram com o aumento
gradual da expressao do gene respectivo a enzima CS apresentados no outro
trabalho (BAZZO et al., 2013) que analisa os fatores moleculares relacionados a
tolerancia desta espécie ao aluminio.

O tempo de exposicao necessario para o incremento da expressdo génica
do CaMATE_E ¢é mais proximo ao observado para o gene SOMATE de Sorghum
bicolor (MAGALHAES et al., 2007), dentre os genes MATE jé estudados. Vale
ressaltar que os trabalhos nos quais os genes ECMATE3 e BOMATE, que estdo
mais proximos ao gene CcCMATEA42 na arvore filogenética (figura 8, capitulo 2)
avaliaram intervalos de tempo de contato com aluminio relativamente pequenos
(WU et al., 2014; SAWAKI et al., 2013).
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Interessantemente, assim como o0 observado para o gene SbMATE
(MAGALHAES et al., 2007), a expressio do gene CaMATE_E pode estar

relacionada ao icremento da exsudagao do anion citrato (figura 15).

Figura 16: Intensidade m/z de citrato por coleta de solugdo contendo o
exsudato de plantas utilizadas no experimento.
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Legenda: o ponto 6h é relativo a coleta de solucdo de plantas submetidas a hidroponia
por 6 horas sem contato com aluminio e os pontos 48h+Al e 96h+Al correspondem a
coletas apds 48 e 96 horas, respectivamente, de exposi¢do ao aluminio.

Fonte: do autor.

Os valores de intensidade m/z para o anion citrato presente nas amostras
ndo sdo artificio para a relacdo direta com a quantidade de citrato exsudada,
porém evidenciam a discrepancia relativa entre a quantidade deste &cido
organico presente na amostra coletada apds 4 dias de exposi¢do ao aluminio em
relacdo as demais.

E possivel, a partir da analise dos gréficos das figuras 14 e 15, também
suportar a hipétese de que haja outros pontos entre o intervalo de tempo de 48 e

96 horas de exposicdo ao aluminio nos quais a expressao relativa do gene
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CaMATE_E antija valores proximos ou superiores ao observado aos 4 dias de
estresse. Tanto quanto esta hipotese, é valida a possibilidade de haver maiores
valores de expressdo relativa para este gene se as plantas permanecerem sob
estresse por periodos de tempo mais prolongados.

Além da andlise da figura 14 propiciar discussdo da hipdtese de que, a
partir deste trabalho, possivelmente, foi identificado o gene membro da familia
MATE responsavel pelo efluxo de citrato e relacionado com a tolerancia ao
estresse por aluminio em Coffea arabica, é pertinente a diferenca nos valores de
expressao relativa entre os dois homéologos CaMATE_C e CaMATE_E.

Aparentemente, a expressdo do gene CaMATE_C ndo foi ativada pelo
estresse causado por exposi¢do ao aluminio no periodo de tempo analisado neste
experimento, fato interessante, ja que os dois genes coexistem no mesmo
individuo e, portanto, estavam submetidos as mesmas condicGes de estresse. Sao
necessarios estudos com intervalos de tempos maiores de estresse para afirmar
que o gene CaMATE_C ndo é reponsivo a esta condicdo, porém é evidente que o
padrdo de regulacdo transcricional entre os dois genes neste estudo é distinto.

O primeiro trabalho no qual foi abordado a expressdo diferencial de
homeologos no género Coffea foi publicado em 2010 (VIDAL et al., 2010).

Foi constatado que em 29% dos genes de C. arabica ha contribuicdo
diferencial por parte dos homeologos (13% atribuida ao CaCc e 16% a CaCe),
por ensaios baseados em Expressed sequence tags (EST). Aparentemente 0s
homéologos CaCe estdo ligados & fungdes basais enquanto que os homedlogos
CaCc a respostas a estimulos. Neste contexto, foram detectadas tanto expressdo
diferencial entre os homedlogos para um determinado gene, como silenciamento
de um dos homedlogos em alguns casos (VIDAL et al., 2010).

A diferenca entre o nivel de expressdo relativa entre 0s genes
CaMATE_C e CaMATE_E corroboram com estes dados e embasam a hipotese

da contribuicdo diferencial entre os homeologos para caracteristicas especificas.
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Este padrdo (VIDAL et al., 2010) também foi observado em estudos
com os homeologos do gene RBCS1, que codifica a subunidade menor da
enzima ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxidade (Rubisco). Neste trabalho foi
comprovada a expressao diferencial entre homedlogos associada a uma
caracteristica especifica e a versdo do subgenoma CaCc foi privilegiada neste
caso (MARRACCINI et al., 2011).

A partir do fato de que os dois homeblogos estudados neste trabalho,
CaMATE_E e CaMATE_C foram submetidos as mesmas condi¢Bes por co-
existirem no mesmo individuo, é possivel supor que os fatores delimitantes para
a expressdo diferencial estdo associados a elementos cis- regulatorios, trans-
regulatdrios ou ambos.

Entdo, foi realizado o alinhamento mdaltiplo da regido de 4000 pb
upstream ao codon de inicio da tradugdo (ATG) dos dois homedlogos estudados.
Esta regido analisada pode ser dividida em trés subregifes, uma regido de 1000
pb, mais proxima ao ATG, outra seguinte de 1500 pb e a ultima de 1500 pb mais
distante ao codon de inicio da tradugdo (valores aproximados) (figura 16). Dessa
forma, a primeira e a Ultima regido apresentam maior similaridade entre os
homeologos (98% e 98%, respectivamente) e a regido central de 1500 pb é a

mais desigual (88% de similaridade).

Figura 17: Representacdo da regido upstream ao cédon de inicio da traducéo analisada
neste estudo.

Regido Regido Regiao ATG
- 4000 pb conservada - 2500 pb variavel -1000 pb | conservada
| | |
| | 1

Fonte: do autor
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Afim de averiguar a possibilidade de influéncias de elementos cis-
regulatorios, foi analisada a ocorréncia de sitios para fatores de transcrigcdo
notoriamente associados a regulacdo de genes relacionados a tolerancia a
aluminio, 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 (CAMTAZ2) (TOKIZAWA et al.,
2015) e WRKY domain-containing protein 46 WRKY46 (DING et al., 2013)
(tabela 4).

Estes genes sdo fatores de transcrigdo comprovadamente envolvidos,
dentre outras condigdes, no estresse por aluminio e em estudo com a regido
promotora do gene AtALMTL, envolvido no efluxo de malato ativado por
aluminio, constatou-se que a presenca de sitios de ligacdo para estas proteinas
eram determinantes para a regulacdo da expressdo deste gene em resposta ao
estimulo (TOKIZAWA et al., 2014).

A ligacdo das proteinas Sensitive to proton rizhotoxicity 1 (STOP1)
(homdloga & ART1 e compartilha 0 mesmo sitio de ligacdo) e CAMTA2
aumentam o nivel de expressdo do gene em resposta ao estresse, sendo que a
primeira é fundamental para a resposta ao estimulo. Ja a proteina ASR5 esta
relacionada a expressdo tecido-especifica do gene AtALMTL1 no apice radicular
e, por fim, a proteina WRKY46 atua como repressora da expressao deste gene
(TOKIZAWA et al., 2014).
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Tabela 4: Quantidade de sitios para ligagdo com fatores de transcrigdo envolvidos na
resposta ao estresse causado por aluminio, na regido promotora dos genes
CaMATE_C e CaMATE_E.

NUmero de motifs

Tipos de motif

CaMATE_C CaMATE_E

Sitios de ligacao para ART1 (maior

_~ 18 18
afinidade)
Sitios de ligagdo para ART1 (menor

-~ 32 29
afinidade)
Sitios de ligacdo para ASR5 8 8
Sitios de ligagdo para CAMTA2 0 0
Sitios de ligagdo para WRKY46 (W-box) 10 10

Como pode ser observado a partir da tabela 4, os elementos cis-
regulatorios conhecidamente envolvidos com a tolerdncia ao aluminio ndo
variam em termos de quantidade em relacdo a regido promotora dos dois
homedlogos estudados neste trabalho. Aparentemente, este ndo é o fator
determinante para a expressao diferencial destes genes em resposta ao estresse,
porém, sdo necessarios mais estudos para elucidar os elementos cis-regulatorios
em Coffea arabica associados a este estimulo.

Baseado em analise de dados de RNA-seq, foi observado que elementos
trans-regulatérios sdo determinantes para a expressao diferencial de homeologos
em Coffea arabica, ndo necessariamente relacionados a divergéncias em
elementos cis-regulatdrios. Foi demonstrado que os fatores de transcricdo de um
subgenoma podem atuar sobre outro subgenoma, e isto pode ocorrer de forma
assimétrica, ou seja, elementos trans-regulatérios de ambos 0s subgenomas
podem ligar-se a regibes cis-regulatérias de modo diferencial entre os alelos
(COMBES et al., 2015).

Além desse fato, constatou-se para o trabalho supracitado que os genes
homeologos diferencialmente expressos derivados do subgenoma de C.
canephora eram regulados pelos fatores de transcri¢do derivados do subgenoma

de C. eugenioides e também ocorria a situacdo inversa desta condicdo, sendo que
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os fatores de transcricdo do subgenoma de C. eugenidides causavam maior
impacto sobre a reguldo transcricional, culminando na maior expresséo relativa
dos genes homéogos do subgenoma de C. canephora.

Esta observacdo pode ser aplicada aos genes CaMATE_C e CaMATE _E,
porém é necessario avaliar a interacdo entre os elementos cis e trans regulatorios
dos diferentes subgenomas associados ao estresse causado por aluminio.

Vale ressaltar que regides intrénicas possuem elementos cis-regulatorios
e que em estudos com o gene SbMATE foi constatada a existéncia de
polimorfismos entre variedades contrastantes em relagdo a tolerancia a aluminio
no segundo intron deste gene (MAGALHAES et al., 2007).

Vale ressaltar que os genes estudados neste trabalho apresentam
polimorfismos justamente em uma regido compreendida pelo segundo intron,
trata-se de uma diferenca de 24 nucleotideos e parte desta diferenca é composta
por repeticdes em tandem dos nucleotideos CTT. Porém, ndo foi identificada
nenhuma relacdo desta regido com um fator de transcricéo especifico.

O tempo de exposicdo ao aluminio (96 horas, no total) foi suficiente
para causar danos nos apices radiculares da planta (figura 17). Os apices
radiculares, mais precisamente a zona de transicao distal, sdo os sitios primarios
dos efeitos toxicos do aluminio e, em sorgo, a maior expressdo do gene SbOMATE
esta justamente associada a este local (SIVAGURU et al., 2013).
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Figura 18: Secgdes longitudinais dos apices radiculares coletados de plantas
submetidas ao experimento.

Legenda: A- &pice radicular ndo exposto ao aluminio; B- apice radicular apds 96 horas
de exposicdo ao aluminio. A barra horizontal na extremidade inferior esquerda denota a
escala de 100 um.

Fonte: do autor

Em ensaios com diferentes gendtipos de cafeeiro, também em solucéo
nutritiva, foi observado o acumulo de aluminio em células epidérmicas do apice
radicular de plantas submetidas a 20h de contato com este metal, porém este
intervalo de tempo e a concentracao utilizada (0,296 mM) néo foram suficientes
para diferenciar os genotipos quanto a tolerancia (BRACCINI et al., 2000). Os
apices radiculares das plantas do ensaio conduzido neste trabalho estavam
oxidados ao fim do experimento, em acordo com o observado na referéncia
supracitada.

Apesar da notoria diferenca anatdbmica entre os &pices radiculares dos
tratamentos experimentais apos quatro dias de exposi¢do ao aluminio, ndo foi

observada diferenca em relacdo a nutricio mineral via andlise foliar,com
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excessdo para o elemento K* (tabela 5). Aparentemente, o tempo experimental
n&o foi suficiente para observar os efeitos dos danos radiculares na translocacao

da maioria dos nutrientes até até as folhas.

Tabela 5: Discriminacdo dos teores foliares dos nutrientes analisados de acordo com os
tratamentos experimentais

Nutrientes 96 horas sem 96 horas de
) Controle ) )
(unidade) exposicdo ao AI**  exposicéo ao AI**
N (%) 3,22a 3,07a 299a
P (%) 0,2a 0,19a 0,19a
K (%) 1,80 a 1,29b 1,37b
Ca (%) 0,75a 0,77 a 0,75a
Mg (%) 0,25a 0,24 a 0,25a
S (%) 0,19a 0,20 a 0,21a
B (ppm) 50,60 a 51,10 a 49,30 a
Cu (ppm) 6,97 a 6,13 a 6,53 a
Mn (ppm) 479a 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
a 5% de significancia, pelo teste Scot-Knott. O controle refere-se a plantas analisadas
antes da execucdo do experimento.

Em estudos em ambiente in vitro, também foi observada diminui¢do no
contetdo de potassio em folhas de cafeeiro submetidas ao aluminio,
correlacionada com a concentracdo deste metal fornecida (BOJORQUEZ-
QUINTAL et al., 2014). No caso deste trabalho, ndo ha como associar a

diminuicdo da concentragdo de K" em detrimento dos efeitos toxicos do fon
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AI*", visto que tanto as plantas sob estresse e a plantas do tratamento controle
apresentaram este sintoma.

Provavelmente, este sintoma deu-se por influéncia, tanto da nutricdo no
momento da realizacdo do experimento quanto do estado nutricional das plantas
anteriormente, visto que, para este elemento, a concentracdo foliar ja estava no
limiar entre deficiente e adequada (THEODORO et al., 2003)

4. CONCLUSAO

A exposicdo da cultivar Coffea arabica cv. Catuai vermelho IAC 99 a

solugdo contendo niveis toxicos de AI**

resultou em alteracbes anatdmicas
significativas, com degradacdo do apice radicular das plantas submetidas a este
estresse, porém ndo culminou em diferencas no contetdo foliar dos macro e
micronutrientes avaliados.

A partir do membro candidato da familia MATE em C. canephora
associado ao efluxo de citrato por analises in silico, foram idenficados dois
genes homologos em C. arabica. Foi constatado que estes sdo homedlogos
derivados dos genomas ancestrais de C. canephora e C. arabica.

Interessantemente, a expressao génica destes homéologos em plantas
submetidas ao estresse por exposi¢do ao aluminio foi diferencial, destacando-se
0 gene CaMATE_E (relacionado ao subgenoma de C. eugenioides) como mais
responsivo a esta condicdo e com perfil de expressdo condizente com a
exsudagdo do anion citrato. As regides relacionadas a regulacdo da expressao
génica avaliadas neste trabalho (regido promotora e intrdnica) apresentam
dissimilaridades entre os homeoélogos, porém estas ndo correspondem a
elementos cis-regulatérios distintos especificamente relacionados a resposta a

condicdo abordada.
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Portanto, foi possivel caracterizar o gene em C. arabica possivelmente
relacionado ao efluxo de citrato na rizosfera como mecanismo de tolerancia ao
aluminio e constatar a contribuicdo diferencial dos homedlogos derivados dos
dois subgenomas ancestrais para esta caracteristica. Estas constatacfes
demonstram a pertinéncia do estudo destes genes para o subsidio de estratégias

de melhoramento do cafeeiro que visem a adaptacdo a solos acidos.
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Tabela 1: Descricdo dos primers utilizados no experimento quanto a sequéncias e
eficiéncias respectivas

PRIMER Sequéncia Eficiéncia
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’ 850¢
24S — REV 5’-TCAACTCAGCCTTGGAAACATTAG-3’ 0
PP2A — FWD 5’-ACCTATGGGTGAAATGAAGATGGA-3’ 949%
PP2A — REV 5’-AGGCGGCGAGATGAATCTTTT-3’ °
1433 -FWD 5’-CGCCTGATCGTGCTTGTTC-3’ 90%
1433 -REV 5’-GCACATCAGGAGTCCACAAAGTAA-3’ °

Tabela 2: Ranking entre a estabilidade da expressdo dos genes enddgenos pela
ferramenta RefFinder.

PRIMER Valores de estabilidade (Ranking) -

RefFinder

UBIQUITINA 1,57 (19
ACTINA 1,73 (2°)
PP2A 1,86 (3°)
245 4,00 (4°)

1433 5,00 (5°)




