U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

THIAGO BERGAMO CARDOSO

ESTABELECIMENTO DE UMA REDE DE CORRELACAO DE
GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NOS
ESTRESSES DE AL E P E CARACTERIZACAO DAS
FAMILIAS MATE E ALMT EM Eucalyptus grandis E Populus

trichocarpa

LAVRAS -MG
2018



THIAGO BERGAMO CARDOSO

ESTABELECIMENTO DE UMA REDE DE CORRELAC}AO DE GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NOS ESTRESSES DEALEPE
CARACTERIZACAO DAS FAMILIAS MATE E ALMT EM Eucalyptus grandis E
Populus trichocarpa

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacéo em
Agronomia/Biotecnologia Vegetal, area de
concentracdo em Biotecnologia Vegetal para a
obtencdo do titulo de Mestre.

Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva
Orientador
Dr. Alan Carvalho Andrade
Co-orientador

LAVRAS-MG
2018



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geragao de Ficha Catalogréafica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Cardoso, Thiago Bergamo.

Estabelecimentode uma rede de correlagéo de genes
diferencialmente expressos nos estresses deAl e P e caracterizacdo
das familias MATE e ALMT em Eucalyptus grandis e
Populustrichocarpa / Thiago Bergamo Cardoso. - 2018.

163 p. :il.

Orientador(a): Luciano Vilela Paiva.

Coorientador(a): Alan Carvalho Andrade.

Dissertagdo (mestrado académico) - Universidade Federal de
Lavras, 2018.

Bibliografia.

1. Solos &cidos. 2. Estresse abiotico. 3. Co-expressdo. I. Paiva,
Luciano Vilela. Il. Andrade, Alan Carvalho. Il1. Titulo.




THIAGO BERGAMO CARDOSO

ESTABELECIMENTO DE UMA REDE DE CORRELACAO DE GENES
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS NOS ESTRESSES DEALEPE
CARACTERIZACAO DAS FAMILIAS MATE E ALMT EM Eucalyptus grandis E
Populus trichocarpa

ESTABLISHMENT OF ANETWORK OF DIFFERENTIALLY EXPRESSED GENES
ON THE AL AND P STRESS AND CHARACTERIZATION OF THE MATE AND
ALMT FAMILIES IN Eucalyptus grandis E Populus trichocarpa

Dissertacdo apresentada a Universidade Federal
de Lavras, como parte das exigéncias do
Programa de Pds-Graduacéo em
Agronomia/Biotecnologia Vegetal, area de
concentracdo em Biotecnologia Vegetal, para a
obtencdo do titulo de Mestre

APROVADO em 01 de MARCO de 2018.
Dr. Alan Carvalho Andrade —- EMBRAPA
Dr. Vagner Augusto Benedito- West Virginia University

Prof. Dr. Luciano Vilela Paiva
Orientador
Dr. Alan Carvalho Andrade
Co-orientador

LAVRAS-MG
2018



AGRADECIMENTOS

Eu queria agradecer a Universidade Federal de Lavras (UFLA), especialmente o
Laboratorio Central de Biologia Molecular (LCBM). Eu também queria agradecer aos 6rgaos
de fomento CAPES, FAPEMIG e CNPq pela concesséo da bolsa de mestrado e financiamento
dos projetos.

Fazendo uma retrospectiva do meu mestrado, eu posso dizer que teve momentos em
que eu achei gue era uma pessoa azarada, mas em outros, eu tive certeza! Teve formiga
comendo 0 meu experimento, hidropdnicas contaminada por fungos (2 vezes), E. dunnii que
ndo enraiza de jeito nenhum, entre outras coisas. Entretanto, talvez eu ndo seja tdo azarado
assim, talvez eu seja cara de sorte.

Eu sou sortudo por ter uma familia que sempre me apoiou e sempre esteve a0 meu
lado, mesmo eles ndo entendendo o meu curso ou area em que eu trabalho, mas eles sempre
acreditaram em mim. Se ndo fosse o suporte dos meus pais, Paulo Cesar e Rosa Marlene, e
dos meus irméos, Diego e Karina, eu ndo conseguiria chegar a onde eu cheguei. Foram
diversas palavras de incentivo dos meus Pais, “vocé consegue” e “acreditamos em voce€” e dos
meus irmaos, “vocé ¢ adotado” e “ndo ¢ possivel que além de feio € burro”.

Talvez eu seja um cara de sorte por ter um orientador (Luciano) que sempre esteve a
disposicdo para me dar conselhos e me motivando a por em praticas as minhas ideias, mesmo
eu provando para ele com triplicatas técnicas e biologicas que tudo que eu colocava a mao
dava errado. O mesmo para 0 meu co-orientador (Alan), que sempre esteve disposto e tirar
uns minutos do seu dia para tomar um café e compartilhar o seu conhecimento, mesmo depois
que eu ter quebrado o computador dele.

Talvez eu seja um cara de sorte por estar cercado de amigos, que sempre estiveram ao
meu lado para comemorar as minhas vitorias, mas também para me ajudar nos momentos
dificeis. Eu tive sorte de conhecer o Anderson e dele ter a paciéncia para me ensinar sobre
network, o que no final mostrou ser fundamental para a minha dissertacdo. A Natalia que me
ajudou nas analises de expressao, se ndo fosse o conhecimento dela em gPCR eu jamais teria
conseguido. E por ultimo, mas ndo menos importante, eu queria agradecer o Renan, que é
meu parceiro de laboratdrio a 5 anos e que tem uma paciéncia inabalavel, foram muitas horas
tomando um cafezinho e discutindo ideias para chegar nessa dissertacdo, se nao fosse o prazer
que ele sente em me questionar talvez eu néo teria tdo bem fundamentado diversos conceitos.

Eu sou sortudo demais por ter trabalhado esses 2 anos no LCBM, foram muitos xingos

que ele levei da Eliete por deixar bagungada a estufa, muitas repreensées do Ricardo e do



Fabricio por ndo usar jaleco ( eu quero deixar claro, que eu uso o mesmo jaleco invisivel que
0 Leo usa), foram muitos potes que a Jussara repicou para me salvar, foram muitas as vezes
que eu fui desesperado na sala da Rossilvania para tirar uma ddvida sobre o mestrado, foram
muitas risadas da Claudiana e da Mariele na hora do almoco, infinitas discussbes com o
Farley, Wesley e Renan (sendo que nunca chagavamos a conclusdo nenhuma), ndo tem como
eu citar todas as pessoas aqui mas eu quero deixar claro que a amizade de todos foi algo
fundamental para mim nesses anos.

Existe uma frase famosa de Newton que diz “Se eu consegui enxergar além foi porque
eu me apoiei no ombro de gigantes”, eu ndo gosto muito dessa frase pois ndo sou muito de
subir nas costas dos outros. O meu avd Alexandre tinha uma frase que era “Sempre converse
com pessoas mais inteligentes que vocé”. Assim, se for para resumir 0 meu mestrado em uma
frase seria: Se eu consegui enxergar além foi porque eu tive a sorte de s conversar com

pessoas mais inteligentes do que eu.

OBRIGADO A TODOS.



“Preguica € o pior defeito de uma pessoa” (meu Pai)



RESUMO

Os solos &cidos correspondem a 50% dos solos potencialmente araveis do mundo.
Nesse tipo de solo os principais problemas encontrados sdo a alta concentracdo de Al e a
baixa disponibilidade de P. Tendo isso em mente, esse trabalho teve como objetivo contribuir
com estudos em plantas modelo, Populus spp., e plantas tolerantes, Eucalyptus spp.,
relacionados a mecanismos ao estresse de Al e P. No estresse combinado de Al e P foi
observado que a maioria dos genes associados a um estresse apresenta correlacdo negativa
com o outro, sendo apenas 8 genes influenciados por ambos os estresses de forma similar. Em
Populus foram identificados 20 membros da familia ALMT e 56 membros da familia MATE,
sendo que desses, 13 e 36 membros, respectivamente, apresentaram correlacdo entre si. Dos
quais 0s genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4, principais membros relacionados ao estresse
de Al, em estresse de fosforo ndo apresentaram nenhum gene em comum na folha e somente 3
na raiz, em contrapartida, sobe estresse de Al esses dois genes compartilharam 35 genes. Em
E. grandis foram identificados 58 membros da familia MATE, dos quais 43 apresentaram
correlagdo com outros membros e 15 estavam envolvidos em rotas mais especificas. Em E.
urophylla sobe estresse de Al foi demonstrado alteragdes anatdmicas tanto na raiz quanto na
folha, e 0 gene Eucgr.A02386 respondeu rapidamente ao estresse, mas em menor intensidade
enquanto que o Eucgr.JO0768 apresentou expressao tardia e mais intensa, ambos 0s genes
codificam proteinas MATE localizadas no vacuolo.

Palavra-chave: Solos acidos. Estresse abiotico. Co-expressao.



ABSTRACT

Acid soils account for 50% of the world's potentially arable soils. In this type of soil
the main problems encountered are the high concentration of Al and the low availability of P.
Therefore, this work aimed to contribute with studies in a model plant, Populus spp., and
tolerant plants, Eucalyptus spp., related to Al and P stress mechanisms. In the combined stress
of Al and P it was observed that the majority of the genes associated to a stress presents
negative correlation with that from the other, being only 8 genes influenced by both stresses
of similar form. In Populus, 20 members of the ALMT family and 56 members of the MATE
family were identified, and of these, 13 and 36 members, respectively, presented a correlation
with each other. Of those genes, PoptrALMT10 and PoptrMATES54, the main members
related to Al stress, in phosphorus stress did not present any common genes in the leaf and
only 3 in the root, in contrast, under Al stress these two genes shared 35 genes. In E. grandis,
58 members of the MATE family were identified, of which 43 were correlated with other
members and 15 were involved in more specific routes. In E. urophylla on Al stress,
anatomical changes were demonstrated in both root and leaf, and the Eucgr.A02386 gene
responded quickly to stress, but at lower intensity while Eucgr.J00768 showed late and more
intense expression, both genes encode MATE proteins located in the vacuole.

Keyword: Acid soils. Abiotic stress. Co-expression.
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1 INTRODUCAO

Os solos acidos sdo um dos principais fatores limitantes na produtividade das culturas
(MA; RYAN; DELHAIZE, 2001). Nas regides onde o pH do solo é inferior a 5,5, 0 solo
passa a ser classificado como &cido. Nessas condicdes é possivel encontrar um grande nimero
de formas soltveis do aluminio (Al), que em contato com as raizes, inibem o crescimento e
subsequentemente afetam a absorcdo de agua e de nutrientes (KOCHIAN, 1995). Além do
mais, o fosforo (P), elemento essencial para o desenvolvimento vegetal, € normalmente
indisponivel para a planta devido a fixacdo com o aluminio em solos acidos. A formagéo do
complexo se torna mais forte a medida que o pH do solo decresce, dificultando a absor¢do do
nutriente (KOCHIAN; HOEKENGA; PINEROS, 2004).

A toxicidade causada pelo aluminio é o principal fator responsavel pela queda na
produtividade das plantas cultivadas em solos &cidos. Devido ao Al ser um elemento muito
reativo, ele interage com a parede celular e membrana plasmatica das células da raiz,
impedindo o crescimento e desenvolvimento e, consequentemente, afetando a funcionalidade
desses tecidos (HERMANS et al., 2006). S&o dois os perfis de interacdo do aluminio com a
planta: uma resposta precoce onde o processo afeta a elongacdo celular e uma tardia que
interfere na divisdo celular (MATSUMOTO, 2000). A presenca de aluminio reativo dentro do
vegetal também pode afetar o aparelho fotossintético da planta (MIHAILOVIC; DRAZIC;
VUCINIC, 2008; MUKHOPADYAY et al., 2012). Assim, devido a reatividade do aluminio,
este elemento sera prejudicial ao desenvolvimento da planta quando estiver ativo no solo, bem
como, quando for absorvido pelo vegetal.

Para conseguirem se desenvolver nesses ambientes, as plantas apresentam diversos
mecanismos de adaptacdo ao aluminio no solo, sendo o mecanismo mais bem caracterizado o
de exsudacdo de acidos organicos. Os &cidos organicos estdo envolvidos em diferentes
processos bioldgicos na planta, sendo uma das pecas fundamentais no metabolismo primario.
Sendo oriundos principalmente do ciclo de Krebs, fotossintese de: C-3, C-4 e CAM, g, em
menor quantidade, do ciclo do glioxilato em plantas (SHARMA et al., 2016). O metabolismo
da planta possui um arsenal de &cidos organicos, podendo esses atuar em uma rota especifica
ou em varias. Entretanto tem alguns acidos organicos que se destacam, como por exemplo,
malato, oxacetato e o citrato, sendo esses importantes em diferentes rotas do metabolismo da
célula como: producéo de energia, formacdo de precursores para a biossintese de aminoacidos
e a modulacdo, tanto da parte aérea quanto raiz, da adaptacdo da planta ao ambiente
(IGAMBERDIEV; EPRINTSEYV, 2016).
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Quando em contato com o Al no solo, a planta libera &cidos organicos na rizosfera, o

qual ira quelar este cation formando compostos ndo toxicos. Assim, devido ao tamanho da
molécula formada, ndo sdo absorvidos pelas células da raizes (KOCHIAN; HOEKENGA,
PINEROS, 2004). A proteina responsavel pelo transporte de citrato da planta para a rizosfera
pertence & familia Multidrug and Toxic Compound Extrusion (MATE), e este efluxo é
realizado mediante um gradiente de H* ou Na" (KOCHIAN et al., 2015). Os genes, ja
caracterizados como transportadores de citrato em Shorgum bicolor (MAGALHAES et al.,
2007) e Hordeum vulgare (FURUKAWA et al., 2007), respondem tanto a presenca quanto a
quantidade de aluminio no solo. Outro &cido organico que apresenta papel de destaque na
tolerancia ao Al é o malato, transportado pela familia Aluminum-activated Malate
Transporters (ALMT), um canal iénico que permite o transporte de malato através de um
gradiente eletroquimico (ROBERTS; ROBERTS, 2006).
Nas Ultimas décadas, pesquisas tem demonstrado a importancia dos acidos organicos na
adaptacdo a estresses abioticos como os solos acidos, com altas concentra¢fes de aluminio
(Al), e baixa disponibilidade de nutrientes. Em Brassica napus o efluxo de citrato e malato
sdo responsaveis pela maior absor¢cdo de fosforo (P) (HOFFLAND; FINDENEGG;
NELEMANS, 1989). Em solos 4cidos o Sorghum bicolor teve um aumento de producdo de
0,6 ton.ha* devido a maior liberagdo de citrato na rizosfera (CARVALHO et al., 2016).

Assim, é importante o entendimento dessas familias de transportadores afim de obter
uma maior produtividade em solos &cidos, como € o caso do Brasil que apresenta boa parte do
territorio dominado por solos com baixo pH (LOPES; GUIMARAES GUILHERME, 2016).
No territorio brasileiro, o plantio de eucalipto ja ocupa uma area de 5,6 milhdes de hectares, o
que representa 72% do total da &rea de arvores plantadas no Brasil (INDUSTRIA
BRASILEIRA DE ARVORES, 2017). A cultura do eucalipto apresenta um papel de
importancia nacional, tanto no ponto de vista econdmico e ambiental, quanto na geracdo de
empregos. E utilizada principalmente como base da industria de celulose, além de fonte de
carvao vegetal para energia e aplicacdo na construcéo civil (BRACELPA, 2016). No Brasil, o
preco médio de mercado do eucalipto obteve um acréscimo de 6,6% no Gltimo ano e esse
aumento vem ocorrendo desde 2009 (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES 2017),
demostrando ser um mercado crescente mesmo com a crise econdémica no pais.

O plantio de eucalipto baseia-se na utilizagdo de clones elite, que sdo espécies
advindas do melhoramento genético, apresentando crescimento rapido e caracteristicas
agrondmicas desejaveis. Geralmente sdo mais susceptiveis a estresses abioticos do que as
espécies naturalmente adaptadas (CORNEY; SASSE; ADES, 2003). Entre o0s estresses
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abidticos destaca-se o cultivo em solos &cidos, sendo este um fator importante para o
melhoramento de espécies florestais, principalmente, nas regifes tropicais (BRUNNER;
SPERISEN, 2013).

Em vista da vasta extensdo dos solos acidos e do impacto negativo que causam na
agricultura mundial. Objetivou-se estudar a nivel molecular a relacdo entre as plantas e o0s
solos &cidos. Utilizando de Populus thrichocarpa, planta modelo para lenhosa, para elucidar a
rede de conexdo genica envolvidas no estresse de Al e P, bem como o envolvimento das
principais familias de transportadores de acidos organicos, ALMT e MATE, nesses estresses.
Com o mesmo objetivo, foi descrito a familia MATE em eucalipto, que apresenta crescimento

significativo em solos &cidos, e o envolvimento dessa familia na tolerancia da espécie.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solos acidos

No Mundo, considerando as areas ndo congeladas, aproximadamente 30% do solo
restante é classificado como &cido, sendo dividido globalmente em dois cinturdes: (1) ao norte
formado sobre condic6es frias e clima temperado Umido, com predominio de florestas de
coniferas; e (2) ao sul, formado sobre condi¢es quentes, que é coberto basicamente por
florestas tropicais (VON UEXKULL; MUTERT, 1995). Aproximadamente 50% das terras
potencialmente araveis no mundo apresentam caracteristicas acidas e cerca de 60% dos solos
acidos estdo localizados em regides tropicais e subtropicais (KOCHIAN et al., 2015).

A toxidez do aluminio estd intimamente relacionada com o pH do solo. Em pH
préximo ao neutro, o aluminio existente no solo encontra-se na sua forma insoluvel,
complexado com silica e oxigénio, entretanto, a medida que o pH do solo vai se tornando
mais acido, o aluminio comeca a se tornar solivel e consequentemente fitotoxico
(MATSUMOTO, 2000). O baixo crescimento das plantacbes pode ser correlacionado
diretamente a saturacdo de aluminio e ndo a alteracdes no pH (VON UEXKULL; MUTERT,
1995).

No Brasil, 23% do territorio apresenta caracteristicas de savana, regido denominada
Cerrado, contendo pH acido. A partir de amostras coletadas no cerrado brasileiro, foi possivel
observar que 49% das amostras apresentaram pH < 5 e 50% com valores entre 5,0 e 5,9
(LOPES; GUIMARAES GUILHERME, 2016).
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Em solos acidos, o aluminio é encontrado na rizosfera na forma de cation Al*3, o qual
causa danos nas raizes das plantas, devido ao fato de ser uma molécula muito reativa. Esta
reacao impede o crescimento e a elongacdo das raizes, reduzindo assim sua capacidade de
absorver agua e nutrientes (KOCHIAN et al., 2004). Ademais, 0 aumento da concentracdo de
aluminio no solo prejudica a biodisponibilidade de alguns elementos essenciais para a planta,
como por exemplo, o fésforo (P), que se fixa fortemente ao aluminio em solos com pH abaixo
de 5,0 (KOCHIAN; HOEKENGA; PINEROS, 2004).

A disponibilidade de P é um dos principais limitantes nutricionais para o crescimento
vegetal (RYAN; DELHAIZE, 2001). As plantas podem sofrer com deficiéncia desse nutriente
mesmo quando a quantidade total é elevada, e essa aparente discrepancia se deve a diferenca
entre o quanto de fésforo estd presente no solo e quanto esta biodisponivel para a planta. Em
experimentos no bioma Cerrado, foram analisados os niveis de extratibilidade do foésforo no
solo, e a média da quantidade de fésforo biodisponivel foi < 2,0 mg.dm, valor considerado
1/15 do nivel critico utilizado para interpretacdo de analises de solo, ou seja, muito abaixo do
minimo indicado para uma cultura (LOPES; GUIMARAES GUILHERME, 2016).

O aluminio nédo so afeta 0 comportamento das raizes das plantas e a biodisponibilidade
de nutrientes, como também altera a eficiéncia fotossintética quando a planta é exposta a
condicBes de toxidez. Para plantas sensiveis, a presenca do aluminio pode alterar a
condutancia estomética e o contetdo de clorofila (MUKHOPADYAY et al., 2012), além de
reduzir a taxa fotossintética (MIHAILOVIC; DRAZIC; VUCINIC, 2008). Essas variacfes na
fotossintese ndo sdo observadas em cultivares tolerantes (LAZAREVIC; HORVAT;
POLJAK, 2014).

As plantas desenvolveram durante o processo evolutivo dois mecanismos principais de
adaptacdo ao aluminio presente no solo: (1) liberacdo de &cidos organicos pela raiz, com o
objetivo de evitar que o aluminio penetre no apice da raiz, mantendo este metal neutralizado
na rizosfera; e (2) que consiste do aluminio que é absorvido pela planta, onde ocorrera sua
neutralizacdo e armazenamento (KOCHIAN et al., 2015). Visando o rapido crescimento, 0s
mecanismos de resisténcia ao aluminio apresentam vantagens em relacdo a tolerdncia no
plantio, uma vez que impedem ou minimizam a entrada do aluminio dentro das células da
raiz. Portanto, a resisténcia a solos acidos é uma das caracteristicas mais importantes para se
obter plantas de crescimento rapido (SAWAKI et al., 2014).

Alguns acidos organicos, intermediarios do ciclo de Krebs, como por exemplo o acido
citrico e o acido malico, apresentam papéis fundamentais no processo de resisténcia das

plantas aos solos ricos em aluminio. A medida que formam complexos com Al toxico,
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influenciam indiretamente no aumento de biodisponibilidade de fésforo no solo que antes
estavam fixados ao aluminio (LOPEZ-BUCIO et al., 2002). A relacdo dos &cidos organicos e
o0 aluminio néo se restringe a quelatizacdo externa do aluminio e mobilizacdo de fosforo, mas
também na detoxificacdo interna da planta ao aluminio e liberacdo de fosforos inorganicos
livres no citoplasma (RYAN; DELHAIZE, 2001). Muitas espécies de dicotiledéneas utilizam
da liberacdo de anions orgénicos pela raiz quando existe a deficiéncia de fésforo no solo,
como por exemplo, Brassica napus (HOFFLAND; FINDENEGG; NELEMANS, 1989),
Oryza sativa (KIRK; SANTOS; FINDENEGG, 1999), Lupinus albus (JOHNSON; VANCE;
ALLAN, 1996) e Medicago sativa (LIPTON; BLANCHAR; BLEVINS, 1987).

22 ALMT

Canais idnicos é uma classe muito diversa de proteina de membrana presente tanto em
procariotos quanto em eucariotos. Elas sdo proteinas integrais de membrana, dando origem a
poros aquosos através da membrana lipidica permitindo o fluxo de ions através do gradiente
eletroquimico (ROBERTS; ROBERTS, 2006). No final da década de 1990 houve um
aumento na pesquisa de canais i6nicos envolvidos com o fluxo de compostos através da
membrana plasmatica e do tonoplasto. Assim foi caracterizado o mecanismo pelo qual as
plantas, tanto mono quanto dicotiledéneas, neutralizavam o Al toxico na rizosfera, sendo
através do fluxo de intermediarios do ciclo de Krebs, malato, oxalacetato e citrato, para a
rizosfera (DELHAIZE; RYAN; RANDALL, 1993; ZHANG; MA; CAO, 1997).

Protoplastos isolados de Triticum aestivum (RYAN et al., 1997) forneceram o0s
primeiros indicios do envolvimento de proteinas de membrana no fluxo de acidos orgénicos
em resposta ao estresse de Al em plantas. Sendo caracterizada comparando linhagens de
Triticum aestivum que apresentavam diferenca no locus relacionado a tolerancia ao Al, sendo
caracterizado o gene TaALMT1 (Aluminum- activated Malate Transporters) (SASAKI et al.,
2004). Expressdo heterologa desse gene em Oryza sativa e Nicotiana tabacum
proporcionaram aumento na tolerancia dessas plantas ao estresse de Al, e expressdo em
odlcitos de Xenopus demonstrou que o TaALMT1 era responsavel pelo fluxo de malato
(SASAKI et al., 2004). Quando esse gene foi inserido em Hordeum vulgare demonstrou o
mesmo efeito, aumentando a toleréncia na raiz ao Al (DELHAIZE et al., 2004).

Embora o TaALMT1 também apresente expressdo na auséncia de Al, a caracteristica
de responder a presenca de Al ndo se aplica a toda a familia, apresentado membros envolvidos

em diversas rotas metabolicas e em outros orgdos diferentes da raiz (SHARMA et al., 2016).
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Depois da caracterizacdo do TaALMT1, foram caracterizados diversos membros dessa familia
exercendo outras fungdes como abertura e fechamento estomético (SASAKI et al., 2010) e
envolvimento na qualidade do fruto (DE ANGELI et al., 2013).

O transportador ALMT é permedvel tanto a ions organico quanto inorganico e realiza
tanto o efluxo quanto o influxo. Em experimentos com tabaco demonstraram que 0
TaALMTL1 apresenta alta seletividade ao malato, no entanto, também realiza o efluxo de
nitrato e cloreto (ZHANG et al., 2008). Evidencia-se, portanto, a necessidade de um maior
estudo dessa familia afim de se obter informacGes para compreender melhor o papel da
familia ALMT.

A familia ALMT ¢é classificada, evolutivamente, como ArAE (Aromatic Acid
Exporter) tendo esse grupo membros em bactérias e eucariontes como: plantas, fungos e
protozoarios. Contudo o ALMT apresenta uma diferenca importante entre 0s outros membros
desse grupo, uma vez que é exclusivo de plantas (SHARMA et al., 2016). Ainda é inexistente
a estrutura cristolografica de membros dessa familia, 0 que levanta muita controvérsia a
respeito da sua estrutura e topologia. Através de comparacdes entre 0os membros ja
caracterizados dessa familia, hd um indicativo que o ALMT apresenta alta similaridade na

porcao N-terminal e apresenta de 6-7 dominios transmembranares (SHARMA et al., 2016).

2.3 MATE

A familia génica Multidrug and Toxic Exclusion (MATE) é muito ampla com
representantes tanto em organismos procariotos quanto em eucariotos. Os primeiros membros
dessa familia foram identificados em Vibrio parahaemolyticus e Escherichia coli, e devido a
diversidade no efluxo de substancias e a homologia com outros transportadores, essas
proteinas foram denominadas MATE (MORITA et al., 1998).

Os transportadores do tipo MATE estdo amplamente distribuidos em bactérias, fungos,
mamiferos e plantas. Em Archaea, Eubacteria e Eukarya foram identificadaos 861
transportadores MATE, os quais foram classificados em trés grandes subfamilias e divididos
em 14 pequenos grupos (OMOTE et al., 2006). Em plantas, o nimero de ortélogos dos genes
MATE é grande, por exemplo, em Arabidopsis thaliana a familia MATE apresenta 58
ortologos, sendo alguns com fungGes ainda ndo elucidadas (YAZAKI, 2005).

As proteinas MATE sdo transportadoras, mais especificamente, transportadoras
secundarias, uma vez que utilizam um gradiente eletroquimico de Na* ou H* atraves da
membrana para direcionar o efluxo (TAKANASHI; SHITAN; YAZAKI, 2014). A familia
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MATE apresenta algumas caracteristicas em comum como: tamanho médio de 400 a 700
residuos de aminoécidos e 12 dominios transmembranares (OMOTE et al., 2006). Outra
caracteristica dessa familia é a similaridade das sequéncias proteicas, embora ndo exista um
consenso nas sequéncias globais, os MATE ja descritos apresentam uma similaridade de
aproximadamente 40% e essa similaridade é encontrada, principalmente, entre os dominios
transmembranares (MAGALHAES, 2010).

Em plantas, a familia MATE apresenta papel importante em diversos processos
fisioldgicos, entre eles: exclusdo de xendbioticos, acumulacdo de metabdlitos secundarios
incluindo alcaldides e flavondides, translocacdo de ferro (Fe), sinalizacdo hormonal e
desintoxicacdo por aluminio (Al) (TAKANASHI; SHITAN; YAZAKI, 2014). A localizagdo
desses transportadores dentro da célula também apresenta diversidade. E possivel encontrar
essas proteinas tanto na membrana plasmatica da célula quanto no vactolo (OMOTE et al.,
2006).

Os MATE que transportam citrato apresentam as mesmas caracteristicas da familia,
entretanto, a topologia desse subgrupo é um pouco diferente. O subgrupo de MATE que
realiza o efluxo de citrato apresenta um loop intracelular (possui um tamanho de
aproximadamente 100 aminoé&cidos) entre o segundo e o terceiro dominio transmembranar € a
sequéncia de aminoacidos (PLVSXTTSFVAEED) da primeira metade desse loop é altamente
conservada (LIU etal., 2009).

Dentre as fungdes desses genes, o efluxo de acido citrico vem ganhando destaque
devido ao seu envolvimento com a tolerancia a solos ricos em aluminio. Os primeiros estudos
sobre o efluxo de &cidos organicos para tolerancia ao aluminio ocorreram em Triticum
aestivum (RYAN et al., 1997) e Zea mays (KOLLMEIER et al., 2001). J& a caracterizacao de
genes que codificam transportadores do citrato na raiz ocorreu em Sorghum bicolor
(SbMATE) (MAGALHAES et al., 2007) e Hordeum vulgare (HVAACT1) (FURUKAWA et
al., 2007). Atualmente existem muitos membros dessa familia que realizam o efluxo de citrato
identificados em diversas plantas, como por exemplo: Arabidopsis thaliana (AtMATE1) (LIU
et al., 2009), Zea mays (ZmMATE1) (MARON et al., 2010), Vigna umbellate (VUMATEL)
(YANG et al., 2011), Oryza sativa (OsFRD1) (YOKOSHO; YAMAJI; MA, 2011) e Coffea
arabica (CaMATE) (PINTO, 2016).

O comportamento dos genes MATE que realizam o efluxo de &cido citrico ainda nao
estd completamente elucidado, tanto em relacdo a regulacdo transcricional quanto a estrutura
desses genes no genoma das plantas. Linhagens de milho cultivadas em regi6es com o solo

acido apresentaram maior expressao do gene MATE, mas isso se deve ao maior numero de
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copias desse gene no genoma dessas linhagens (MARON et al.,, 2013). Em cevada, a
expressdo do HVAACT1 é maior em linhagens tolerantes ao aluminio do que em linhagens
sensiveis, mas a expressao desse gene é constitutiva, ou seja, € expresso indepentente do
estresse causado pelo aluminio (FUJII et al., 2012). Em soja, o gene GmMATE75 mostrou
expressdo diferencial nas pontas das raizes, aumentanto a expressao com o passar do tempo e
cultivares tolerantes apresentaram aumento mais discrepante do que as cultivares sensiveis
(LIU et al., 2016).

A exsudacdo de acidos organicos pode vir a ser benéfica para a planta, aumentando a
biodisponibilidade de nutrientes a serem absorvidos pela raiz, reduzindo a concentragédo de
cations toxicos na rizosfera e/ou reduzindo a acumulacdo de metabdlitos potencialmente
toxicos no citoplasma (RYAN; DELHAIZE, 2001). Em sorgo, quando o gene MATE estava
ativo, observou-se um aumento na produtividade de 0,6 ton ha na presenca de aluminio
reativo no solo, em relacdo a planta com o gene inativo. Enquanto que, em solos com
aluminio toxico ausente, ndo houve diferenga detectavel na produgdo (CARVALHO et al.,
2016). Isso demonstra a importancia do estudo dos genes MATE visando o aumento da

produtividade em solos &cidos.

2.4  Eucalipto

As espécies de eucaliptos sdo muito versateis e capazes de adaptarem as mais distintas
e severas condicdes de clima e temperatura, ocorrendo tanto em areas tropicais, quanto em
regides de temperaturas mais baixas. Devido ao grande numero de espécies de eucaliptos €
possivel obter uma grande variedade de tipos de madeira. Considerando essa diversidade, os
eucaliptos podem ser utilizados para as mais diferentes finalidades, como na producdo de
celulose e de papel, para a construcdo de mobiliarios, postes, dormentes e mourdes, bem
como fonte de energia e na construcéo civil (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES,
2017).

Atualmente, os plantios de eucalipto ocupam 5,6 milhdes de hectares e estdo
localizados principalmente em Minas Gerais (24%), S&o Paulo (17%) e em Mato Grosso do
Sul (15%), apresentando nos ultimos cinco anos crescimento de area de 2,8% ao ano. Essa
dispersdo geografica das plantacfes submete as plantas a diferentes condic6es fisioldgicas,
climaticas e do solo, sendo necessario estudos visando a uma maior adaptabilidade desse
género a diferentes condi¢cdes ambientais. O rendimento médio na producdo de madeira de

uma floresta de eucalipto no Brasil varia de 35 a 50 m? por hectare por ano e, dependendo da
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regido, podem-se obter valores ainda maiores (INDUSTRIA BRASILEIRA DE ARVORES,
2017). Esses dados sdo expressivos quando comparados com seu pais de origem, a Austrélia,
onde obtem-se rendimento médio de, aproximadamente, 25 m* por hectare por ano (PINTO et
al., 2014).

No Brasil, a espécie de eucalipto mais plantada é a E. grandis devido a diversos
fatores, entre eles: as caracteristicas silviculturais desejaveis, a aplicabilidade da madeira para
diversos fins, aliada a grande variabilidade genética e a facilidade de aquisicdo de sementes
em quantidade e qualidade (PEREIRA et al., 2000). Entretanto, o plantio de E. dunnii vem
ganhando espac¢o como alternativa ao E. grandis devido ao seu melhor comportamento frente
ao deficit hidrico e, principalmente, em regides que sofrem com as geadas (THOMAS et al.,
2009). Assim, essa espécie vem sendo utilizada amplamente nos plantios na regido Sul do
Brasil.

Uma das vantagens do género Eucalyptus que possibilita este grande desempenho em
producdo é a facilidade do cruzamento entre espécies, processo conhecido como hibridacao.
Um dos hibridos mais utilizados e conhecidos no setor florestal e industrial brasileiro é o
Eucalyptus grandis X Eucalyptus urophylla. Este cruzamento retne as melhores
caracteristicas do E. grandis (crescimento e qualidade da madeira) e do E. urophylla
(adaptacdo e resisténcia a doencas, particularmente ao fungo, Cryphonectria cubensis,
causador do cancro do eucalipto), sendo ambos os genotipos utilizados para diversos fins
como producdo de celulose, papel, chapas duras, serraria, carvdo e outros (PINTO et al.,
2014).

As espécies de eucaliptos sdo conhecidas por apresentarem tolerdncia ao aluminio
(NEVES et al 1982), sendo que para algumas espécies a presenca em pequenas doses desse
metal no meio de cultura in vitro, favoreceu o crescimento da planta (VALE et al 1984,
HUANG; BACHELARD, 1993). Essa tolerancia esta relacionada com o acimulo de aluminio
principalmente no vaclolo da célula. Em Eucalyptus camaldulensis quando exposto a
concentracdes de 0,5 mM de Al, ocorre maior acumulo do metal nas folhas, com
concentragfes duas vezes maiores em folhas velhas quando comparado a folhas jovens
(NGUYEN et al., 2005).

Estudos em Eucalyptus camaldulensis demonstraram a liberacdo de acido malico e
acido citrico em ambiente controlado, tanto na presenca quanto na auséncia de aluminio.
Contudo, o aumento da liberacdo de acido citrico foi correlacionado com o aumento da
concentra¢do de aluminio no meio, correspondendo com o aumento da expressdo do gene
ECMATEL na presenca de aluminio (SAWAKI et al., 2013).
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A correlacdo entre a expressao dos genes MATE e a liberacéo de acido citrico também
foi elucidada em um clone de eucalipto denominado GUT5, proveniente do cruzamento entre
E. grandis e E. urophylla, onde a expressdao do EQUMATEL sofreu acréscimo na presenca de
aluminio (SAWAKI et al., 2014). A adaptacdo do género Eucalyptus é resultado de uma
combinagéo entre a quelatizagdo no Al na rizosfera e a neutralizagdo intracelular desse metal
(SILVA et al., 2004).

Dentre as diferentes espécies estudadas quanto a tolerancia ao aluminio, o Eucalyptus
grandis foi a que apresentou maior susceptibilidade no crescimento radicular em comparacao
com as demais espécies. Em Eucalyptus urophylla foi observado uma elevada liberacdo de
acidos organicos quando exposto a 465 uM de Al durante 6 horas, sendo o acido malico o
mais secretado pela raiz, quando comparado com a planta sem aluminio. Apesar da liberacéo
ter aumentado na presenca de aluminio a secrecdo de acido malico também foi encontrada na
auséncia de aluminio, ao contrario do &cido citrico, que foi exsudado somente na presenca do
metal. No mesmo experimento foi possivel observar que a espécie Eucalyptus dunnii foi a que

apresentou maior liberacdo de acido citrico (SILVA et al., 2004).

3 CONSIDERACOES FINAIS

Visto o impacto socioecondmico que os solos acidos tem mundialmente, devido ao
fato de, eles serem localizados principalmente em regiGes onde a producdo de alimento esta
intimamente relacionada a subsisténcia (KOCHIAN et al., 2015). Aliado a isso o eucalipto é a
espécie florestal mais plantada no Brasil, tendo impacto direto no PIB do pais, também ser
plantada em regides de solos acidos. O estudo dos genes relacionados a esse estresse é de
relevancia tanto académica quanto para o setor empresarial.

Desta forma, o entendimento da rede de correlacdo genica da planta quando esta
exposta a condi¢des de toxidez de Al e deficiéncia de P é importante para elucidacdo de rotas
e selecdo de genes que podem vir a ser utilizados no processo de melhoramento. Igualmente
importante é o entendimento da expressao conjunta dos genes das familias ALMT e MATE em
espécies modelo, como Populus thrichocarpa, submetidas a estresse de Al e deficiéncia de P.
Do mesmo modo, analisar o0 comportamento, tanto anatdmico quanto de expressdo genica, de
espécie considerada tolerantes, como é o caso do eucalipto. Tais informagbes poderdo ser
utilizadas p/ o melhoramento das proprias espécies, bem como em outras espécies, utilizando

marcadores moleculares e técnicas de engenharia genética.
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ANALISE DE REDES DE CO-EXPRESSAO ENTRE GENES DE POPULUS SPP.
ENVOLVIDOS NA RESPOSTA AO DEFICIT DE FOSFATO E TOXIDEZ POR
ALUMINIO

RESUMO

A adaptagdo das plantas cultivaveis a solos acidos é uma necessidade para a
manutengdo da seguranga alimentar de forma sustentavel, ja que a diminuigdo da utilizagado
de fertilizantes e intervengdes mecanicas no solo favorece a redugdo nos custos e no impacto
das praticas agricolas. O déficit de fosfato e a presenca de aluminio solivel afetam processos
vitais para a planta, como absorgdo de agua e nutrientes, fotossintese e processos metabélicos.
O entendimento da resposta molecular a estes estresses pode fomentar estratégias de
melhoramento genético e, para tanto, objetivou-se analisar de forma ampla as variagdes
transcricionais em Poupulus spp. em resposta a estes estresses abidticos. Foi estabelecida uma
rede de co-expressao entre 3.180 genes diferencialmente expressos em plantas estressadas por
aluminio, com 34.988 conexdes. Do total, 344 genes apresentaram variagao transcricional
superior a 100% e o grupo de genes associados aos regulados em 246 horas de estresse
apresentou maior valor de conexdes por gene e genes conhecidamente relacionados a este
estresse. Outra rede de co-expressao foi constituida por 8.380 conexdes entre 550 genes
ativados pelos estresses de aluminio e déficit de fosfato, com 380 genes regulados de forma
similar entre os dois estresses, dos quais, apenas 8 com variagao transcricional superior a
20%. A abordagem geral apresentada neste trabalho pode auxiliar no entendimento das
respostas a toxidez por aluminio e ao déficit de fosfato, bem como a identificagdo de genes
especificos poderao ser utilizadas em estudos aprofundados visando o melhoramento genético
de espécies para adaptagdo a solos acidos.

Palavras-chave: Estresses abioticos. Solos acidos. Melhoramento genético
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ANALYSIS OF CO-EXPRESSION NETWORKS AMONG POPULUS SPP. GENES
INVOLVED IN THE RESPONSE TO THE DEFICIT OF PHOSPHATE AND TOXICITY
BY ALUMINUM

ABSTRACT

The adaptation of arable crops to acid soils is a necessity for the maintenance of food
security in a sustainable way, since the reduction of the use of fertilizers and mechanical
interventions in the soil favors the reduction of the impact of agricultural practices. Phosphate
deficiency and the presence of soluble aluminum affect vital processes to the plant in this soil,
such as water and nutrient absorption, photosynthesis and metabolic processes. From this, the
understanding of the molecular response to these stresses can foster strategies for genetic
improvement and, in order to do so, the objective was to analyze broadly the transcriptional
variations in Poupulus spp. in response to these abiotic stresses. A co-expression network was
established among 3,180 genes differentially expressed in aluminum-stressed plants with
34,988 connections. Of the total, 344 genes presented transcriptional variation greater than
100% and the group of genes associated with those regulated in 246 hours of stress had higher
value of connections per gene and genes known to be related to this stress. Another co-
expression network consisted of 8,380 connections between 550 genes activated by aluminum
stress and phosphate deficiency, with 380 genes regulated similarly between the two stresses,
of which only 8 with transcriptional variation higher than 20%. The general approach
presented in this paper can help in the understanding of the responses to aluminum toxicity
and phosphate deficiency, as well as the specific ones highlighted for specific genes can be
used in in-depth studies aiming at the genetic improvement of species for adaptation to acid
soils.

Key words: Abiotic stresses. Acid soils. Breeding
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1 INTRODUCAO

A agricultura em regides de solos acidos é dificultada por diversos fatores
relacionados a absorgdo de nutrientes essenciais para as plantas, com destaque para de ions
Al®* nestes solos com pH inferior & 5,5 e a baixa disponibilidade de fosfato em detrimento da
complexagdo com os ions livres de aluminio e adsor¢ao no solo (LOPES e GUILHERME,
2016). Em termos de distribuigdo, cerca de 30% da porgao aravel do planeta é composta por
este tipo de solo (VON UEXKULL e MUTERT, 1995), com maioria nas regioes tropicais e
subtropicais, justamente as regides com maior atividade agricola (KOCHIAN et al., 2015).

O aluminio livre em fungdo do baixo pH, na forma AI**, pode interagir com varios
componentes extra e intracelulares das células vegetais, causando disturbios em vias de
sinalizagdo, transporte, ocorreu também modificagdes nas paredes celulares e membranas
plasmaticas, com maior impacto morfolégico observado nas raizes (SINGH et al., 2017), que
tém o crescimento afetado e, consequentemente, ocorre redugdo na absor¢ao de agua e
nutrientes. Acompanhado pela toxicidade por aluminio, o déficit de fosfato em solos acidos
afeta severamente o crescimento e desenvolvimento do vegetal, ja que este é um nutriente
essencial na maioria dos processos metabdlicos (HEUER et al., 2017) sendo necessaria a
aplicagdo regular de fertilizantes.

A aplicagdo de fertilizantes fosfatados tem aumentado nos ultimos anos em fungdo da
demanda de produgdo de alimentos, algo que gera preocupagdo devido aos riscos de exaustao,
bem como pela distribuigdo global desfavoravel das reservas (HEUER et al., 2017). Neste
contexto, as estratégias focadas na adaptacdo das plantas ao ambiente de cultivo podem ser
interessantes para o objetivo de manutengdo da seguranga alimentar de forma sustentavel e,
para tanto, o entendimento dos mecanismos moleculares associados a tolerancia a solos
acidos podem ser uteis a programas de melhoramento genético que visem o aumento da
produtividade de plantas cultivadas neste tipo de ambiente.

Ja existem relatos na literatura de aplicagoes bem sucedidas do conhecimento
molecular relacionado a adaptagdo a solos acidos no cultivo de plantas comercialmente
relevantes. Como exemplo, a partir da descoberta das relagdes do gene TaALMT1 de Triticum
aestivum com a tolerancia ao aluminio toxico, via exsudacdo de malato intermediada pela

proteina codificada, foi possivel desenvolver plantas transgénicas de Hordeum vulgare mais
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adaptadas a solos acidos que, em ensaios de longo prazo, apresentaram maior massa seca de
raizes e parte aérea e produgdo de graos neste tipo de solo (FERREIRA et al., 2018).

Diante do exposto, objetivou-se neste estudo analisar as respostas a toxicidade por
aluminio e déficit de fosfato em espécies de Populus spp. via utilizagdo de dados publicos de
microarray e estabelecer conexdes entre as respostas aos dois estresses de Al e P por meio de
redes de co-expressao génica. Esta abordagem justifica-se pela importancia do entendimento
das relagdes entre as respostas destes dois estresses que coexistem em solos acidos e pelo
reduzido namero de trabalhos que abordam esta relagdo, bem como as respostas para cada
estresse de forma especifica, em dados transcriptémicos amplos.

Na analise da resposta a toxicidade de aluminio foram identificados 3.272 genes
diferencialmente expressos, dos quais 344 apresentaram variagdo transcricional superior a
100% por decorréncia do estresse. A rede de co-expressao aglomerou 3.180 genes com
34.988 conexaes entre si (p=0,8). Nesta rede o grupo de genes relacionados aos ativados em
246 horas de estresse apresentou maior quantidade de conexdes por gene, bem como
membros similares a genes ja associados a tolerancia ao aluminio em outras espécies.

Foi estabelecida uma rede de co-expressao entre os genes diferencialmente expressos
em resposta a toxicidade por aluminio e ao déficit de fosfato, com 550 genes conectados
mediante 8.380 conexdes com p=0,8. Com isso, foram identificados grupos de genes com
regulacdo especifica para cada estresse que exibiram caracteristicas distintas. Do total, 380
genes foram identificados com o mesmo perfil de regulagdo para ambos 0s estresses, porém,
apenas 8 apresentaram variagdo transcricional superior a 20%, sendo quatro deles similares a
genes ja relacionados ao déficit de fosfato. Estas constatacées e as demais observagées
especificas expostas no trabalho sdo uteis como ponto de partida para estudos moleculares
aprofundados que poderdo auxiliar programas de melhoramento na adaptacdo de plantas a

solos acidos.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Analise dos dados provenientes de experimentos de microarray

Os dados de microarray utilizados neste trabalho foram obtidos a partir dos nameros

de acesso GSE19297 e E-MTAB-3934. Em relagdo ao primeiro conjunto de dados, foram
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utilizadas as bibliotecas de raiz expostas ou nao ao aluminio por 6, 54 e 246 horas, com
triplicatas biologicas para cada tratamento, totalizando 18 bibliotecas. Para o segundo
conjunto de dados, foram utilizadas as bibliotecas referentes a raiz em alta concentragdo de
fosfato, média concentragdo de fosfato e baixa concentragdo de fosfato, com triplicatas
biolégicas, totalizando 9 bibliotecas.

Os dados foram analisados mediante o software de estatistica livre R (R version 3.3.2)
utilizando o protocolo descrito por Janz (JANZ et al., 2010). O pacote do R “affy”(GAUTIER
et al., 2004) foi utilizado para normalizar as sondas, utilizando a fungdo “rma”, disponivel no
Bioconductor (KAUFFMANN et al., 2009). Os valores das expressdes dos transcritos em
log2 que estavam presentes em todas as repeticoes, feito pela fungdo “mas5calls”, em pelo
menos uma das condigdes, foram utilizadas para as analises posteriores. Para identificar os
genes que apresentavam expressao diferencial nos tratamentos com aluminio e doses de
fosfato em relagdo a cada tempo foi utilizado o teste t-Student (p<0,05). Foram considerados
diferencialmente expressos todos aqueles genes que apresentaram: (1) expressao em todas as
repeticées em pelo menos uma biblioteca e (2) abundancia do transcrito em pelo menos um
tratamento estatisticamente diferente em relagdo a outro utilizando o teste t-Student, ou seja,
expressao diferencial em pelo menos uma biblioteca.

Para a anotagdo dos transcritos diferencialmente expressos de acordo com o genoma

de Populus trichocarpa, foi utilizada a ferramenta Blastx alinhando as sondas contra o banco
de dados de CDS de P. trichocarpa (http://popgenie.org/). Foi utilizado um e-valor < 1e-5 e

no maximo 10 alinhamentos para cada sonda e 0 melhor alinhamento foi selecionado.

2.2  Construcéo das redes de co-expressao génica

A partir dos valores de expressdo obtidos para as bibliotecas referentes a cada
experimento, foram elaboradas duas redes de co-expressao distintas. A primeira, utilizou-se
apenas genes diferencialmente expressos entre as 18 bibliotecas referentes ao experimento de
estresse por aluminio, e para verificar a proximidade do perfil de expressdo dos genes
utilizou-se da correlagdo de Spearman, sendo selecionadas correlagées com p>0,8. Para a
segunda rede de co-expressao, também construida a partir de correlagdo de Spearman com

p=0,8, foram utilizados todos os genes que foram diferencialmente expressos em bibliotecas
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referentes ao estresse por aluminio juntamente com as bibliotecas com as variagdes de doses

de fosfato.

2.3 Enriquecimento das redes de co-expresséo génica

Para estabelecer o tipo de regulagdo em relagdo ao estresse para cada conjunto de
dados foram utilizados os seguintes procedimentos: (1) para as bibliotecas relacionadas ao
estresse por aluminio foi estimada a média entre os valores de expressao das triplicatas
biolégicas de cada gene nas diferentes bibliotecas e posteriormente os valores das bibliotecas
referentes a condigdo de estresse por aluminio foram divididos pelos valores da biblioteca de
mesmo tempo de estresse, porém na condigdo controle e (2) para as bibliotecas relacionadas
ao fosfato, novamente foi estimada a média dos valores de expressao para cada gene entre as
triplicatas biolégicas de todas as bibliotecas e, em seguida, os valores da biblioteca de média
concentracdo de fosfato foram divididos pelos de alta dose de fosfato (para caracterizar o
estresse) e, da mesma forma, os valores de baixa concentragdo de fosfato foram divididos
pelos de alta dose (estresse severo). Vale ressaltar que as plantas deste experimento em média
dose de fosfato apresentaram caracteristicas de estresse, porém menos severas que plantas em
baixa dose deste elemento (KAVKA e POLLE, 2016).

A partir dos valores obtidos das divisées citadas acima, foi possivel gerar os filtros
abordados no trabalho como, regulagdo positiva (quociente > 1), regulagdo negativa
(quociente < 1), variagao transcricional superior a 20% (0,83 <quociente< 1,2) e variacdo
transcricional superior a 100% (0,5 < quociente < 2,0). Para cada rede de co-expressao génica
elaborada, as proteinas de P. trichocarpa correspondentes as probes utilizadas na respectiva
rede foram submetidas ao software TF prediction server do banco de dados PlantTFDB

(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/) para a predigao de possiveis fatores de transcrigdo presentes

na rede, além da familia de fatores de transcrigdo a qual pertence. Além disso foi utilizado o
software Blast2GO (CONESA et al., 2005) para identificar classes de Gene Ontology
enriquecidas nos dados referentes a grupos distintos das redes de co-expressao génica.

Para a identificacdo de genes similares aos regulados por AtSTOPL, regulador
majoritario da resposta transcricional a toxicidade de Al em A. thaliana, e aos comumente
ativados por déficit de fosfato (Core PSR genes) foram utilizadas informagdes da literatura
(SAWAKI et al., 2009; LAN et al., 2015) para identificar proteinas de A. thaliana e obté-las a
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partir do banco de dados TAIR (https://www.arabidopsis.org/). Com estas sequéncias, foi

realizada uma analise via blastp contra o proteoma de P. trichocarpa para identificar as
proteinas possivelmente reguladas por STOP1 e pertencentes ao Core PSR nesta espécie e

verificar a presenca dos genes codificantes nas redes de co-expressao.

3 RESULTADO E DISCUSSAO

As ferramentas atuais para analise de dados transcriptémicos (ex: Microarray e RNA-
seq) associadas ao conhecimento do genoma e fisiologia de plantas modelo possibilitam a
compreensdo mais ampla do impacto de um determinado estresse sobre o metabolismo
vegetal, como ja demonstrado com a utilizagdo de dados provenientes de quatro experimentos
de analise transcriptomica ampla em A. thaliana, abordagem que possibilitou o conhecimento
de 95 genes comumente ativados pelo déficit de fosfato (LAN et al., 2015).

Com o mesmo objetivo, foi utilizado dados de microarray de raiz de Populus expostas
a 500uM Al*® por 6, 54 e 246 horas (cédigo de acesso: GSE19297). Esses dados foram
analisados e resultaram na identificagdo de 5359 probes com expressao diferencial em pelo
menos uma das bibliotecas e, deste montante, foi possivel relacionar 3272 probes a genes ja
anotados no genoma de P. trichocarpa. Devido ao grande niamero de genes encontrados, foi
utilizado o critério de 100% de variagao entre a condicao de plantas estressadas com aluminio
e plantas controle, para selecionar somente 0s genes com maior resposta a presenca de Al.
Assim, somente 344 genes foram considerados como regulados pelo Al, podendo ser de
forma positiva ou negativa, ou seja, aumentando ou diminuindo a expressao no estresse em
relagdo ao controle. Esta regulagdo é influenciada pela duragdo do estresse e em cada tempo
houve a presenca de genes exclusivos, ou seja, que foram diferencialmente expressos em

somente um dos tempos de exposigdo (Tabela 1).
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Tabela 1 Descrigdo geral do numero de genes com regulagdo diferencial em fungdo do estresse por
aluminio em diferentes tempos de exposicao.

6h de estresse 54h de estresse 246h de estresse

n° de genes regulados 62 (44 exclusivos) 52 (10 exclusivos) 45 (8 exclusivos)

positivamente

n° de genes regulados 250 (148 exclusivos) 31 (6 exclusivos) 48 (5 exclusivos)

negativamente

E notéria a quantidade superior de genes regulados em 6 horas de estresse,
principalmente negativamente, onde esta regulacdo corrobora com a inibigdo severa do
crescimento radicular que as plantas apresentaram (GRISEL et al., 2010). Assim, podemos
observar que a resposta inicial da planta ao estresse é reduzir a expressao de diversos genes.
Nos genes regulados negativamente houve uma redugdo de 8 vezes no numero de genes entre
o intervalo de 6 e 54h, sendo que o numero volta a aumentar no intervalo de 54 a 246h.
Interessantemente, 0 crescimento da raiz foi recuperado nos tempos seguintes (54 e 246
horas), o que pode estar relacionado a eficiéncia da resposta precoce ao estresse (GRISEL et
al., 2010) e que os genes regulados neste periodo desencadearam a ativagao de mecanismos
de tolerancia a toxicidade do metal. Esta regulagdo precoce da resposta ao estresse por
aluminio ja foi observada em outras espécies por analises transcriptémicas amplas (RNA-
seq), como em Fagopyrum esculento (XU et al., 2017), Medicago sativa (LIU et al., 2017) e
Urochloa decumbensis (SALGADO et al., 2017).

Afim de elucidar a relagdo entre os genes com regulagdo de 100%, positivamente e
negativamente nos diferentes tempos, e os demais genes diferencialmente expressos foi
realizado a analise de co-expressao, na qual é possivel visualizar a distribuigao topolégica dos
genes na rede de correlagdo. Deste modo, foi utilizado os valores de expressdao dos genes
diferencialmente expressos em pelo menos uma biblioteca, para estabelecer uma rede de co-
expressao geénica, utilizando correlagdo de Spearman. Desses, apenas 92 genes nao
apresentaram nenhuma conexdo com p>|0,85| e os outros 3.180 formaram 34.988 conexdes

entre si (Figura 1).
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Figura 1 Redes de co-expressao génica entre genes regulados positivamente (azul) e negativamente
(vermelho) pelo estresse com aluminio em 6 horas (A), 54 horas (B) e 246 horas (C). Circulos com
borda amarela referem-se a genes anotados como fatores de transcri¢do com auxilio do software TF

prediction do banco de dados PlantTFDB.
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Cerca de 56% do total de genes estdo conectados diretamente aos genes regulados pelo
estresse em 6 horas, 20,6% aos regulados em 54 horas e 28,3% aos em 246 horas de estresse.
Os 344 genes que sao regulados positivamente e negativamente formam apenas 84 conexdes
entre si, porém, estdo conectados diretamente a outros 2.306 genes por 32.316 conexdes, 0
que evidencia a complexidade da resposta da planta a presenca de Al.

Apesar de haver mais genes relacionados aqueles que sao regulados inicialmente no
estresse, este grupo (G6h) é o que apresenta menor numero médio de conexdes, com 26
conexoes por gene, seguido do grupo de 54 horas (G54h) com 35,06 conexdes por gene e de
246 horas (G246h) com 86,40 conexdes por gene. O alto indice de conexdes no G246h reflete
a alta correlagdo entre seus perfis de expressao nos tratamentos aplicados, o que indica a
regulagdo transcricional similar destes genes em resposta ao estresse. 1sso pode ser explicado,
pelo fato de no tempo de 246h a expressdo dos genes estarem mais estabilizada, em
contrapartida, a resposta inicial ter um carater mais emergencial e menos homogéneo,
resultando em um maior numero de genes com comportamento transcricional diferente dos
restantes no G6h.

A maior parte dos genes nesta rede de co-expressdo apresentou poucas conexaes.
Entretanto, os genes chaves ou hubs, compondo-se daqueles que estdo envolvidos em diversas
etapas e rotas do estresse, tendem a apresentar um maior namero de conexdes. Assim, a
identificacdo desses genes é importante para determinar quais Sdo 0S principais genes
relacionados ao estresse. A analise dos genes com mais conexdes na rede geral (hubs) revelou
que, 9 dos 10 genes mais conectados, sdo provenientes do G246h, fato que pode ser
determinante na alta média de conexdes por gene deste grupo, visto que nenhum dos hubs
aparece no G6h. O gene com maior quantidade de conexdes na rede geral (main hub) aparece
no G246h e codifica uma proteina similar a ALS3 de Arabdopsis thaliana, que é um
transportador ABC conhecidamente associada a mecanismos de tolerancia ao aluminio, sendo
responsavel pela redistribui¢do do Al acumulado nos tecidos sensiveis (LARSEN et al., 2005;
KOBAYASHI et al., 2013).

Interessantemente, outro hub presente no G246h é pertencente a familia Multidrug and
toxic compound extrusion (MATE), similar a proteinas como ECMATELl de Eucalyptus
camaldulensis que realiza o efluxo de citrato na rizosfera em resposta ao estresse por aluminio
(SAWAKI et al.,, 2013) e AtFRD3 de A. thaliana que intermedeia o transporte de ferro
complexado a citrato no xilema (ROGERS e GUERINOT, 2002)(GREEN, 2004)(GREEN,



38

2004)(GREEN, 2004)(GREEN, 2004)(GREEN, 2004). Além destes transportadores, 0 grupo
G246h possui dois genes que codificam proteinas da familia de fatores de transcrigdo C2H2,
similares as proteinas STOP2 e STOP1 (Sensitive to proton rhizotoxicity) de A. thaliana, que
sd0 as principais reguladoras da resposta de tolerancia ao aluminio nesta espécie e,
especificamente, ativam a transcri¢do de genes MATE e do gene ALS3 (SAWAKI et al., 2009;
KOBAYASHI et al., 2014).

A regulagdo transcricional realizada através dos fatores de transcricao é de extrema
importancia, uma vez que eles sdo responsaveis por desencadear a transcrigdo de diversos
outros genes relacionados ao estresse e, consequentemente, podem ser aplicados diretamente
no melhoramento genético de plantas (MICKELBART; HASEGAWA; BAILEY-SERRES,
2015). Deste modo, foram identificados no total 203 genes, a partir de sondas
diferencialmente expressas nas bibliotecas analisadas, que foram anotados como fatores de
transcrigdo pelo software TF prediction do banco de dados PlantTFDB (JIN et al., 2017).
Porém foi identificada alteragdo da expressao génica superior a 100% em apenas 25 genes,
por influéncia do tratamento com aluminio (Tabela 3). Todos os 25 fatores de transcrigdo
influenciados pelo estresse sao regulados ja em 6 horas de contato com o aluminio, enquanto

apenas 8 e 6 deles permanecem regulados em 54 e 246 horas, respectivamente.
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Tabela 2 Genes anotados como fatores de transcricdo com variagdo na expressao génica superior a

100% por influéncia do tratamento com aluminio.

Cédigo em P. trichocarpa Anotacédo Regulacéo 6h Regulacéo 54h Regulacéo 246h
Potri.017G099800.1 MIKC-MADS negativa positiva negativa
Potri.019G011500.1 GRAS positiva positiva
Potri.015G016100.1 B3 positiva positiva negativa
Potri.015G017000.1 B3 positiva negativa
Potri.001G137800.2 HD-ZIP negativa positiva
Potri.012G133800.1 ARR-B negativa

Potri.003G103500.1 NAC negativa

Potri.009G117200.2 MYB_related negativa

Potri.014G047000.1 ERF negativa

Potri.010G143600.1 GRAS negativa

Potri.001G214900.1 M-type-MADS positiva

Potri.001G220500.1 NAC negativa

Potri.T050600.1 ERF positiva

Potri.T144800.1 MYB negativa positiva positiva
Potri.002G129900.1 B3 negativa

Potri.001G197000.1 MYB negativa

Potri.001G461000.1 bHLH negativa negativa
Potri.003G214000.1 C2H2 negativa

Potri.012G024200.1 NAC negativa positiva
Potri.012G133700.1 LBD negativa positiva
Potri.005G095100.1 GRAS positiva

Potri.002G228700.1 MYB negativa positiva
Potri.006G048700.2 MIKC-MADS negativa

Potri.006G105300.1 WRKY positiva negativa
Potri.010G167500.1 MYB negativa
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Dentre os fatores de transcrigdo que possuem regulagdo em 54 e/ou 246 horas, apenas
Potri.019G011500.1 (GRAS) e Potri.001G461000.1 (bHLH) permanecem com regulagdo
compativel a de 6 horas. Isto demonstra que a resposta da planta ao estresse ocorre nas
primeiras horas de exposigdo, com 0 aumento da expressdo dos fatores de transcricdo, e a
medida que a planta mais responde ao estresse, a expressao desses fatores de transcrigao
tendem a diminuir.

Fatores de transcrigdo da familia bHLH sdo amplamente distribuidos em diversos
reinos, com membros caracterizados em seres humanos, camumdongos, mosquitos, leveduras
e diversas plantas (SKINNER et al., 2010), porém ainda ndo ha nenhum membro
caracterizado em plantas relacionado a resposta ao estresse por toxicidade de aluminio. No
entanto, alguns membros desta familia em plantas, como Root hair defective six-like 2 e 3 e 4
(RSL2, RSL3, RSL4) sdo reguladores positivos do desenvolvimento de radicelas (MARZOL et
al., 2017; ZHANG et al., 2018). Como ha inibi¢do do desenvolvimento das raizes devido a
presenca de aluminio, isto poderia estar relacionado com a regulagdo negativa do membro da
familia bHLH identificado. Da mesma maneira, a familia GRAS possui um membro em
plantas (Scarecrow-like 28, SCL8) que é regulador da elongagao e divisao das células da raiz
(CHOE et al., 2018), érgao principal afetado pelo estresse em questao.

Dentre estes fatores de transcri¢do regulados por aluminio, 18 sdo negativamente
regulados pelo estresse em 6 horas, 0 que pode sugerir seu envolvimento com fungées
relacionadas ao crescimento e desenvolvimento normal da planta, que podem deixar de serem
priorizadas em fungdo da resposta ao estresse. Estes reguladores possuem poucas conexoes
com outros genes que tiveram variagdo transcricional superior a 100% por influéncia do
aluminio (Figura 2) e os dentre os genes abordados acima, Potri.019G011500.1 nado
apresentou conexoes e Potri.001G461000.1 apenas com uma proteina de dominio indefinido.

Outro fator de transcrigdo da familia GRAS (Potri.01G143600.1) que é negativamente
regulado pelo estresse em 6 horas, apresentou conexdes com genes que possuem dominios de
quinases e fosfatases de proteinas. Além disso, um fator de transcrigdo da familia LBD
(Potri.012G133700) e outro da familia AP2/B3 (Potri.002G129900), também negativamente
regulados, correlacionaram-se a genes com dominios de proteinas quinases e de indugdo por
auxina. Interessantemente, o gene com dominio de indugdo por auxina (Potri.009G127200) é
pertencente a familia SAUR (Small auxin up-regulated) e ja foi demonstrado que a expansao

de células de hipocétilo em A. thaliana é influenciada pela acdo de genes desta familia
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juntamente com kinases e fosfatases de proteinas (SPARTZ et al., 2014). E possivel que a
regulagdo negativa destes genes conectados esteja associada a inibigdo da expansao de células

da raiz por influéncia da toxicidade por aluminio.

Potri.015G016100.1

Potri.003G214000.1
Potri.002G129900.1

Potri.015G017000.1

Potri.002G239200. 1
\ \ Potri.010G143600.1
Potri.005G216500.1 Potri.T149400.1
Potri.T144800.1 Potri.019G011500.1
Potri.009G127200.1 Potri.004G177900.1 Potri.005G095100.1
Potri.001G197000.1  Potri.010G167500.1
Potri.006G199300.1 Potri.007G144000.1
Potr.002G228700.1 P—— ol 01960306001
i : Potri.012G133700.1
Potri 001G461000.1 Potri.014G092100.1 Potri.001G027200.1 —
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Y Potri.003G103500.1
Potri.012G024200.1

Potri.001G220500.1
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Potri.006G105300.1 Potri.012G133800.1  Potri.014G047000.1 Potri.T050600.1 Potri.001G137800.2 Potri.001G214900.1

Figura 2 Rede de co-expressado entre os fatores de transcricgo com variag&o transcricional superior a
100% pelo estresse e genes correlacionados com o mesmo nivel de variacdo. Rede estabelecida com
correlagdes com p=[0,8|. Circulos com bordas amarelas referem-se a fatores de transcrigdo, linhas
azuis referem-se a correlagdes positivas e vermelhas a negativas.

Os 203 fatores de transcrigao (total) estdo conectados a outros 1495 genes por 26343
conexdes, enquanto os 25 que sdo regulados pelo estresse estdo conectados a apenas 12
genes, mediante 12 conexdes. Em termos gerais, 0 gene Potri.007G094100.1 é, dentre os
anotados como fatores de transcri¢do, 0 que possui maior numero de conexdes (100) e foi
classificado como pertencente a familia C2H2-zinc finger (Figura 3). Esta familia possui
membros ja caracterizados em varias espécies relacionados a regulagdo da resposta ao
estresse por aluminio, sendo o gene AtSTOP1 e seus homologos nas demais espécies
estudadas, o principal regulador do mecanismo de tolerancia ao Al (SAWAKI et al., 2009;
SAWAKI et al., 2014; FAN et al., 2016; DASPUTE et al., 2018).

A partir de analise via algoritmo blastp contra 0 genoma de A. thaliana, constatou-se

que o gene mais similar a Potri.007G094100.1 é o At1G34370, caracterizado como AtSTOP1.
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Portanto, existe fortes indicios do Potri.007G094100 ser o responsavel por regular o0s
mecanismos de resposta do populus ao Al. A regulagdo da tolerancia ao aluminio, como
comentada acima, inicia-se pela sensibilidade das células da raiz & AI** e H*, o que culmina
na regulagdo, em geral pés-traducional, da proteina STOP1 que, por sua vez, ativa genes
relacionados, principalmente, a exsudagdo de acidos organicos (como MATES e ALMTS),
homeostase de ions (como SULTR3, NRAMP3 e HAKS5) e translocagdo de aluminio (como
ALS3) (SAWAKI et al., 2009; FAN et al., 2016). Normalmente, a regulagdo do gene STOP1
é correlacionada com a de genes que codificam proteinas quinases, e sugere-se que este fato
esteja relacionado com a regulagdo diferencial do STOP1 em relagdo a respostas a variagées

de Al¥*e H* (FAN et al., 2016).

STOP1
Potri.007G094100.1

Figura 3 Conexdes diretas do gene Potri.007G094100.1, anotado como fator de transcri¢do da familia
C2H2-zinc finger, ortélogo ao AtSTOP1 de A. thaliana e main hub entre os fatores de transcrigdo
idenficados. Conexdes azuis referem-se a correlagdes postivas e vermelhas a negativas, entre o gene
Potri.007G094100.1 e os demais 100 genes aos quais esta correlacionado, com p=|0,8|.
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Dentre os 100 genes com perfil transcricional correlacionado ao Potri.007G094100.1,
foram identificados, via analise por blastp, quatro genes em A. thaliana que também foram
regulados pelo AtSTOP1 (SAWAKI et al, 2009), sio eles Potri.009G061100.2,
Potri.016G082100.1, Potri.001G222600.1 e Potri010G119400.1, similares aos genes
AtMATE, AtALS3, AtCIPK23, AtLPP3/AtPAP1, respectivamente. Os dois primeiros genes,
AtMATE e AtALS3, como ja mencionado, estdo envolvidos com o efluxo de citrato e
transporte de aluminio, respectivamente, enquanto que AtCIPK23 esta relacionado com a
regulagdo do transporte de ions e AtLPP3/AtPAP1 sdo fosfatases de &acidos fosfaticido
(SAWAKI et al., 2009).

Além destes genes similares a alvos do fator de transcrigdo AtSTOP1 ja caracterizados
em A. thaliana, foi possivel identificar alguns dominios conservados nas demais proteinas
codificadas pelos genes correlacionados com Potri.007G094100.1 que podem sugerir
envolvimento com respostas a toxicidade do aluminio. Podem ser destacadas proteinas com
dominios Glycosyl-transferases, uma vez que ja foram caracterizadas proteinas deste tipo
ativadas pelo aluminio e associadas a modificacées na parede celular e protecdo contra
espécies reativas de oxigénio (DIMITRIEV et al., 2016) e Serine/threonine kinases que ja
foram associadas ao desenvolvimento de raizes sob estresse por deficiéncia de fosfato em
solos acidos (GAMUYAO et al., 2012). Foram identificados quatro genes com o dominio
Glycosyl transferase e trés com Serine/threonine kinase.

Além da elevada concentracdo de aluminio téxico em solos &cidos, a baixa
disponibilidade de fosfato livre é limitante para as praticas da agricultura (LOPES e
GUILHERME, 2016). Algumas respostas ao déficit de fosfato sdo comuns as respostas a
toxicidade por aluminio, como a exsudagdo de acidos organicos que podem quelatizar os ions
Al®* téxicos e ainda disponibilizar o fosfato que estava fixado nesse metal (CHEN e LIAO,
2016). Portanto, identificar respostas comuns entre os dois estresses pode ser fundamental
para aprimorar a adaptagdo de plantas cultivaveis a este ambiente. Esta abordagem é possivel
Ja que, neste ambiente, as plantas enfrentam ambos os estresses simultaneamente. Afim de
comparar a regulagao transcricional e as relagdes entre genes ativados por aluminio e déficit
de fosfato, foram utilizados dados de microarray em raiz Populus spp submetidas a alta,
média e baixa concentragdo de fosfato(E-MTAB-3934), sendo utilizados somente 0s genes

gue apresentaram expressao diferencial em pelo menos uma das bibliotecas.
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No total foram identificados 550 genes diferencialmente expressos nos experimentos
com déficit de fosfato (9 bibliotecas) e estresse por aluminio (18 bibliotecas) que possuem
perfis de expressao com correlagdo p=|0,8|. Estes genes apresentam 8380 conexdes entre si e,
a partir da analise da variagado transcricional entre o estresse por aluminio e os estresses de
fosfato, foi possivel identificar trés grupos onde a regulagdo por cada estresse ocorre de
maneira diferencial (Figura 4). Foi considerado os genes diferencialmente expressos no
estresse brando de fosforo, os que apresentaram diferengas significativas entre as bibliotecas
de alta e média concentracdo de fosfato, enquanto que, 0 estresse severo é em relacdo a

concentracgao alta e baixa de fosfato.
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Figura 4 Redes de co-expressdo entre genes regulados por deficiéncia de fosfato e toxicidade de
aluminio. Em verde, genes regulados positivamente (estresse/condi¢do normal > 1) e em vermelho
genes regulados negativamente (estresse/condigdo normal < 1). A- Regulacdo pelo estresse com
aluminio em 6 horas; B- regulagdo pelo estresse com aluminio em 54 horas; C- regulagdo pelo estresse
com aluminio em 246 horas; D- regulagdo por déficit normal de fosfato; E- regulagdo por déficit
severo de fosfato; F- grupos de genes que apresentam regulagdes diferenciais entre os dois estresses,
G1,G2eG3.

A separagdo dos grupos destacados na Figura 4 foi baseada na topologia da rede de co-
expressao entre 0s genes regulados por déficit de fosfato e toxidez de Al. O grupo 1 (G1) é
composto por genes (1) regulados positivamente em 6 e 246 horas de estresse com aluminio,

(2) regulados positivamente e negativamente em 54 horas com o0 mesmo estresse e (3)
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negativamente pelos déficits de fosfato normal e severo. Ja os grupos 2 e 3 (G2 e G3) 0
comportamento é o inverso ao relatado para G1, sendo os genes do G2 mais distantes dos
demais grupos. Em consideragdo ao fato de que o estresse por aluminio causou mais variagées
transcricionais, mudangas fisiolégicas e morfolégicas em 6 horas (GRISEL et al., 2010) é
possivel interpretar que os genes alocados em G1 sdo, majoritariamente, ativados pelo
aluminio toxico e inibidos durante o déficit de fosfato e que os genes alocados em G2 e G3
apresentam o perfil oposto, sendo regulados negativamente pelo aluminio e positivamente
pelo déficit de fosfato.

Afim de analisar as especificidades de cada grupo, foi realizada uma anélise via
software Blast2GO para G1, G2 e G3, separadamente. Em relagdo a classe “Celular
component”, G1 e G2 apresentaram perfil de distribuicdo similar entre as subclasses
“Membrane”, “Intracellular” e “Organelle”, com maiores quantidades de sequéncias na
segunda subclasse (Intracelluar), acompanhado de Membrane e por fim Organelle. Ja os
genes do G3 possuem a “Organelle” como segunda subclasse mais representativa (tabela 3).
Além disso, é interessante ressaltar que G1 possui genes alocados na subclasse “Ribossome”
(11 genes), que é exclusiva para este grupo; G2 apresenta genes possivelmente relacionados a
fotossintese, por estarem exclusivamente presentes subclasses como “Chloroplast” (3 genes),
“Photossintetic membrane” (3 genes) e “Thylacoid part” (3 genes) e G3 possui a maior
quantidade de genes alocados nas subclasses “Nucleus” (7 genes) e “cytoeskeleton” (4 genes).

Para a classe “Molecular function”, o0 G2 e G3 possuem genes mais alocados na
subclasse “Binding” em relagdo a subclasse “Catalytic activity”, ao contrario de G1 (Tabela
3). G1 é o unico grupo que apresenta 3 subclasses relacionadas a atividade catalitica,
“Oxidoreductase” (13 genes), “Transferase” (22 genes) e “Hydrolase” (19 genes) e nao
apresentou subclasses presentes nos outros dois grupos, como “Protein binding” e “DNA
binding”. Vale ressaltar também que G3 possui, exclusivamente, genes alocados nas
subclasses “Protein kinase activity” (8 genes) e “Pyrophosphate activity” (8 genes).

Ja para a classe “Biological process”, nao foi observada similaridade entre a
distribuicdo dos genes de cada grupo nas subclasses, porém, G2 e G3 apresentaram um perfil
mais similar em relagdo a G1 (tabela 3). Em relagao as especificidades identificadas para cada
grupo, G1 possui exclusivamente a subclasse “Cellular amino acid metabolic process” (9
genes), G2 possui genes alocados na subclasse “Photosynthesis” (4 genes) e G3 possui genes

agrupados em diversas classes relacionadas ao metabolismo de RNAs, como “RNA metabolic
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process” (14 genes), “RNA processing” (5 genes), “ncRNA metabolic process” (6 genes),
“Transcription, DNA-templated” (6 genes).

Tabela 3 Discriminagdo dos perfis de distribuicdo dos genes pertencentes aos grupos G1, G2 e G3 nas
classes e subclasses do primeiro nivel da andlise em software Blast2GO. As porcentagens referem-se
ao numero de genes em relagdo ao numero total de genes em cada grupo.

Subclasses (Blast2GO)

Classes (Blast2GO) e porcentagens de genes

pertencentes em relacdo ao total de cada grupo

Celular componente

G1 (28,73%) G2 (20,83%) G3 (25%)
Membrane 11,49% 10,41% 7,26%
Intracellular 15,51% 14,58% 117,74%
Organelle 10,34% 9,37% 12,90%
Molecular function

G1 (63,21%) G2 (56,25%0) G3 (45,40%)
Catalytic activity 37,93% 15,62% 27,42%
Binding 30,45% 40,62% 52,42%
Biological function

G1 (51,15%) G2 (37,5%) G3 (47,58%)
Metabolic process 37,36% 27,08% 29,84%
Cellular process 33,33% 27,08% 32,25%
Localization 10,34% 5,21% 8,87%
Biological regulation 6,32% 6,25% 11,29%
Single organism process 22,99% 21,87% 12,90%
Cellular component, 10,34% 6,25% 5,64%

organization or biogenesis

Response to stimulus n.d. 3,12% 4,03%
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Os genes agrupados em G1, que s3o ativados por aluminio, apresentaram
caracteristicas especificas na andlise por Blast2GO condizentes com o0 observado
fisiologicamente e morfologicamente nas plantas estressadas por aluminio. O numero elevado
de genes (em relacgdgo a G2 e G3) anotados com fungdo catalitica, como transferases,
hidrolases e oxidoredutases regulados positivamente pelo aluminio e ndo pelo déficit de
fosfato pode estar relacionado aos mecanismos de protegdo ativados pela planta para
sobreviver ao estresse (GRISEL et al., 2010; DIMITRIEV et al., 2016). As analises em
relagdo aos genes de G2 nao revelaram especificidades, apesar de conter poucos genes
possivelmente envolvidos na fotossintese, observagao que nao é elucidativa pois foram usadas
apenas bibliotecas derivadas de raizes nesta analise. Como mencionado acima, é possivel que
alguns genes deste grupo, apesar de serem ativados pelo déficit de fosfato, ndo estejam
envolvidos em processos distantes dos relacionados a G1, ja que o critério usado para
defini¢do da regulagdo génica foi abrangente e 0s genes destes dois grupos estdo conectados
na rede de co-expressao.

Genes ativados por fosfato e ndo ativados por aluminio agrupados em G3
apresentaram, exclusivamente, classes relacionadas a proteinas quinases, pirofosfatases e
processos relacionados ao metabolismo de RNA. Considerando a distancia deste grupo na
rede de co-expressdo (Figura 4) em relagdo aos G1 e G2 e este perfil especifico identificado
por analise via Blast2GO, é interessante observar que uma parte significativa da regulagao da
resposta ao déficit de fosfato é dependente de modificagées pos-trancricionais e pas-
traducionais (LAN et al., 2015) e, portanto, os genes alocados no grupo 3 podem estar
relacionados a regulagdes deste nivel dos mecanismos de resposta a falta de fosfato.

Para identificar mecanismos comuns aos dois estresses é necessaria a analise dos
genes gue possuem a mesma regulagdo para as respostas a toxicidade por aluminio e déficit
de fosfato. Entre 0s genes expressos em 6, 54 e 246 horas de estresse ha discrepancia no tipo
de regulagdo transcricional (positiva ou negativa), portanto, para fins de comparagado, foram
utilizadas as informagdes de regulagdo as 6 horas de estresse por aluminio, tempo no qual
foram constatadas mais variagoes transcricionais, e do estresse severo por déficit de fosfato.

Neste contexto, foi utilizado com critério de regulagdo positiva ou negativa, variagao
transcricional igual ou acima de 20%, para que genes com comportamento “constante” entre

o0s dois estresses pudessem ser identificados. Genes que foram regulados negativamente em
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um estresse e positivamente em outro foram excluidos da andlise. Por fim, foi gerada uma

rede de co-expressao com 380 genes, conectados por 4.159 conexdes (Figura 5).

Figura 5: Rede de co-expressao entre genes com mesmo perfil de regulaggo transcricional em relagao
a toxicidade por aluminio e déficit de fosfato. Retangulos verdes referem-se a genes ativados e
vermelhos a inibidos por ambos 0s estresses; retangulos cinzas a borda do circulo referem-se a genes
com expressao considerada constante entre os dois estresses (variagdo abaixo de 20%). Conexdées
azuis referem-se a correlagdes positivas e vermelhas a negativas, com p=0,8.

Do total, apenas 8 genes possuem variagdo transcricional igual ou superior a 20%,
sendo 5 regulados positivamente e 2 negativamente, por ambos 0s estresses (Tabela4). Estes 8
genes correlacionam-se a outros 77 genes por 486 conexdes e, dentre os genes regulados,
Potri.010G193100 é o que possui maior numero de conexdes, com 37 no total. Com o intuito
de analisar possiveis fungdes dos genes considerados regulados por ambos estresses, estes

foram anotados com base em blastp contra o banco de dados de A. thaliana (Tabela 4) e,
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apenas uma proteina, codificada pelo gene Potri.002G002100, apresentou similaridade com

proteinas de fungdo ainda desconhecida.

Tabela 4 Descrigdo dos genes de P. thricocarpa com o mesmo perfil de regulagdo por déficit de
fosfato e toxicidade de aluminio.

Best hit em Anotacdo em A o Regulaca
Gene A.thaliana  thaliana Variagao 0
Fosforo Alumini
. AtPEPC1
Potri.003G0346  AT1G17710. (fosfoetanolamina/fosfocoli  1,845046 1,22021 positiva
00 1 4
na phosphatase 1)

Potri.010G0716 AT2G38940. AtPT2/AtPHT1;4 1 673688 1,23039 ositiva
00 1 (transportador de fosfato) ! 4 P
Potri.010G0717 AT2G38940. AtPT2/AtPHT1;4 1561246 1,22601 ositiva
00 1 (transportador de fosfato) ! 4 P
Potri.001G2188 AT3G44350. AtANAC61 (contém 0,75340 .
00 2 dominio NAC) 0,745537 ;  hegativa
58”"00260021 ,16\T1621010. Funcéo desconhecida 0,748707 0’632150 negativa
Potri.010G0720 AT2G38940. AtPT2/AtPHT1;4 1,27463 ..
00 1 (transportador de fosfato) 1,738861 2 positiva
Potri.014G0928 AT5G24090. AtCHIA/ALLYS1 (Kkitinase 1254137 2,47563 ositiva
00 1 AlLisozimal) ’ 8 P
Potri.010G1931  AT2G38080. AtALMCOA4 (ITaccase—Ilke 1226961  4,14973  positiva
00 1 multi-copper oxidase)

No entanto, metade dos genes identificados nesta andlise Potri.003G034600,

Potri.010G071600, Potri.010G071700 e Potri.010G072000, foram relacionados a fungdes ja

relatadas como induzidas pelo déficit de fosfato. O primeiro gene é similar a AtPEPC1, que é

relatado como responsivo ao déficit de fosfato, e a proteina codificada por ele esta relacionada

a hidrélise de lipideos (fosfoetanolamina) para mineralizagao e reciclagem interna de fosfato

em condicoes de déficit (TANNERT et al., 2017). Os trés ultimos genes mencionados sao
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similares a AtPT2/AtPHTL1;4, que é um dos genes principais que codificam proteinas
transportadoras de fosfato, que intermedeiam o influxo deste elemento da rizosfera para o
interior da raiz (AYADI et al., 2015). Além disso, estes trés genes ja foram estudados em
Populus spp. e estdo anotados como PtPHT1.5 (Potri.010G071700), PtPHT1.6
(Potri.010G071600) e PtPHT1.7 (Potri.010G072000), membros da familia de transportadores
de fosfato, tendo sido demonstrado que PtPHT1.6 é expresso exlcusivamente em raizes e,
juntamente com PtPHTL1.5, é mais expresso em condigdes de fosfato normais e baixas em
relagdo a condigdes com alta suplementagao deste elemento (ZHANG et al., 2016).

Os quatro genes identificados em populus, das familias PHT e PEPC s3ao ativados nos
dois estresses com variagao superior a 20%, no entanto, ainda nao ha relatos na literatura do
envolvimento de genes destas duas familias com mecanismos de resposta a toxicidade de
aluminio. E possivel que a regulagso positiva do gene Potri.003G034600 (PEPC) na presenga
de aluminio esteja associada a mudangas na camada de fosfolipideos da membrana de células
da raiz, j& que este é o primeiro sitio de interagdo com o ion AIF* e que a ativagdo de
transportadores de fosfato esteja relacionada com a redugdo da disponibilidade deste elemento
inerente a condicdo de aluminio disponivel, sugerindo a possibilidade de estratégias co-
evoluidas para resposta a estes dois estresses.

O gene Potri.001G218800 que codifica uma proteina similar a AtNAC61, a qual nao
foi especificamente caracterizada, porém, em Oryza sativa, cerca de 25 fatores de transcrigao
membros da familia NAC sdo regulados pelo contato com aluminio téxico, sendo a maioria
ativados pelo estresse (ALVARADO et al., 2017). No caso da presente analise, este fator de
transcrigao putativo foi inibido tanto pelo estresse de aluminio quanto pelo déficit de fosfato,
efeito ainda n3o destacado na literatura, no entanto, esta familia de fatores de transcrigdo é
ampla e associada a respostas variadas a diversos estresses (JENSEN e SKRIVER, 2014),
portanto, mais estudos s3o necessarios para associar o papel destes genes nos estresses
abordados.

Do mesmo modo, ainda nao ha relagdes destacadas na literatura entre o gene
AtCHIA/ALLYS1 de A. thaliana (similar a Potri.014G092800), porém este codifica uma
proteina com atividade de lisozima, sendo possivel a associagao desta atividade de quebra de
carboidratos de alto peso molecular com as modificagées que podem ocorrer na membrana
plasmatica em decorréncia de ambos o0s estresses estudados. Por fim, o gene

Potri.010G0193100 codifica uma proteina similar a AtALMCOA4/LAC4 que esta relacionada
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com a biossintese de lignina (WANG et al.,2015). Interessantemente, ha relatos de deposi¢ao
de lignina em raizes de Triticum aestivum e Eucalyptus spp. em fungdo de estresse por
aluminio (SASAKI et al., 1996; KAHARA et al., 2005), porém nao em relagdo ao déficit de
fosfato.

Em andlise de quatro experimentos com dados transcriptémicos amplos de A. thaliana
submetida ao déficit de fosfato foram identificados 95 genes responsivos ao estresse em todos
0s experimentos, e foram denominados “Core PSR genes” (genes centrais responsivos ao
déficit de fosfato (GCRDF)) (LAN et al., 2015). Para o estresse em relagdo ao aluminio
téxico, como ja abordado anteriormente, a rede de regulagdo conhecida estd associada aos
genes regulados pelo fator de transcrigdgo STOP1 em A. thaliana (SAWAKI et al., 2009).
Portanto, via analise por blastp, foram identificados genes que codificam proteinas similares
as reguladas por STOP1 em A. thaliana e as proteinas codificadas pelos “GCRDF”. Foram
utilizados apenas genes da rede de co-expressao relacionada aos estresses por aluminio e

déficit de fosfato, afim de observar as relagoes estabelecidas (Figura 6).
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A Regulagcao em 6h com Al

1 | /’4 \
Potri 3 \ W  Poti 0106120600,
2R Polri004G217100.1
Poir 00760227002 \
» Potr 00164237001 Potr 016G049600.1

Potri.0066228000.2

Potri.010G071700.1 Potri,001G001600.1  Potri.006G253400.1 -
Potri.010G232400.1  Potri.003G120800.2  Potri014G159100.4 - Potri.0066236500.1

Potri,006G063300.3  Potri.003G032800.2 | D01 Potri.008G159800.1

B Regulacao de estresse severo de P

Potri.004G217100.1
~5

Potri.007G022700.2 )—Q
B Potr.001G423700.1

Potri.0066228000.2

Tio001|—[Poeiosmoot] o 4 [P 2 ol 1 pom 2 PoNL008G1S9800.

Potri.013G060400.1  Potri.006G253400.1  Potri.006G236500.1

Figura 6 Correlagées (0=|0,8|) entre genes que codificam proteinas similares as responsivas ao déficit
de fosfato (retangulos) e reguladas pelo fator de transcricdo STOP1 em A. thaliana (elipses). A- Perfil
de regulagdo em 6 horas de estresse com aluminio; B- perfil de regulacdo em estresse severo por
déficit de fosfato. Cor verde representa regulacdo positiva e vermelha negativa, conexdes azuis
representam correlagdes positivas e vermelhas, negativas.

Como pode ser observado, os genes similares aos regulados por STOP1 em A.
thaliana ndo possuem correlagdes positivas com os genes “Core PSR”. Isso pode sugerir que,
apesar dos dois estresses serem simultaneos em solos acidos, podem haver mecanismos de
resposta associados a cada estresse de maneira especifica. Estes genes foram anotados com
diversas fungoes ja relacionadas ao déficit de fosfato e resposta a toxicidade por aluminio
(Apéndice A) (SAWAKI et al., 2009; LAN et al., 2015) e, portanto, podem estar relacionados

a resposta a estes dois estresses de maneira distinta em Populus spp.

4 CONCLUSAO

A abordagem geral das modificagdes transcricionais relacionadas aos estresses por

déficit de fosfato e toxidez de aluminio permitiu a construgao de redes de co-expressao génica
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que destacaram caracteristicas especificas das respostas a cada estresse, bem como
caracteristicas comuns a ambos, que devem ser analisadas mais profundamente e
comprovadas mediante ensaios especificos. Dentre os destaques abordados, é interessante
ressaltar que genes similares aos comumente ativados pelo déficit de fosfato nado
apresentaram correlagdes positivas diretas com genes similares aos ativados pelo fator de
transcrigdo STOP1, regulador central da tolerancia ao aluminio, o que evidencia a distingao
das principais respostas a estes dois estresses comuns a solos acidos.

Além disso, foram identificados neste trabalho 8 genes que possuem o mesmo perfil
de regulagdo perante os dois estresses, que podem ser alvos de estudos futuros para o
entendimento de mecanismos de tolerancia interligados para o déficit de fosfato e toxidez por
aluminio. Estas constatagées e futuras interpretagdes a partir dos dados gerados neste trabalho
podem auxiliar a ampliagdo do conhecimento a respeito dos dois principais problemas
enfrentados no cultivo de plantas em solos acidos, e podera contribuir o desenvolvimento da

agricultura moderna.

REFERENCIAS

AYADI, A., DAVID, P., ARRIGHI, J.F., CHIARENZA, S., THIBAUD, M.C., NUSSAUME,
L. AND MARIN, E. Reducing the genetic redundancy of Arabidopsis PHOSPHATE
TRANSPORTERL1 transporters to study phosphate uptake and signaling. Plant Physiology
[S.l.:s.n], v. 167, n. 4, p.1511-1526, 2015.

CHOE, J.E., KIM, B., YOON, E.K., JANG, S., KIM, G., DHAR, S., LEE, S.A. AND LIM, J.
Characterization of the GRAS transcription factor SCARECROW-LIKE 28’s role in
Arabidopsis root growth. Journal of Plant Biology: Berlin Heidelberg, v. 60, n. 5, p.462-471,
2017.

DASPUTE, A.A., KOBAYASHI, Y., PANDA, S.K., FAKRUDIN, B., KOBAYASHI, Y.,
TOKIZAWA, M., IUCHI, S., CHOUDHARY, A.K., YAMAMOTO, Y.Y. AND KOYAMA,
H. Characterization of CcSTOP1; a C2H2-type transcription factor regulates Al tolerance
gene in pigeonpea. Planta: Berlin Heidelberg, v. 247, n. 1, p.201-214, 2018.

DMITRIEV, A.A., KRASNOV, G.S., ROZHMINA, T.A., KISHLYAN, N.V.,
ZYABLITSIN, A.V., SADRITDINOVA, A.F., SNEZHKINA, A.V., FEDOROVA, M.S.,
YURKEVICH, O.Y., MURAVENKO, O.V. AND BOLSHEVA, N.L. Glutathione S-
transferases and UDP-glycosyltransferases are involved in response to aluminum stress in
flax. Frontiers in Plant Science: Lausanne, v. 7, p.1920, 2016.



55

FAN, W., LOU, H.Q., YANG, J.L. AND ZHENG, S.J. The roles of STOP1-like transcription
factors in aluminum and proton tolerance. Plant signaling & behavior: London, v. 11, n. 2,
p. 1131371, 2016.

GRISEL, N., ZOLLER, S., KUNZLI-GONTARCZYK, M., LAMPART, T.,
MUNSTERKOTTER, M., BRUNNER, I., BOVET, L., Métraux, J.P. and Sperisen, C.
Transcriptome responses to aluminum stress in roots of aspen (Populus tremula). BMC plant
biology: London, v.10, n. 1, p.185, 2010.

GAMUYAQO, R., CHIN, J.H., PARIASCA-TANAKA, J., PESARESI, P., CATAUSAN, S.,
DALID, C., SLAMET-LOEDIN, I., TECSON-MENDOZA, E.M., WISSUWA, M. AND
HEUER, S. The protein kinase Pstol1 from traditional rice confers tolerance of phosphorus
deficiency. Nature: London, v. 488, n. 7412, p.535, 2012.

GAUTIER, L. et al. Affy - Analysis of Affymetrix GeneChip data at the probe level.
Bioinformatics: Oxford, v. 20, n. 3, p. 307-315, 2004.

GREEN, L. S. FRD3 Controls Iron Localization in Arabidopsis. Plant Physiology [S.I.: s.n.],
v. 136, n. 1, p. 2523-2531, 2004.

HEUER, S., GAXIOLA, R., SCHILLING, R., HERRERA-ESTRELLA, L.,
LOPEZ-ARREDONDO, D., WISSUWA, M., DELHAIZE, E. AND ROUACHED, H.
Improving phosphorus use efficiency: a complex trait with emerging opportunities. The Plant
Journal: Oxford, v. 90, n. 5, p.868-885, 2017.

JANZ, D. et al. Pathway analysis of the transcriptome and metabolome of salt sensitive and
tolerant poplar species reveals evolutionary adaption of stress tolerance mechanisms. BMC
plant biology: London, v. 10, p. 150, 2010.

JENSEN, M.K. AND SKRIVER, K. NAC transcription factor gene regulatory and protein—
protein interaction networks in plant stress responses and senescence. IUBMB life: New
York, v. 66, n. 3, p.156-166, 2014.

JIN, J., TIAN, F., YANG, D.C., MENG, Y.Q., KONG, L., LUO, J. AND GAOQ, G.
PlantTFDB 4.0: toward a central hub for transcription factors and regulatory interactions in
plants. Nucleic acids research: London, p.gkw982, 2016.

KAUFFMANN, A. et al. Importing ArrayExpress datasets into R/Bioconductor.
Bioinformatics: Oxford, v. 25, n. 16, p. 2092-2094, 2009.

KAVKA, M. AND POLLE, A., 2017. Dissecting nutrient-related co-expression networks in
phosphate starved poplars. PloS one: Cambridge, v. 12, n. 2, p.e0171958, 2017

KAVKA, M. AND POLLE, A. Phosphate uptake kinetics and tissue-specific transporter
expression profiles in poplar (Populusx canescens) at different phosphorus
availabilities. BMC plant biology: London, v. 16, n. 1, p.206, 2016.



56

KOBAYASHI, Y., OHYAMA, Y., KOBAYASHI, Y., ITO, H., IUCHI, S., FUJITA, M.,
ZHAO, C.R., TANVEER, T., GANESAN, M., KOBAYASHI, M. AND KOYAMA, H.
STOP?2 activates transcription of several genes for Al-and low pH-tolerance that are regulated
by STOPL1 in Arabidopsis. Molecular plant: [S.l.: s.n.], v. 7, n. 2, p.311-322, 2014.

KOCHIAN, L.V., PINEROS, M.A., LIU, J. AND MAGALHAES, J.V. Plant adaptation to
acid soils: the molecular basis for crop aluminum resistance. Annual Review of Plant
Biology: [S.I.: s.n.], v. 66, p.571-598, 2015.

LAN, P, LI, W. AND SCHMIDT, W. ‘Omics’ Approaches Towards Understanding Plant
Phosphorus Acquisition and Use. Annual Plant Reviews,: [S.l.: s.n.], 2015

LARSEN, P.B., GEISLER, M.J., JONES, C.A., WILLIAMS, K.M. AND CANCEL, J.D.
ALS3 encodes a phloem-localized ABC transporter-like protein that is required for aluminum
tolerance in Arabidopsis. The Plant Journal: Oxford, v. 41, n. 3, p.353-363, 2005.

LIU, W., XIONG, C., YAN, L., ZHANG, Z., MA, L., WANG, Y., LIU, Y. AND LIU, Z.
Transcriptome analyses reveal candidate genes potentially involved in al stress response in
alfalfa. Frontiers in Plant Science: Lausanne, v. 8, p.26, 2017

LIU, X., GRABHERR, H.M., WILLMANN, R., KOLB, D., BRUNNER, F., BERTSCHE, U.,
KUHNER, D., FRANZ-WACHTEL, M., AMIN, B., FELIX, G. AND ONGENA, M. Host-
induced bacterial cell wall decomposition mediates pattern-triggered immunity in
Arabidopsis. Elife: [S.].: s.n.], v. 3, 2014.

MARZOL, E., BORASSI, C., JUAREZ, S.P.D., MANGANO, S. AND ESTEVEZ, J.M. RSL4
takes control: multiple signals, one transcription factor. Trends in Plant Science:
Kidlington, v. 22, n. 7, p.553-555, 2017.

MICKELBART, M. V.; HASEGAWA, P. M.; BAILEY-SERRES, J. Genetic mechanisms of
abiotic stress tolerance that translate to crop yield stability. Nature Reviews Genetics:
London, v. 16, n. 4, p. 237-251, 2015.

MORENO-ALVARADO, M., GARCIA-MORALES, S., TREJO-TELLEZ, L.I., HIDALGO-
CONTRERAS, J.V. AND GOMEZ-MERINO, F.C. Aluminum enhances growth and sugar
concentration, alters macronutrient status and regulates the expression of NAC transcription
factors in rice. Frontiers in Plant Science: Lausanne, v. 8, p.73, 2017

NUNES-NESI, A., BRITO, D.S., INOSTROZA-BLANCHETEAU, C., FERNIE, A.R. AND
ARAUJO, W.L. The complex role of mitochondrial metabolism in plant aluminum
resistance. Trends in Plant Science: Kidlington, v. 19, n. 6, p.399-407, 2014.

ROGERS, E.E. AND GUERINOT, M.L. FRD3, a member of the multidrug and toxin efflux
family, controls iron deficiency responses in Arabidopsis. The Plant Cell: Waterbury, v. 14,
n. 8, p.1787-1799, 2002.

SALGADO, L.R., LIMA, R., DOS SANTOS, B.F., SHIRAKAWA, K.T., DE ALMEIDA
VILELA, M., ALMEIDA, N.F., PEREIRA, R.M., NEPOMUCENO, A.L. AND CHIARI, L.
De novo RNA sequencing and analysis of the transcriptome of signalgrass (Urochloa



57

decumbens) roots exposed to aluminum. Plant Growth Regulation: Amsterda, v. 83, n. 1,
p.157-170, 2017.

SASAKI, M., YAMAMOTO, Y. AND MATSUMOTO, H. Lignin deposition induced by
aluminum in wheat (Triticum aestivum) roots. Physiologia Plantarum: Malden, v. 96, n. 2,
p.193-198, 1996.

SAWAKI, Y., KOBAYASHI, Y., KIHARA-DOI, T., NISHIKUBO, N., KAWAZU, T.,
KOBAYASHI, M., KOBAYASHI, Y., IUCHI, S., KOYAMA, H. AND SATO, S., 2014.
Identification of a STOP1- like protein in Eucalyptus that regulates transcription of Al
tolerance genes. Plant Science: Amsterda, v. 223, p.8-15, 2014.

SAWAKI, Y., KIHARA-DOI, T., KOBAYASHI, Y., NISHIKUBO, N., KAWAZU, T.,
KOBAYASHI, Y., KOYAMA, H. AND SATO, S. Characterization of Al-responsive citrate
excretion and citrate-transporting MATES in Eucalyptuscamaldulensis. Planta: Berlin
Heidelberg, v. 237, n. 4, p.979-989, 2013.

SAWAKI, Y., IUCHI, S., KOBAYASHI, Y., KOBAYASHI, Y., IKKA, T., SAKURAI, N.,
FUJITA, M., SHINOZAKI, K., SHIBATA, D., KOBAYASHI, M. AND KOYAMA, H.
STOP1 regulates multiple genes that protect Arabidopsis from proton and aluminum
toxicities. Plant Physiology [S.I.: s.n.], v. 150, n. 1, p.281-294, 2009.

SINGH, S., TRIPATHI, D.K,, SINGH, S., SHARMA, S., DUBEY, N.K., CHAUHAN, D.K.
AND VACULIK, M. Toxicity of aluminium on various levels of plant cells and organism: a
review. Environmental and Experimental Botany: Amsterda, v. 137, p.177-193, 2017.

SKINNER, M.K., RAWLS, A., WILSON-RAWLS, J. AND ROALSON, E.H. Basic helix-
loop-helix transcription factor gene family phylogenetics and

nomenclature. Differentiation, v. 80, n. 1, p.1-8, 2010.

SPARTZ, A.K., REN, H., PARK, M.Y., GRANDT, K.N., LEE, S.H., MURPHY, A.S.,
SUSSMAN, M.R., OVERVOORDE, P.J. AND GRAY, W.M. SAUR inhibition of PP2C-D
phosphatases activates plasma membrane H+-ATPases to promote cell expansion in
Arabidopsis. The Plant Cell: Waterbury, v. 26, n. 5, p.2129-2142, 2014.

SUN, X.H., YU, G,, LI, J.T., JIA, P.,, ZHANG, J.C., JIA, C.G., ZHANG, Y.H. AND PAN,
H.Y. A heavy metal-associated protein (AcHMAL) from the halophyte, Atriplex canescens
(Pursh) Nutt., confers tolerance to iron and other abiotic stresses when expressed in
Saccharomyces cerevisiae. International journal of molecular sciences, v. 15, n. 8,
p.14891-14906, 2014.

TAHARA, K., NORISADA, M., HOGETSU, T. AND KOJIMA, K. Aluminum tolerance and
aluminum-induced deposition of callose and lignin in the root tips of Melaleuca and
Eucalyptus species. Journal of Forest Research: [S.l.: s.n.], v. 10, n. 4, p.325-333, 2005.

TANNERT, M., MAY, A., DITFE, D., BERGER, S., BALCKE, G.U., TISSIER, A. AND
KOCK, M. Pi starvation-dependent regulation of ethanolamine metabolism by
phosphoethanolamine phosphatase PECP1 in Arabidopsis roots. Journal of experimental
botany, 2017



58

XU, J.M,, FAN, W,, JIN, J.F., LOU, H.Q., CHEN, W.W., YANG, J.L. AND ZHENG, S.J.
Transcriptome analysis of Al-induced genes in buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench)
root apex: New insight into Al toxicity and resistance mechanisms in an Al accumulating
species. Frontiers in Plant Science: Lausanne, v. 8, p.1141, 2017.

WANG, J., FENG, J., JIA, W., CHANG, S., LI, S. AND LI, Y. Lignin engineering through
laccase modification: a promising field for energy plant improvement. Biotechnology for
biofuels: New York, v. 8, n. 1, p.145, 2015.

ZHANG, C., MENG, S., LI, M. AND ZHAO, Z. Genomic identification and expression
analysis of the phosphate transporter gene family in poplar. Frontiers in Plant Science:
Lausanne, v. 7, p.1398, 2016.

ZHANG, C., SIMPSON, R.J., KIM, C.M., WARTHMANN, N., DELHAIZE, E., DOLAN,
L., BYRNE, M.E., WU, Y. AND RYAN, P.R. Do longer root hairs improve phosphorus
uptake? Testing the hypothesis with transgenic Brachypodium distachyon lines
overexpressing endogenous RSL genes. New Phytologist: London, 2018.



APENDICE A - Descricdo dos genes regulados por déficit de fosfato e STOP1 em A.

thaliana identificados em P. trichocarpa.
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. Aluminio (6h) Déficit severo de P
Gene Grupo Anota_(;ao (A.
thaliana) Regulacdo Variacdo Regulagdo Variagédo
Potri010G120600.1 STop1 ~Classlglutamine —onyer g osa008  up 1434528
amido transferase
Potri.016G049600.1 STop1 Holgalacturonase oo heg sy up 1,300667
inhibiting protein
Aluminium
Potri.009G017800.1 STOP1 activated malate down 0,521916 up 1,313935
transporter
Potri.006G236500.1 STOP1 Malic enzyme CONST  1,061843 CONST 0,860748
S-adenosil-L-
Potri.005G066200.1 STOP1 methionine CONST  0,963972  down 0,8156
dependent methyl
transferase
Potri.004G217100.1 STOP1 STOP2 CONST 1,102479 CONST  0,844238
Potri.007G022700.2 PSR Pyrophosphorilase CONST 1,045632 CONST  1,031644
Potri.002G092900.1 PSR Pmte']['ug‘;t‘ijgr‘fno""” CONST  1,112129 CONST  0,950276
Phosphoethanolami
Potri.003G034600.1 PSR ne/Phosphocholine up 1,220214 up 1,845046
Phosphatase
Potri.001G423700.1 PSR Purple acid CONST  1,057528 CONST  0,92748
phosphatase
Phosphoenolpyruva
Potri.003G120800.2 PSR te carboxylase CONST  0,928615 CONST  1,084203
kinase
. Phosphate
Potri.010G072000.1 PSR up 1,274632 up 1,738861
transporter
Potri.013G060400.1 PSR yruvate kinase down 0729423 CONST  1,140315
family protein
. Phosphate
Potri.010G071600.1 PSR up 1,230394 up 1,673688
transporter
Potri.010G071700.1 PSR Phosphate up 1,226014 up 1,561246
transporter
Monogalactosyldia
Potri.006G063300.3 PSR cylglycerol CONST 1,059821 up 1,432183
synthase
POtri.001G001600.1 PSR ryruvatekinase - ooyer g 53578 CONST  0,937568
family protein
Potri.003G032800.2 PSR nospholipase D ooner 3037505 CONST 0963523

ZETA?2
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specificity
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Protein of unknown
function

Digalactosyl
diacylglycerol
deficient
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CONST

CONST
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CONST

CONST
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1,110284
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CONST

CONST
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CONST
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1,160215

1,092804

1,154844

1,456325

1,115067

1,133418




Artigo 2: Analise global da familia ALMT e MATE em Populus trichocarpa e correlacdo
entre genes dessas familias no estresse de Al e P
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ANALISE GLOBAL DA FAMILIA ALMT EM POPULUS TRICHOCARPA E
CORRELAGAO ENTRE GENES DA FAMILIA ALMT E MATE NO ESTRESSE DE AL E
P

RESUMO

As plantas desenvolveram diversos mecanismos para manter o desenvolvimento em
solos com Al, sendo a liberagdo de acidos organicos na rizosfera responsavel por quelar o Al
e, de modo indireto, disponibilizar o P que estava fixado com esse metal. As duas familias
mais bem caracterizadas em relagdo ao transporte de acidos organicos no estresse de Al s3o:
ALMT (Aluminium-activated Matate Transporter) e MATE (Multi-drug And Toxic
compound Extrusion). Em Populus trichocarpa foram identificados 20 membros da familia
ALMT, dos quais todas as duplicagdes e a maior parte dos paralogos estao relacionados ao
estresse de Al, e 56 membros da familia MATE. Sendo que 32 membros MATE apresentaram
correlagdo com 13 membros ALMT. Os que apresentaram maior correlagdo envolvidos no
estresse de Al foram o PoptrMATES54 e PoptrALMT10, que no estresse de P nao
compartilharam nenhum gene na folha e apenas 3 na raiz, no entanto, na raiz sobre estresse de
Al compartilharam 35 genes dos quais 3 sdo fatores de transcri¢do das familias: Trihelix, NF-
YB e bHLH. Embora o PoptrMATES4 tenha apresentado alta expressao na raiz, ele apresenta
uma maior rede de conexdes na folha do que na raiz, ao contrario do observado em
PoptrALMT10. Portanto, através de analises filogenéticas, sintenicas e de expressiao foi
possivel fornecer fortes evidencias da funcionalidade dos membros da familia ALMT. Bem
como estabelecer uma correlagdo com a familia MATE e elucidar a correlagdo entre os genes
PoptrMATES4 e PoptrALMT10 na folha em estresse de P, e na raiz e folha no estresse de Al.

Palavras-chave: Solo 4cido. Rede de correlagdo. Qualidade do fruto. Abertura e fechamento

estomatico.
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GENOME-WIDE ANALYSIS OF ALMT FAMILY IN POPULUS THRICHOCARPA AND
CORRELATION BETWEEN GENES OF MATE AND ALMT FAMILY UNDER AL AND
P STRESS

ABSTRACT

The plants developed several mechanisms to maintain the development in soils with
Al, being the release of organic acids in the rhizosphere responsible for chelating the Al and,
indirectly, making available the P that was fixed on that metal. The two families most well
characterized in relation to the transport of organic acids in Al stress are: ALMT (aluminum-
activated Matate Transporter) and MATE (Multidrug And Toxic compound Extrusion). In
Populus trichocarpa, 20 members of the ALMT family were identified, of which all
duplications and most of the paralogues are related to Al stress, and 56 members of the
MATE family. Being that 32 MATE members presented correlation with 13 ALMT members.
The ones with the highest correlation involved in the stress of Al were the PoptrMATES4 and
PoptrALMT10, that in the stress of P did not share any gene in the leaf and only 3 in the root,
however, in the root on Al stress shared 35 genes of which 3 are factors families: Trihelix,
NF-YB and bHLH. Although PoptrMATES54 has presented high expression in root, it features
a larger network of connections in the leaves than in the root, in contrast to PoptrALMT10.
Therefore, through phylogenetic, syntenic and expression analyzes it was possible to provide
strong evidence of the functionality of members of the ALMT family. As well as establishing
a correlation with the MATE family and elucidating the correlation between the
PoptrMATES4 and PoptrALMT10 genes on leaf P stress, and root and leaf Al stress.

Keywords: Acid soil. Correlation network. Fruit quality. Stomatal opening and closing.
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1 INTRODUGAO

Um dos fatores primarios na diminuigado na produgao agricola é a acidez do solo. No
globo 50% dos solos potencialmente ardveis apresentam caracteristicas acidas e ocorrem
principalmente nas regides tropicais e subtropicais, onde a produgdo agricola é crucial
(KOCHIAN et al., 2015; VON UEXKULL; MUTERT, 1995). Em pH inferior a 5,5 o
aluminio (Al), terceiro elemento mais abundante na crosta terrestre, é solubilizado de minerais
adquirindo a forma de AI*® | sendo este ion responsavel pela toxidez na raiz das plantas
(KOCHIAN et al., 2015). O impacto da toxidez de Al na queda da produgdo sé é inferior,
dentre os estresse abidticos, a causada pela déficit hidrico (VON UEXKULL; MUTERT,
1995). Além do Al causar impacto direto na planta ele também é responsavel por se ligar
com o fosforo (P) e ferro (Fe) presentes no solo tornando-os indisponiveis para a planta. A
disponibilidade de (P) é um dos principais limitantes nutricionais e um dos minerais mais
caros na adubacdo, encontrando-se frequentemente nao disponivel para absor¢do em solos
acidos devido a fixagdo com o Al (KOCHIAN et al., 2004; RYAN; DELHAIZE, 2001).

A toxidez do Al é focada principalmente no 4apice da raiz, impedindo o seu
crescimento e elongagdo, que consequentemente ira impactar na produtividade reduzindo a
eficiéncia na absorg¢ado de agua e nutrientes (DELHAIZE; GRUBER; RYAN, 2007; RYAN;
DELHAIZE, 2001). Em solos acidos as plantas desenvolveram mecanismos para manter um
crescimento razoavel na presenca de Al, podendo ser eles divididos em dois grupos: (A)
mecanismo de neutralizagdgo do Al, impedindo que ele se ligue nas células da raiz e (B)
mecanismos de tolerancia ao Al, sendo ele absorvido e neutralizado no interior da planta. O
mecanismo mais bem estudado é o de liberagdo de acidos organicos (AO) na rizosfera, 0s
quais irdo quelar o Al*3 presente no solo tornando um complexo n3o toxico para a planta
(KOCHIAN et al., 2015). Os compostos fendlicos também neutralizam o Al na rizosfera,
embora com menor poténcia que os AOs (BARCELO; POSCHENRIEDER, 2002). A
liberagdo de AOs além de neutralizar o aluminio também biodisponibiliza o fosforo que
estava fixado com metais (RYAN; DELHAIZE, 2001).

As duas principais familias de transportadores de acidos organicos para a rizosfera
sdo: ALMT (Aluminium-activated Malate Transporter) e MATE (Multi-drug And Toxic
compound Extrusion). A familia ALMT, diferentemente da familia MATE, é exclusiva de

plantas e o primeiro gene relacionado a tolerancia ao Al foi um transportador de malato
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(TaALMT1), isolado de Triticum aestivum, expresso constitutivamente na raiz de linhagens de
trigo tolerantes a Al (SASAKI et al., 2004). A expressao da TaALMT1 em Hordeum vulgare
resultou no aumento da tolerancia ao Al (DELHAIZE et al., 2004). Estudos posteriores
demonstraram que essa familia ndo era exclusivamente relacionada ao estresse de Al,
podendo estar envolvida com a qualidade do fruto (DE ANGELI et al., 2013) e abertura e
fechamento estomatico (SASAKI et al., 2010).

O AtALF5, Arabidopsis thaliana aberrant lateral root formation 5, foi o primeiro
membro da familia MATE a ser caracterizado em plantas, responsavel por conferir resisténcia
a compostos toxicos (DIENER; GAXIOLA; FINK, 2001). O SbMATE foi caracterizado em
Sorghum bicolor, sendo o primeiro da familia MATE em plantas a ser caracterizado no
estresse de Al como transportador de citrato (MAGALHAES et al., 2007). Desde dessa época
até o presente momento diversos membros dessa familia foram caracterizados como
transportadores de citrato em resposta a toxidez de Al, além disso, também foram
caracterizados transportando diferentes substratos em resposta a diferentes estimulos, como
por exemplo, detoxificagdo de metal pesado (LI et al.,, 2002), resisténcia a doengas
(ISHIHARA et al., 2008; SUN et al., 2011), absorgao de Fe (GREEN, 2004; ZHANG et al.,
2017), transporte de metabolitos secundarios: alcaloide (SHOJI et al., 2009), flavonoides
(ZHAO; DIXON, 2009) e antocianinas (PEREZ-DIAZ et al., 2014), assim como horménios
vegetais (SERRANO et al., 2013; YAMASAKI et al., 2013).

Em A. thaliana foi relatado que o transporte de malato, através do ALMT, e o
transporte do citrato, através do MATE, contribuem de modo independente para a tolerancia
ao Al (LIU et al.,, 2009). Entretanto, ainda ndo esta elucidado se essas duas familias de
transportadores de acidos organicos compartilham dos mesmos genes para a toxidez de Al e
deficiéncia P. Assim, com o objetivo de contribuir com a elucidagdo da relagdo da familia
ALMT e MATE em resposta ao estresse de Al, foram identificados 20 membros da familia
ALMT em Populus trichocarpa, sendo que 0s genes responsiveis ao Al apresentaram maior
nuamero de paralogos e foram 0s unicos a apresentarem duplicagdes. A familia MATE em P.
trichocarpa é composta por 56 membros dos quais 32 membros apresentaram correlagdo com
13 membros da familia ALMT. No estresse de P os genes PoptrMATES4 e PoptrALMT10 nao
compartilharam nenhum gene na folha e apenas 3 na raiz, em compensagao, no estresse de Al
na raiz esses genes compartilharam 35 conexdes, sendo 3 classificados como fatores de

transcrigao.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Caracterizacao da familia de transportadores ALMT e MATE em Populus
trichocarpa
As sequéncias proteicas, dos genes ja caracterizados da familia de transportadores

MATE e ALMT , foram obtidas a partir do banco de dados do National Center for

Biotechnology Information (NCBI, ncbi.nlm.nih.gov). Estas sequéncias foram utilizadas

como padrdao para identificar homologos em banco de dados de Populus trichocarpa,

disponiveis no PopGenlE.org (http://popgenie.org/ ), onde foram efetuadas buscas a partir da

ferramenta BLASTp (Basic local alignment search tool), utilizando como critérios, identidade
maior que 50% e e-valor menor que 1e™.

Para identificar a similaridade com a familia MATE e ALMT foi realizada uma
analise da presenca do dominio conservado caracteristico de cada uma das familias, onde as
sequencias que sairam de resultado do BLAST foram submetidas a 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) (MARCHLER-BAUER et al., 2017).
A ferramenta HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) (TUSNADY; SIMON,

1998) foi utilizada para a predigdo do nimero e localizagdo dos dominios transmembranares

de cada proteina.

2.2 Analises filogenéticas da familia ALMT e MATE

Para a construgdo da arvore filogenética foi realizado o alinhamento das sequencias
de transportadores MATE de populus e os membros caracterizados dessa familia, sendo o
mesmo feito para o estudo da familia ALMT, utilizando o software MEGA 7

(www.megasoftware.net) (KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), para a realizagdo do

alinhamento proteico e construgdo da arvore filogenética do tipo neighbor joining, com
bootstrap de 1000 repetigoes. Os grupos e subgrupos foram selecionados manualmente com

base na distribuigao dos genes caracterizados.


file:///D:/UFLA/Qualificação/MATE-Eucaliptus/ncbi.nlm.nih.gov
http://popgenie.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
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67

2.3 Analises de sintenia da familia ALMT

Para identificagdgo dos blocos sintenicos tanto no préprio genoma quanto em
comparacao entre Populus trichocarpa e Arabidopsis thaliana, foi utilizado o SynMap

(https://genomevolution.org/coge/SynMap.pl) (LYONS et al., 2008), através do algoritmo

DAGchainer (HAAS et al., 2004) utilizando a opgdo de ordem de gene relativa com um
minimo de 5 pares de genes alinhados e uma distancia maxima de 20 genes entre duas
combinagoes. Foi utilizado QuotaAlign para fundir blocos sintenicos adjacentes (HAUG-
BALTZELL et al., 2017). Para determinar as duplicagées genicas foi utilizado o algoritmo
Blast2raw disponivel nas ferramentas do CoGe (https://genomevo-lution.org/coge/) (LYONS;
FREELING, 2008).

2.4 Perfil de expressdo dos membros da familia ALMT e MATE em P. trichocarpa

A expressao dos genes pertencentes a familia de transportadores MATE e ALMT em
populus em diferentes bibliotecas foi determinada através de dados publicos disponivel
PopGenlE.org (http://popgenie.org/ ). Foi utilizado o banco de dados Expression Atlas (Potra
exAtlas) contendo 24 bibliotecas de P. tremula (SUNDELL et al., 2015).

2.5  Correlacéo genica em Populus

A rede de correlagdo genica entre a familia ALMT e MATE foi montada utilizando
24 bibliotecas de P. tremula no banco de dados Expression Atlas (Potra exAtlas) disponiveis

em PopGenlE.org (http://popgenie.org/ ) (SUNDELL et al., 2015), aplicando correlagdo de

Pearson com valor de correlagdo p= |0,7|.

A analise dos genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4 utilizando bibliotecas publicas
de microarray de folha e raiz de Populus tremula x Populus alba sob estresse de fosforo
(codigo EMBL: E-MTAB-3934) e raiz de Populus tremula sob estresse aluminio (codigo
GEO: GSE19297), foi realizada mediante a correlagdo de Spearman com valor de correlagao

p=|0,8|.

2.6 Identificacéo dos fatores de transcricao relacionados aos MATE em E. grandis

As sequencias de nucleotideos dos transcritos que apresentaram coeficiente de

correlagao p> |0,85| com os transportadores MATE foram analisadas utilizando a ferramenta


https://genomevolution.org/coge/SynMap.pl
https://genomevo-lution.org/coge/
http://popgenie.org/
http://popgenie.org/
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Transcription Factor Prediction disponivel no PlantTFDB 4.0

(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/prediction.php) (JIN et al., 2017). Somente os transcritos que

foram categorizados em alguma das familias de fatores de transcrigdo e as sequéncias dos
transportadores MATE foram utilizadas para a construgdo da rede de coexpressao dos fatores

de transcrigao.

2.7  Enriquecimento dos dados utilizando BLAST2GO

O enriquecimento dos genes foi realizado através do protocolo do software
BLAST2GO(CONESA et al., 2005). Para determinagdo dos motivos das sequéncias e seus
dominios conservados, e para geragao dos graficos foi utilizado o algoritmo InterProScan
(ZDOBNOV; APWEILER, 2001)

3 RESULTADO E DISCUSSAO
3.1  Analise filogenetica da familia ALMT em Populus trichocarpa

No genoma do populus foram encontrados 20 membros da familia de transportadores
ALMT (Apéndice A), sendo esses, 0s que apresentaram maior similaridade com os 12 ALMT
caracterizados funcionalmente em diferentes espécies. E possivel prever afinidade de um
transportador a um substrato comparando sequencias de aminoacidos de proteinas ja
caracterizadas, ndo sendo esse um critério exato, mas sim um indicativo. A arvore foi dividida
em trés clados, sendo o clado A (vermelho) o que apresentou 0 maior nimero de sequencias,
correspondendo a 12 sequencias de populus e 8 sequencias de proteinas ja caracterizadas. O

clado B (verde) apresenta somente 3 proteinas de populus e 1 caracterizada e o clado C (azul)

apresenta 3 transportadores caracterizados e 6 proteinas de populus (Figura 1).


http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/prediction.php

69

c £
= 3
g £ 3
0 05] (‘)‘g—
X p &
NS
g
‘%‘ o)
y S
VAL MTQ
7 (7] /\‘1,
9g 70p A
AQ
PoptraLmT A0
18 Y 100 Poptr ALMTS
95
PoptrALMT17 P AtALMT1
100 g g 100
g &
o e
N Z, 8,
% 4y
My
<
A
§ ) "’4](@
: A
\‘: o o
~ - =
= = =
Jrj = =
g = <
§ g g
a Is) o
o

Figura 1 Filogenia da familia de transportadores ALMT no genoma de populus. A arvore filogenética
mostra a distribuicdo das sequencias de ALMT em populus (20 sequencias) junto com outros membros
caracterizados funcionalmente em outras espécies de plantas (12 sequencias). A arvore esta em escala,
com a distancia das ramificagdes nas mesmas unidades que as distancias evolutivas usadas para inferir
a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método p-distance. A
histéria evolutiva foi inferida utilizando o0 método Neighbor-Joining com 1000 bootstraps.

A familia ALMT, sigla correspondente a Aluminum-Activated Malate Transportes,
foi caracterizada inicialmente como uma familia de transportadores de malato em reposta ao
Al. Embora essa familia esteja relacionada com outras atividades metabélicas o maior nimero
de genes caracterizados correspondem aos envolvidos no estresse ao Al, como é possivel
observar no clado vermelho. A exudagdo de malato na rizosfera é um dos principais
mecanismos responsaveis pela adaptagdo de Glycine max a solos acidos com altas

concentragdes de Al e baixas concentragdes de P. A proteina responsavel por esse efluxo de
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malato é a GmALMT1, onde a expressao do gene que a codifica esta relacionada com pH, Al
e P, principalmente em genétipos considerados P-eficientes (LIANG et al., 2013). Ficaram
localizadas préximas dessa proteina 3 sequencias de populus, PoptrALMT6, PoptrALMT7 e
PoptrALMTS8, consequentemente, sendo as que apresentam maiores chances de realizarem o
transporte de malato em resposta a presenca de Al e deficiéncia de P.

As proteinas BhALMT1 e BnALMT2, sdo responsaveis pelo aumento no transporte
de malato nas raizes em resposta ao Al e ndao mostraram alteracdo na deficiéncia de P,
entretanto, houve alteragdo quando exposto a metais trivalentes como lantanio (La) (LIGABA
et al., 2006). Um dos diversos efeitos na planta ao Al toxico é o acumulo de H2O> nas pontas
das raizes e a redugdo do pH, sendo esses fatores responsaveis por aumentar a expressao do
AtALMT1, assim como, acido indolilacético (IAA) e acido abscisico (ABA) (KOBAYASHI
et al., 2013). Em Holcus lanatus (HIALMT1) e Secale cereale (SCALMT1) o transporte de
malato através da proteina de membrana ALMT é fundamental para a tolerancia ao Al toxico
no solo (CHEN et al., 2013; FONTECHA et al., 2007). O TaALMTL1, de Triticum aestivum,
também é uma proteina de membrana responsavel por proporcionar maior tolerancia ao Al, o
mesmo foi observado quando o gene foi inserido em outras plantas (SASAKI et al., 2004). As
proteinas de populus PoptrALMT1, PoptrALMT2, PoptrALMT3, PoptrALMT4 e
PoptrALMTS5, embora ndo estejam no mesmo subclado, estdo filogeneticamente mais
préximas dos transportadores caracterizados como respondiveis ao Al, sendo um indicio de
que elas realizam o transporte de malato em resposta ao mesmo estresse.

Nem todos os genes do clado A estdo relacionados com o estresse ao Al, o
transportador HYALMT1 de Hordeum vulgare L., apesar de apresentar alta similaridade
proteica com 0 TaALMT1, n3o estd envolvido diretamente com a tolerancia ao Al,
apresentando expressdo do gene em células da raiz em expansdo e em células guarda
(GRUBER et al., 2010). A superexpressdao do HYALMT1 mostrou que ele esta envolvido em
diferentes rotas metabélicas da planta, podendo a proteina estar relacionada com o transporte
de outros 4acidos organicos como fumarato e succinato, mas as principais fungdes
relacionados a esse gene sao abertura e fechamento estomatico e no balango osmaético das
células em expansdo (GRUBER et al., 2011). Nenhuma proteina de populus ficou préxima
desse grupo de ALMT, mas 4 sequencias de populus, PoptrALMTY, PoptrALMT10,
PoptrALMT11 e PoptrALMT12, ficaram isoladas, ndo apresentando indicativo de fungao

evidente.
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O unico gene caracterizado do clado B, que esta associada a abertura e fechamento
estomatica, o AtALMT12 apresenta expressdo na membrana plasmatica da células guarda,
onde 0 AtALMT12 é responsavel pela rapida ativagao(R-typr) do canal iénico (QUAC) que
permite a passagem de nitratos e cloridratos (SASAKI et al., 2010). As sequencias proteicas
de PoptrALMT15, PoptrALMT14 e, principalmente, PoptrALMT13 ficaram préximas da
AtALMT12, sendo um forte indicio de estarem envolvidas na mesma funcao.

Os ALMT que estdo presentes no clado C, assim como os demais membros da
familia estdo localizados na membrana plasmatica, sendo nesse clado focalizadas no
tonoplasto. As proteinas MdMAL e VVALMT?9 estado envolvidas com a qualidade do fruto de
maga e uva, regulando o transporte de &cidos organicos para dentro do vacuolo, e
consequentemente, o acumulo desse acidos esta envolvido com a qualidade do fruto final (DE
ANGELI et al., 2013). O VWVALMT9 mostrou estar relacionado tanto com o transporte de
acido malico(C4HsOs) quanto acido tartarico(CsHeOs), e sua expressao aumenta de acordo
com a maturagdo do fruto, sendo baixa no fruto verde (DE ANGELLI et al., 2013). Ficaram
localizadas nesse clado 5 sequencias de populus, dentre estas as proteinas PoptrALMT19 e
PoptrALMT20 s3o as mais provaveis de estarem relacionadas com o transporte de malato no

vacuolo do fruto.

3.2 Analise sintenica e de duplicacdo dos genes ALMT em P. trichocarpa

Uma das caracteristicas que distinguem as angiospermas dos mamiferos em geral é o
processo de expansdo do genoma, através de duplicagdo e até triplicagdo, e a redugdo da
ploidia, tornando o0 genoma das angiospermas mais complexo estruturalmente que o dos
mamiferos (WANG; PATERSON, 2011). Esse aumento seguido de diminui¢do do tamanho
do genoma foi importante para a criacdo de novas funcGes para 0s genes, chamado de
neofuncionalizagdo, como também para subdivisées das suas atividades bioldgicas,
subfuncionalizagdo, portanto, sendo a duplicacdo genica a fonte primaria para a geragdo de
novos genes (HE; ZHANG, 2005). Durante a evolugdo aproximadamente 8000 pares de
duplicagdes tenham resistidos ao processo de redugdo da ploidia no genoma de populus
(TUSKAN et al., 2006).

Afim de determinar o namero de paralogos da familia ALMT foi realizado uma
analise de microssintenia comparando o genoma de populus com ele mesmo (Figura 2.A), em

seguida determinou-se o numero de duplicagdes (Figura 2.C). Para estabelecer uma
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comparagdo evolutivo e identificar os ortologos foi realizada analise sintenica entre 0s
genomas de populus e Arabidopsis thaliana, dado que essa espécie apresentar o maior

numero de genes caracterizados da familia ALMT (Figura 2.B).
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Figura 2 Analise de sintenia dos genes ALMT no genoma do populus. A identificagdo de oito pares de
paralogos dentro do genoma de populus utilizando microssintenia. B analise sintenica entre a familia
ALMT em populus e o genoma de Arabidopsis thaliana, tendo cinco paralogos sintenicos, C
duplicagées em tandem dos genes ALMT no genoma de populus.
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Na familia de transportadores ALMT foram encontrados 8 pares de paralogos no
genoma do populus. Sendo 5 pares presentes no clado A da arvore filogenética, clado esse
composto maioritariamente por ALMT respondiveis ao estresse de Al. O numero de paralogos
de uma familia de transportadores tende a ser maior quando esta relacionado a estresses
abiéticos (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). A maior concentracdo de paralogos
esta entre os genes PoptrALMT9, PoptrALMT10, PoptrALMT11 e PoptrALMT12, que
filogeneticamente estdo no clado de resposta ao estresse de Al embora nido tenham
apresentado alta similaridade com nenhuma proteina ALMT caracterizada. Também foi
possivel observar a presenga de paralogos no clado B (1 par) e no clado C (2 pares).

O estabelecimento dos ortologos entre o genoma de A. thaliana e o populus é
importante para futuros estudos, uma vez que essa é uma familia de transportadores ainda
pouco caracterizada. Foram encontrados 5 pares de ortologos entre a familia ALMT e o
genoma de A. thaliana. Em relagdo aos membros responsiveis ao Al, 4 genes apresentaram
ortologos com membros da familia ALMT em A. thaliana, entretanto, esses genes ainda nao
foram caracterizados funcionalmente. O gene PoptrALMT20, que segunda a arvore
filogenética esta envolvida com a qualidade do fruto, apresentou 2 ortologos em A. thaliana
(AtALMT4 e o AT1G68600) que ainda nado foram caracterizados funcionalmente. Devido o
gene PoptrALMT13 ser ortologo do AtALMT12, pode-se inferir que esteja relacionado com o
transporte de nitrato e cloridratos nas células guardas.

No genoma de populus as duplicagdes genicas encontradas foram relacionadas
somente ao clado da arvore filogenetica relacionada com o estresse de Al. Foram divididas em
trés grupos, sendo todos os membros desse grupo filogenteicamente proximos do
GMALMTL.

3.3  Expressdo em diferentes bibliotecas dos genes ALMT em P. trichocarpa

Utilizando a plataforma online PopGenlE (SUNDELL et al., 2015) foi realizada uma
analise de expressado da familia ALMT em 24 bibliotecas, 15 dos 20 membros apresentaram
expressao em pelo menos uma das bibliotecas (Figura 3). Os genes PoptrALMTL,
PoptrALMT2, PoptrALMT7, PoptrALMT9 e PoptrALMT12 o0s que ndo apresentaram
expressao em nenhuma das bibliotecas, estando presentes no clado A da arvore filogenética

(Figura 1).
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Figura 3 Perfil de expressdo dos transportadores ALMT. Os dados de expressdo foram analisados
utilizando a plataforma PopGenlE. Genes estdo ordenados de acordo com o seu perfil de expressdo e
coloridos de acordo com a arvore filogenética.

Os genes foram agrupados no mapa de expressao de acordo com o seu perfil de
expressao, sendo que genes que estdo em clados diferentes na arvore filogenética estao
agrupados no mesmo clado no mapa de expressao, isso se deve a diferenca entre as analises
de expressao e filogenéticas. Na arvore filogenética os genes sdo agrupados de acordo com a
sua estrutura proteica primaria, indicando uma afinidade por determinado substrato, enquanto
gue no mapa de expressao 0s genes estao agrupados de acordo com o perfil de expressdo nas
diferentes bibliotecas, correlacionando a sua expressao a um tecido ou estresse envolvido,
portanto, genes que transportam diferentes substratos podem estar envolvidos no mesmo
tecido e/ou no mesmo estresse.

Em relagdo a familia de ALMT responsiveis ao aluminio, 0s membros em populus
demonstraram baixa expressdao em média comparados com outros clados. O unico membro
gue n3o apresentou expressao nas raizes foi o PoptrALMT3, tendo apresentado expressao
elevada em bibliotecas relacionadas a érgaos reprodutivos como: botao floral, flor e ovario. O
PoptrALMT6 mostrou expressao em diferentes bibliotecas, indicando que esta relacionado a
diversas rotas metabdlicas na planta.

Alguns membros da familia de transportadores ALMT estdo relacionados
indiretamente com o efluxo de diferentes compostos. Entre esses compostos pode-se citar o

nitrato e cloreto, importantes moléculas sinalizadoras na planta, envolvidas por exemplo, no
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estagio de dorméncia e germinagao de sementes (ALBORESI et al., 2005). O PoptrALMT14
apresentou alta expressao na biblioteca relacionada a dorméncia das flores, corroborando com
a arvore filogenética que diz que o PoptrALMT14 estd relacionado com abertura e

fechamento do canal iénico.

3.4  Expressdo em diferentes bibliotecas dos genes MATE em P. trichocarpa

Foram identificados 56 transportadores MATE no genoma de Populus trichocarpa
(Apéndice B) que apresentaram similaridade com os 43 membros dessa familia caracterizados
na literatura em diferentes espécies. Em seguida foi possivel subdividir a arvore em clados e
subclados de acordo com a distribuigdo dos transportadores MATE j4 caracterizados (Figura
4). Afim de se obter um maior entendimento das fun¢des dessa familia em populus foi
analisado os 56 MATE de populus contra um banco de dados de transcritos disponivel na
plataforma PopGenlE.org (SUNDELL et al.,, 2015), Desses, apenas 43 apresentaram
expressao nas bibliotecas testadas, tendo 9 com expressao elevada e constitutiva (Figura 5). A
arvore filogenética e o mapa de calor ndo sao suficientes para definir a fungdo biolégica de

uma proteina, mas sao fortes indicares de uma possivel fungao.
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Figura 4 A arvore filogenética mostra a distribuicdo das sequencias de MATE em populus (56
sequencias) junto com outras sequencias de transportadores MATE caracterizados funcionalmente em
outras espécies de plantas (43 sequencias). A arvore esta em escala, com a distancia das ramificacées
nas mesmas unidades que as distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As
distancias evolutivas foram calculadas utilizando o método p-distance. A histéria evolutiva foi

inferida utilizando o0 método Neighbor-Joining com 1000 bootstraps.
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Figura 5 Expressao da familia de transportadores MATE em diferentes bibliotecas. A cor dos genes
corresponde a sua localizagdo na arvore filogenética. Os genes foram agrupados de acordo com o
perfil de expressao.

O clado I (verde escuro), é o clado com maior nimero de membros de populus com
um total de 24 transportadores. Esse clado foi subdividido em 4 subclados, de acordo com o
agrupamento de membros MATE caracterizados. O subclado 1.1 apresentou transportadores
do PoptrMATEL1 até o PoptrMATEDY, sendo agrupados junto com OsPEZ1 e OsPEZ2 que sdo
transportadores de compostos fendlicos envolvidos com a precipitagdo de Ferro (Fe) e
detoxificagdo ao Al em Oryza sativa (BASHIR; ISHIMARU; SHIMO, 2011; ISHIMARU et
al., 2011). O NtMATEZ1 envolvido com o transporte de nicotina na raiz de Nitotiana tabacum
(SHOJI et al., 2009) e 0 ZMMATEZ que esta associado a uma Quantitative trait locus ( QTL)
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em Zea mays relacionada a tolerancia ao Al (MARON et al., 2010), sses genes apresentaram
majoritariamente expressao na raiz. Entretanto, no clado 1.1 somente o PoptrMATES
apresentou expressao na raiz e os demais apresentaram expressao elevadas em bibliotecas
relacionadas a parte aérea da planta, principalmente folha e flor. No clado 1.2 estdo 3
membros de populus (PoptrMATEL0, PoptrMATE11l e PoptrMATE12) que apresentaram
expressao quase que constitutivamente em diversas bibliotecas. Além desses membros
caracterizados no transporte de flavonoides no vacuolo também agruparam nesse subclado,
AtTT12 de A. thaliana (DEBEAUJON et al., 2001), BrTT12 de Brassica rapa (CHAI et al.,
2009), MtMATE1 de Medicago truncatula (ZHAO; DIXON, 2009), MAMATE 1 e
MdMATE2 de Malus domestica (FRANK et al., 2011).

Alguns membros dessa familia estdo envolvidos com diferentes rotas metabélicas, o
OsMATE1 quando foi superexpresso em A. thaliana provocou diversas alteragées
morfoldgicas e fisiologicas, com destaque para resposta negativa ao estresse biético (TIWARI
et al., 2014). Esse transportador ficou agrupado, subclado 1.3, junto com PoptrMATEL3,
PoptrMATE14, PoptrMATE15 e PoptrMATE16, sendo o PoptrMATEL13 o unico que
apresentou expressao nas bibliotecas testadas, demonstrando ser altamente expresso em
diferentes tecidos e em reposta a diferentes estresses. Em contrapartida, no subclado 1.4
agrupou-se transportadores localizados no vacuolo que transportam alcaloides, como é o caso
do CJMATE1 de Coptis japonica (TAKANASHI et al., 2017) e NtJAT2 de N. tabacum
(SHITAN et al., 2014), ou no transporte de flavonoides como MtMATE2 de Medicargo
truncatelo (ZHAO et al., 2011) , AtFFT de A. thaliana (THOMPSON et al., 2010), VVAM1 e
VVAM?2 de Vitis vinifera (PEREZ-DIAZ et al., 2014). Sendo que nesse subclado ficou
agrupado 8 MATE de populus, dentre esses 0 PoptrMATE18, PoptrMATE21 e PoptrMATE22
apresentaram expressao constitutiva e o0 PoptrMATE23 apresentou expressao baixa em todas
as bibliotecas e o PoptrMATE19 foi mais responsivel a seca.

O clado 11, de cor mostarda, possui 12 membros de populus e 3 ja caracterizados. O
AtADX1 demonstrou estar envolvido com o transporte de alcaloides e compostos téxicos (LI
et al.,, 2002). O OsMATE1, assim como o OsMATE2, demonstra estar envolvido em
diferentes rotas do crescimento e desenvolvimento da planta (TIWARI et al.,, 2014). O
NtJATL estd relacionado com o transporte de nicotina na planta (MORITA et al., 2009). De
acordo com os dados de expressdao em diferentes bibliotecas, a maior parte dos genes de

populus desse clado apresentou aumento da expressao em biblioteca de sementes maduras e
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flor em expansdo. O PoptrMATE28 também mostrou elevada expressdao em biblioteca de
choque mecanico.

O clado 111, apresenta 5 genes de populus agrupados com um transportador MATE
caracterizado, o0 AtALF5 que é responsavel pela defesa da planta contra compostos téxicos
que entram em contato com a raiz de A. thaliana (DIENER; GAXIOLA; FINK, 2001). Os
genes PoptrMATE37, PoptrMATE38 e PoptrMATE39 apresentaram aumento da expressao
em bibliotecas de ataque de besouro e 0 PoptrMATE38 e PoptrMATE39 apresentaram maior
expressao em biblioteca de dano mecanico. Todos 0s genes apresentaram expressao nas
raizes, entretanto, a expressao foi maior na parte aérea do que na raiz. Assim, esse clado pode
estar envolvido com a defesa contra compostos téxicos na raiz, mas também pode ter essa
fungdo na parte aérea da planta.

O clado IV apresentou 8 sequencias do genoma de populus préximas
filogeneticamente de 3 MATE caracterizados na literatura como, responsaveis pela
homeostase de Fe (AtBCD1) (SEO et al.,, 2012), efluxo de acido abscisico (AtDTX50)
(ZHANG et al., 2014) e com mecanismos de defesa da planta (AtADS1) (SUN et al., 2011)
em A. thaliana. Em condicGes de estresse osmaético, como alta salinidade e seca, um grande
namero de genes envolvidos no processo de tolerancia e resposta ao estresse sao ativados
devido ao acumulo de &cido abscisico (ABA), sendo um horménio chave na sinalizagado
(YOSHIDA; MOGAMI; YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2014). Os genes PoptrMATE45 e
PoptrMATE47 apresentaram a maior expressdao em bibliotecas relacionadas ao estresse
hidrico, podendo esses genes estarem relacionados com o transporte de acido abscisico. O
PoptrMATE45 também apresentou elevada expressdao em resposta a ataque de besouro e
danos mecanicos. Todos 0s genes de populus desse clado apresentaram aumento da expressao
em bibliotecas de expansao de folhas jovens.

O clado V apresentou 7 sequencias de populus que apresentaram alta similaridade
filogenética com 19 sequencias caracterizadas de populus. Esse é um dos clado de maior
concordancia na arvore, em relagao ao substrato transportado, devido a grande quantidade de
membros da familia MATE caracterizados. Esse clado foi subdividido em dois subclados
sendo eles: clado V.1 que possui 2 sequencias de populus e um MATE caracterizado como
transportador de acido salicilico em A. thaliana (AtEDS5)(NAWRATH et al., 2002) e o clado
V.2 que apresenta diversos genes caracterizados como transportadores de citrato tanto em

resposta ao aluminio presente no solo quando ao defict de Fe, além de, 5 sequencias de
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populus. No subclado V.1 o gene PoptrMATESO0 apresentou a maior expressao em bibliotecas
de RNA-seq de folhas maduras, e por ter alta identidade com o gene AtEDS5, deve ser o
responsavel pelo transporte de acido salicilico. No mesmo subclado, o gene PoptrMATES1
apresentou expressao maxima em bibliotecas de estresse hidrico. No subclado V.2 todos os
genes de populus apresentaram elevada expressao em biblioteca de semente madura. Os genes
PoptrMATES5 e PoptrMATES6 apresentaram elevada expressao nas bibliotecas de choque

mecanico e em flores expandidas.

3.5  Rede de correlacdo entre os membros da familia MATE e ALMT em P.
trichocarpa

Foi obtido uma rede de correlacdo entre os membros da familia MATE e da familia
ALMT (Figura 6), ambos em P. trichocarpa, correlacionando-os em 24 bibliotecas publicas,
disponiveis no banco de dados PlantGenlE.org (SUNDELL et al., 2015), através do método
de Pearson utilizando uma correlagdo de p > |0,7|. A espessura das linhas que conectam o0s
genes é proporcional ao grau de correlagdo entre os genes, sendo a linha fina uma correlagao
mais préxima de |0,7] e a mais grossa uma correlagdo préxima de |1|. A rede de correlagdo
entre as familias de transportadores é importante para ter um entendimento de como elas estao
conectadas e entender como o0s membros das familias de transportadores estdo

correlacionados.
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Figura 6 Rede de correlagdo entre as familias de transportadores MATE e ALMT e expressao em
diferentes tecidos dos transportadores de acidos organicos correlacionados ao estresse de Al. A Rede
de correlagdo entre os membros das familias ALMT e MATE construida utilizando correlagdo de
Pearson com correlagdo minima de |0,7|. B Expressao relativa em diferentes tecidos dos membros das
familias MATE e ALMT respondiveis ao estresse de aluminio e correlacionados entre si. A cor dos
genes é correspondente a localizagdo na arvore filogenética.

A rede de correlagdo entre as familias de transportadores apresentou 32 membros
MATE e 13 membros ALMT que apresentaram correlagdo superior a minima com outro
membro de ambas as familias. Esta rede demonstrou que embora a maioria dos
transportadores estejam correlacionados em algum grau, o que indica um forte envolvimento
em rotas metabdlicas semelhantes, foi possivel observar também a geragdo de redes de
canexdes isoladas, fornecendo indicio de que essas estdo envolvidas com rotas mais
especificas. Na correlagdo entre a familia MATE e ALMT é possivel observar a formagao de 4

subgrupos de genes, um maior contendo 25 genes, sendo 17 MATE e 8 ALMT, uma menor
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(lado direito) com 10 MATE e 4 ALMT, e duas pequenas contendo 3 genes cada, sendo uma
delas composta exclusivamente por MATE.

Em uma das pequenas redes encontram-se genes proximos filogeneticamente como
0s genes PoptrMATEL, PoptrMATE2 e PoptrMATES, sendo eles candidatos a transportar
alcaloides e compostos fendlicos, e na outra, genes mais distantes como o PoptrMATEL9,
PoptrALMT13 e PoptrMATEL15, envolvidos no transporte de alcaloides, abertura e
fechamento estomatico e desenvolvimento e crescimento da planta, respectivamente. Outro
grupo de genes que apresentou poucas conexdes, contém o0s genes PoptrMATEA4,
PoptrMATEG e PoptrMATE7 da familia MATE, relacionados com o transporte de metabolitos
secundarios, e os da familia ALMT PoptrALMT4, PoptrALMT14 e PoptrALMT18, envolvidos
com estresse de Al, abertura e fechamento estomatico e qualidade do fruto, respectivamente.

Uma rede composta de 10 membros da familia MATE e 4 da familia ALMT ficou
separada dos demais membros. Os membros da familia MATE estdo relacionados a
mecanismos de defesa da planta, assim como, transporte de acido abscisico, manutengdo da
homeostase de Fe e transporte de citrato em resposta a toxidez de Al. Os membros da familia
ALMT estao relacionados ao transporte de malato em resposta a presenca de Al téxico no
solo. Portanto é possivel concluir que essas duas familias estdo envolvidas no processo de
resposta ao Al. Assim é possivel relacionar esses genes ao estresse de Al, uma vez que, na
presenca de Al toxico é observado deficiéncia na absor¢do de Fe e, consequentemente,
liberagdo de acidos organicos para neutraliza o Al (KOCHIAN et al., 2015). Bem como em
eucalipto, foi observado que ocorre o acumulo de Al nas folhas velhas, sendo essa folha
eliminada através da abscisisao foliar posteriormente (SILVA et al., 2004).

Foi analisada a expressao dos genes: PoptrALMT10, PoptrALMT11, PoptrMATES3 e
PoptrMATES4, em diferentes tecidos de P. trichocarpa afim de observar qual o
comportamento de expressdo desses genes na planta. Uma vez que, esses foram 0s genes
relacionados ao estresse de Al que apresentaram a maior grau de correlagdo na rede de co-
expressao. Foram analisados a expressao relativa desses genes nos seguintes tecidos: folhas
jovens e maduras, nd, entrend e raiz. Foi possivel observar que ambos os membros da familia
ALMT apresentaram elevada expressao na raiz assim como o0 PoptrMATE54. O
PoptrALMT10 foi o anico que apresentou maior expressao nas folhas maduras em relagdo as

jovens, enquanto que nos outros transportadores nao houve diferengas significativas entre a
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idade dos tecidos foliares. O PoptrMATES3 apresentou elevada expressao no entrend, e baixa

expressao nas folhas.

3.6 Rede de correlagao entre os genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4 em bibliotecas
de P e Al
Os genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4 foram avaliados em bibliotecas de Al

e P afim de determinar quais genes estavam correlacionados a eles, utilizando correlagao de
Spearman com p > |0,8|, nos tecidos de raiz e folha (Figura 7). Foi observado que em na
deficiéncia de fosforo, houve um comportamento diferente entre esses genes na folha e na
raiz. Na raiz, tanto da deficiéncia de fosforo quanto na toxidez de Al o PoptrALMT10
apresentou um maior namero de genes correlacionados, em compensacdo na folha o
PoptrMATES4 apresentou maior numero de genes correlacionados na parte area.

Na raiz exposta a baixa concentracao de fosforo o gene PoptrALMT10 apresentou
2757 genes conectados a ele e 0 gene PoptrMATES4 apenas 680 genes conectados, sendo que
nao houve genes em comum entre 0 membro da familia ALMT e o membro da familia
MATE. Em contrapartida, sob o mesmo estresse na folha foi observado um numero bem
menor de genes correlacionados aos dois membros dessas familias sendo que, 0 gene
PoptrALMT10 apresentou 49 genes correlacionados enquanto que o PoptrMATE54

apresentou 85 genes conectados, sendo que 3 eram em comum entre 0s dois.
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Figura 7 Rede de correlagdo entre os genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4 nos estresses de P e Al.
No estresse de fosforo foram analisados dois tecidos: folha e raiz. No estresse de aluminio somente
raiz. A rede de correlagao foi construida utilizando correlagdo de spearman com correlagdo minima de

10.8.

Na deficiéncia de fosforo quanto na toxidez de Al, na raiz, o PoptrALMT10

apresentou um maior namero de genes correlacionados, em compensacdo na folha o

PoptrMATES4 apresentou maior namero de genes correlacionados na parte area. Em A.
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thaliana o AtALMT1 é o responsavel por conferir tolerancia ao Al, embora 0 AtMATE
auxilia com uma pequena contribuicdo na tolerancia (LIU et al., 2009). Os genes
PoptrALMT10 e PoptrMATES4 sé apresentaram genes correlacionados em comum na raiz em
estresse de Al, embora é bem estabelecido na literatura que a toxidez de Al estd intimamente
relacionada com a deficiéncia de fosforo (CARVALHO et al., 2016; KOCHIAN et al., 2015;
RYAN; DELHAIZE, 2001).

Quando a raiz foi exposta ao aluminio foi observado um perfil diferente em
comparagdo com o fosforo. O gene PoptrALMT10 apresentou 203 genes conectados a ele,
enquanto que o PoptrMATES4 conteve 81 genes. Todavia 0 mais interessante é o numero de
genes que eles compartilharam, 35 genes dos quais 3 sao fatores de transcrigao: Trihellix, NF-
YB e bHLH. Uma das familias de fatores de transcricdao predominantes no estresse de Al em
A. thaliana foi bHLH (KUMARI; TAYLOR; DEYHOLOS, 2008). Além disso, essa familia é
essencial na regulagdo genica em Oryza sativa em deficiéncia de Fe (OGO et al., 2007).

Os genes que apresentaram em conexdes com PoptrMATES4 e PoptrALMT10 estao
relacionados principalmente com o transporte de primario e secundario de ions através da
membrana, maioritariamente, do nacleo, citoplasma e vacuolo, respectivamente (Apéndice
C). Portanto, é possivel afirmar que os genes PoptrALMT10 e PoptrMATES4 compartilham
uma maquinaria de genes associados para contribuir no estresse de Al, enquanto que no

estresse de P, eles atuam de modo isolado.

4 CONCLUSAO

Foi possivel fornecer informagées filogenéticas, sintenicas e de perfil de expressao
de membros da familia ALMT em P. thrichocarpa. Assim como, correlacionar as duas
principais familias de transportadores de acidos organicos, MATE e ALMT, sendo um
indicativo que, embora transportem diferentes substratos, podem estar envolvidos na mesma
rota metabdlica. Também foi possivel observar que embora o estresse de Al esteja
normalmente associado a deficiéncia de P, os genes PoptrALMT10 e PopMATES54 nao
apresentam correlagdo com genes em comum na folha, e apenas 3 genes na raiz sob estresse
de P, sendo que no estresse de Al eles apresentaram 35 genes, sendo 3 fatores de transcrigao.
Além disso, o nimero de genes associados ao PoptrALMT10 é maior na raiz, enquanto que,

PoptrMATES54 é maior nos tecidos foliares.
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APENDICE A - Lista de membros da familia ALMT em Populus trichocarpa

Conserved domain

Transmembrane Aminoacidic

Name Gene Accession Short name domain number
PoptrALMT7  Potri.016G070000 pfam11744 ALMT 6 474
PoptrALMT8  Potri.006G203100 pfam11744 ALMT 5 505
PoptrALMT6  Potri.016G070100 pfam11744 ALMT 5 487
PoptrALMT4  Potri.009G017800 pfam11744 ALMT 6 483
PoptrALMT3  Potri.001G217200 pfam11744 ALMT 6 451
PoptrALMT5  Potri.009G017900 pfam11744 ALMT 5 466
PoptrALMT1 Potri.001G217400 pfam11744 ALMT 5 450
PoptrALMT2  Potri.001G217300 pfam11744 ALMT 4 476
PoptrALMT9  Potri.001G085900 pfam11744 ALMT 6 498

PoptrALMT11 Potri.002G174600 pfam11744 ALMT 7 491
PoptrALMT10 Potri.003G145000 pfam11744 ALMT 7 510
PoptrALMT13 Potri.001G144300 pfam11744 ALMT 5 528
PoptrALMT12 Potri.014G101200 cl26164 ALMT. 5 424
superfamily
PoptrALMT14 Potri.002G054300 pfam11744 ALMT 6 424
PoptrALMT15 Potri.005G208500 pfam11744 ALMT 6 425
PoptrALMT20 Potri.008G118600 pfam11744 ALMT 6 555
PoptrALMT16 Potri.001G097300 pfam11744 ALMT 6 541
PoptrALMT19 Potri.015G053400 pfam11744 ALMT 7 630
PoptrALMT18 Potri.010G127400 pfaml11744 ALMT 5 393
PoptrALMT17 Potri.003G134100 pfaml11744 ALMT 7 513




APENDICE B - Lista de membros da familia MATE em Populus trichocarpa

Conserved Domain

Transmembrane Aminoacidic

Name Gene Accession Short name domain number
PoptrMATE1 Potri.011G002800 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 501
PoptrMATE2 Potri.011G002700 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 500
PoptrMATE3  Potri.011G002900 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 499
PoptrMATE4  Potri.004G016400 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 499
PoptrMATES  Potri.011G002600 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 516
PoptrMATE6 Potri.014G153100 ¢d13132 MATE_eukaryotic 12 503
PoptrMATE7 Potri.011G002200 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 508
PoptrMATE8  Potri.011G002500 ¢d13132 MATE_eukaryotic 12 513
PoptrMATE9 Potri.011G002400 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 513

PoptrMATE10 Potri.002G055100 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 423
PoptrMATE11l Potri.005G207600 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 505
PoptrMATE12 Potri.005G207500 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 505
PoptrMATE13 Potri.002G102100 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 492
PoptrMATE14 Potri.002G102000 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 486
PoptrMATE15 Potri.007G010200 c¢d13132 MATE_eukaryotic 11 521
PoptrMATE16 Potri.005G160700 c¢d13132 MATE_eukaryotic 12 488
PoptrMATEL17 Potri.002G132300 ¢l09326 MATE_| |_ke 2 157
superfamily
PoptrMATE18 Potri.019G063500 c¢d13132 MATE_eukaryotic 13 556
PoptrMATE19 Potri.008G187100 ¢d13132 MATE_eukaryotic 12 504
PoptrMATE20 Potri.012G125700 ¢l09326 MATE_| |_ke 1 120
superfamily
PoptrMATE21 Potri.015G147600 ¢d13132 MATE_eukaryotic 12 506
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PoptrMATEZ22
PoptrMATE?23

PoptrMATE?24
PoptrMATE?25
PoptrMATE?26
PoptrMATEZ27
PoptrMATE?28
PoptrMATEZ29
PoptrMATE30
PoptrMATE31

PoptrMATE32

PoptrMATE33
PoptrMATE34
PoptrMATE35
PoptrMATE36

PoptrMATE37

PoptrMATE38
PoptrMATE39
PoptrMATE40
PoptrMATE41
PoptrMATE42
PoptrMATE43
PoptrMATE44
PoptrMATE45

Potri.012G144900
Potri.014G086800

Potri.002G161200
Potri.010G116700
Potri.010G117000
Potri.008G126500
Potri.010G116900
Potri.004G093400
Potri.004G094700
Potri.019G075800

Potri.013G101500

Potri.017G120500
Potri.004G094800
Potri.004G094900
Potri.017G120600

Potri.004G016600

Potri.011G117100
Potri.011G117300
Potri.011G117400
Potri.011G117200
Potri.013G115600
Potri.019G086100
Potri.016G134800
Potri.002G107200

cd13132
09326

cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132

cl09326

cd13132
cd13132
cd13132
cd13132

cl09326

cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13132

MATE_eukaryotic
MATE_like
superfamily

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic
MATE_like
superfamily

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic
MATE_like
superfamily

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

MATE_eukaryotic

12

12
12
12
12
12
12
12
10

12

13
12

12
12
11
10
12
12
10
11

515
171

544
481
485
467
402
475
475
390

203

479
380
478
501

88

485
489
476
385
502
501
475
555
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PoptrMATE46
PoptrMATE47
PoptrMATE48
PoptrMATE49
PoptrMATES0
PoptrMATES1
PoptrMATES2
PoptrMATES3
PoptrMATES4
PoptrMATES5
PoptrMATES6

Potri.007G043100
Potri.003G121400
Potri.012G133500
Potri.015G135600
Potri.009G122600
Potri.009G122900
Potri.016G126000
Potri.009G061100
Potri.001G266900
Potri.016G053600
Potri.009G053700

cd13132
cd13132
cd13132
cd13132
cd13136
cd13136
cd13136
cd13136
cd13136
cd13136
cd13136

MATE_eukaryotic
MATE_eukaryotic
MATE_eukaryotic
MATE_eukaryotic
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like
MATE_DinF_like

12
12
12
11
12
10
10
12
12
13
12

526
526
518
554
473
483
608
548
536
511
514
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APENDICE C - Anotac&o dos genes correlacionados tanto ao PoptrALMT10 quanto ao

PopMATEDS4 atraveés da ferramenta BLAST2GO.
GO Distribution by Level (5) - Top 20

Biological Process

response to other organism
response to lipid
organic cyelic compound biosynthetic process
aromatic compound biosynthetic process
oxoacid metabolic process
response to salt stress
ion transport
defense response to other organism
response to alcohol
cellular response to oxygen-containing compound
response to abscisic acid
reproductive system development
cellular protein metabolic process
protein modification process
phyllome development
cellular response to hormone stimulus
macromolecule modification
heterocycle biosynthetic process
transmembrane transport
cellular nitrogen compound biosynthetic process
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ion transmembrane transporter activity
secondary active transmembrane transporter acti..
metal ion binding
DNA binding
regulatory region nucleic acid binding
purine ribonucleoside triphosphate binding
oligopeptide transporter activity
hydrolase activity, acting on acid anhydrides, ...
transcriptional activator activity, RNA polymer...
purine nucleoside binding
heme binding
ribonucleoside binding
phosphotransferase activity, alcohol group as a...
purine nucleotide binding
purine ribonucleotide binding
kinase activity
protein heterodimerization activity
nucleobase-containing compound transmembrane tr...
carboxy-lyase activity

Component Celular |Molecular Function

nucleus
cytosol
vacuole
plastid
plant-type cell wall
Golgi membrane
plant-type vacuocle membrane
cytoplasmic vesicle
trans-Golgi network
late endosome
Golgi subcompartment
nucleoplasm
chloroplast part
chloroplast membrane
nuclear transcription factor complex
mitochondrion
perinuclear region of cytoplasm
ribonucleoprotein granule
nuclear lumen
early endosome
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ANALISE GLOBAL DA FAMILIA DE TRANSPORTADORES MATE EM Eucalyptus
grandis

RESUMO

Eucalyptus (familia das Myrtaceae) é uma género que apresenta impacto econéomico
tanto no Brasil quanto no mundo. Os produtos advindos do eucalipto merecem destaque, do
caule extrai, a madeira e celulose, e da folha, esséncias e farmacos. A familia de
transportadores MATE (multidrug and toxic compound extrusion) é responsavel pelo
transporte tanto de compostos do metabolismo primarios quanto secundario. Portanto, afim de
elucidar essa familia em eucalipto foi realizada analises filogenéticas, sintenicas e de
expressao para fornecer indicativos da provavel fungcdo das proteinas MATE. Com 0 mesmo
intuito, foi realizado estudos de correlagdo para fornecer uma base teérica dos fatores de
transcrigdo correlacionados com genes, bem como a interagdo entre os proprios membros da
familia. Dessa maneira, foram identificados 58 membros da familia de transportadores MATE,
dos quais 55% estavam duplicados e 40% apresentam expressao constitutiva, sendo que 20
membros apresentaram ortologos em A. thaliana. Em eucalipto, 32 MATE foram fortemente
associados com familias de fatores de transcrig¢do, tanto positivamente: MYB, bHLH e C2H2;
como negativamente: MIKC_MADS e M _type_ MADS. Os genes correlacionados com 0s
MATE em eucalipto estdo envolvidos principalmente em processos: metabolicos e celulares,
sendo que 43 MATE estdo correlacionados entre si, tanto positivamente quanto
negativamente. Dos 58 MATE de eucalipto apenas 15 nao apresentaram correlagdo com
nenhum outro membro da familia, mostrando que alguns membros estdo envolvidos em rotas
metabdlicas mais especificas. Portanto, esse trabalho serve elucidar a familia MATE em
eucalipto bem como fornece informagdes para a maior compreensdo da familia e vir a ser
utilizado no futuro para o melhoramento genético.

Palavra-chave: Filogenia. Sintenia. RNA-seq. Rede de correlagao.
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GENOME-WIDE ANALYSIS OF THE MATE TRANSPORTERS FAMILY IN Eucalyptus
grandis

ABSTRACT

Eucalyptus (family of Myrtaceae) is a genus that has economic impact both in Brazil and
in the world. The products derived from eucalyptus stand out, from the stem extracts, the
wood and cellulose, and the leaf, essences and drugs. The family of transporters MATE
(multidrug and toxic compound extrusion) is responsible for transport compounds in both
primary and secondary metabolism. Therefore, in order to elucidate this family in eucalyptus,
phylogenetic, syntenic and expression analyzes were performed to provide indications of the
probable function of MATE proteins. With the same intention, correlation studies were
carried out to provide a theoretical basis of the transcription factors correlated with genes, as
well as the interaction among the family members themselves. In this way, 58 members of the
MATE transporter family were identified, of which 55% were duplicates and 40% presented
constitutive expression, and 20 members presented orthologs in A. thaliana. In eucalyptus, 32
MATE were strongly associated with families of transcription factors, both positively: MYB,
bHLH and C2H2; as negatively: MIKC_MADS and M_type_MADS. The genes correlated with
MATE in eucalyptus are mainly involved in: metabolic and cellular processes, and 43 MATE
are correlated with each other, both positively and negatively. Of the 58 MATE of eucalyptus,
only 15 showed no correlation with any other family member, showing that some members
are involved in more specific metabolic pathways. Therefore, this work serves to elucidate the
MATE family in eucalyptus as well as provides information for the greater understanding of
the family and to be used in the future for breeding.

Keyword: Phylogeny. Synteny. RNA-seq. Network.
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1 INTRODUCAO

Eucalyptus (familia das Myrtaceae) é um género nativo da Australia, apresentando
tanto diversidade no numero de espécies, mais de 700 espécies catalogadas, quanto em
aplicagdes (ANDRADE, 1961). O plantio de florestas, principalmente aquelas utilizando o
género Eucalyptus, possuem um impacto na economia mundial. Em 2016 o Brasil possuia
7,84 milhdes de hectares de area plantadas com arvores onde 5,7 milhdes de hectares eram
ocupados por eucaliptos (72%). Tendo no mesmo ano uma receita de US$8,9 bilhdes com
exportacdo madeireira, sendo responsavel por 6,2% do PIB do Brasil (IBA, 2017).

O eucalipto além de ser utilizado para a industria de madeira, carvdo e celulose
também exercer uma série de servigos secundarios através dos éleos essenciais, como por
exemplo, inseticida, fungicida e bactericida (BROOKER; KLEINING, 2006; DE SOUZA;
FAVERO, 2015; QUATRIN et al., 2017). Além disso, para industria farmacéutica e de
perfumaria o eucalipto se destaca em relagao a outras lenhosas, devido a qualidade superior
de seu oleo e a sua vasta aplicabilidade (SILVA et al., 2015). Assim, os metabolitos
secundarios apresentam impacto na cultura do eucalipto por estarem envolvidos tanto nos
aspectos fisiologicos: desenvolvimento, comunicagdo com outras espécies e adaptacdo a
estresses ambientais, como agregando valor econémico.

A familia de transportadores MATE, multi drug and toxic compound extrusion,
responsavel pelo transporte de substratos relacionados ao metabolismo primario quanto
secundario, estd presente em todos os reinos (HVORUP et al.,, 2003; TAKANASHI;
SHITAN; YAZAKI, 2014). Diversos membros dessa familia foram caracterizados em plantas,
transportando diferentes substratos em resposta a diferentes estimulos, como por exemplo,
detoxificagdo de metal pesado (LI et al., 2002), resisténcia a doencas (ISHIHARA et al.,
2008; SUN et al., 2011), tolerancia a estresse de Al (KOCHIAN et al., 2015; LIU et al., 2009,
2016; MAGALHAES et al., 2007; YOKOSHO et al., 2009), absor¢io de Fe (GREEN, 2004;
ZHANG et al., 2017), transporte de metabolitos secundarios: alcaloide (SHOJI et al., 2009),
flavonoides (ZHAO; DIXON, 2009) e antocianinas (PEREZ-DIAZ et al., 2014), assim como
horménios vegetais (SERRANO et al., 2013; YAMASAKI et al., 2013).

Apesar da diversidade tanto de atividade quanto do substrato a ser transportado a
familia MATE apresenta algumas caracteristicas em comum. O MATE é um transportador

secundario, utilizando um gradiente eletroquimico de Na* ou H" como forca motriz, sendo
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assim, ele realiza o transporte no sentido citoplasma para apoplasto ou para vacuolo
(TAKANASHI; SHITAN; YAZAKI, 2014). Em relagdo a proteina, os membros dessa familia
apresentam aproximadamente 500 residuos de aminoacidos, 12 dominios transmembranares e
com uma identidade proteica  proxima dos 40% entre os membros da familia
(MAGALHAES, 2010). Outra caracteristica comum dessa familia é a presenca do dominio
conservado MATE-like superfamiy (cl09326), regido onde apresenta maior identidade entre os
membros (MARCHLER-BAUER et al., 2017).

Em Eucalyptus spp. Submetidos ao estresse de Al ja foram caracterizados membros da
familia MATE responsaveis pelo transporte de citrato na raiz sobe o estresse de aluminio: 4
membros em E. camaldulensis (SAWAKI et al., 2013), e 1 membro E. urograndis (SAWAKI
et al., 2014), sendo o ECMATEL e o EQUMATEL os unicos a serem respondiveis ao Al. Logo é
necessario o estudo mais geral dessa familia genica para fornecer subsidios para o programa
de melhoramento, uma vez que nao esta somente relacionada ao estresse de Al. Assim, o
estudo da familia MATE em eucalipto se justifica pelo impacto econémico da cultura e ampla
gama de processos biolégicos que essa familia esta envolvida. Isso posto, foram identificados
58 membros da familia de transportadores MATE, dos quais 43 demonstram compartilhar das
mesmas rotas biolégicas. Além disso, foi possivel, com base nos membros caracterizados na
literatura e as analises filogenéticas e sintenicas, prover indicios da provavel fungdo e
afinidade de substrato desses transportadores. Portanto, essas informagées servem como base

para estudos mais aprofundados dessa familia em eucalipto.

2 MATERIAS E METODOS

2.1  Caracterizacdo da familia MATE em E. grandis

Por meio do banco de dados do National Center for Biotechnology Information

(NCBI, ncbi.nlm.nih.gov), foram obtidas as sequéncias proteicas dos genes ja caracterizados

da familia de transportadores MATE em diferentes espécies. Estas sequéncias foram utilizadas
para identificar homaélogos em banco de dados de E. grandis disponiveis no Phytozome

(phytozome.jgi.doe.gov), onde foram efetuadas buscas por genes homélogos a partir da

ferramenta BLASTp (Basic local alignment search tool), utilizando como critérios, identidade

maior que 50% e e-valor menor que 1e.
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Para identificar a similaridade com a familia MATE foi realizada uma analise do
dominio conservado, onde as sequencias que sairam de resultado do BLAST foram
submetidas a 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.cai)
(MARCHLER-BAUER et al., 2017).

Para identificagdo do namero de dominios transmembranares foi utilizado a ferramenta

HMMTOP (http://www.enzim.hu/hmmtop/index.php) (TUSNADY; SIMON, 1998), sendo

preditos 0 numero e a posi¢do dos dominios transmembranares de cada proteina.

2.2  Analises filogenéticas e sintenicas

As sequéncias proteicas de eucaliptos (58 sequencias) e a dos MATE caracterizados na
literatura (43 sequencias) foram submetidas aos softwares MEGA 7 (www.megasoftware.net)
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016), para a realizagdo do alinhamento proteico e

construgao da arvore filogenética do tipo neighbor joining com bootstrap 1000 repeti¢des. Os
grupos e subgrupos foram selecionados manualmente com base na distribui¢do dos MATE
caracterizados.

Para identificagdo dos blocos sintenicos foram realizadas comparagées entre o genoma

de eucalipto (E. grandis x E. grandis) e com o genoma de arabidospsis (E. grandis x A.

thaliana), utilizando o algoritmo SynMap (https://genomevolution.org/coge/SynMap.pl)
(LYONS et al., 2008), através do algoritmo DAGchainer (HAAS et al., 2004) utilizando a
opgdo de ordem de gene relativa com um minimo de 5 pares de genes alinhados e uma
distancia maxima de 20 genes entre duas combinagdes. Foi utilizado QuotaAlign para fundir
blocos sintenicos adjacentes (HAUG-BALTZELL et al., 2017). Para determinar as
duplicagées genicas foi utilizado o algoritmo Blast2raw disponivel nas ferramentas do CoGe

(https://genomevo-lution.org/coge/) (LYONS; FREELING, 2008).

2.3 Perfil de expressdo dos genes MATE

A expressao absoluta dos 58 genes de E. grandis pertencentes a familia de
transportadores MATE foi determinada através de dados publicos de RNA-seq (Apéndice A),

utilizando o alinhador Salmon (PATRO et al., 2017) e o transcriptoma primario de E. grandis
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disponivel no Phytozome (phytozome.jgi.doe.gov) . Os dados de cambio, xilema em

desenvolvimento,folha jovem, folha adulta, folhas infestadas, folhas controle, raiz controle e
raiz com elevado CO, foram obtidas no banco SRA, sendo mostrado no grafico a média
aritmética da quantificacdo dos transcritos obtidos em cada uma repeticao dessas bibliotecas.
O grafico do perfil de expressao foi construido utilizando o pacote heatmap disponivel no

banco de dados Biocondutor (https://bioconductor.orq).

2.4  Correlacéo dos genes MATE

Foram alinhadas utilizando Salmon (PATRO et al., 2017) 51 bibliotecas de RNA-seq
(Apéndice A), contra o transcriptoma primario de E. grandis. A correlagdo de expressao entre
os transportadores MATE com o transcriptoma foi realizada utilizando correlagdo de
Spearman com um coeficiente de correlagdo p> |0,85|. E a correlagdo entre os préprios
transportadores MATE foi utilizado coeficiente p> |0,7|.

As sequencias de nucleotideos dos transcritos que apresentaram coeficiente de
correlagdo p> |0,85| com os transportadores MATE foram analisadas utilizando a ferramenta

Transcription Factor Prediction disponivel no PlantTFDB 4.0

(http://planttfdb.cbi.pku.edu.cn/prediction.php) (JIN et al., 2017). A rede de coexpressao de
fatores de transcrigao foi construida utilizando somente os transcritos que foram categorizados
como fatores de transcrigdo e 0s genes MATE. Sendo que para a visualizagdo de todas as

redes de correlagao foi utilizado o software Cytoscape (CLINE et al., 2007).

2.5  Enriguecimento dos dados utilizando BLAST2GO

O enriquecimento dos genes que apresentaram correlagao p> |0,7| foi realizado através
do protocolo do BLAST2GO(CONESA et al., 2005). Utilizando o algoritmo InterProScan
(ZDOBNOV; APWEILER, 2001) para determinagdo dos motivos das sequéncias e seus

dominios conservados.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1  Analise filogenética da familia de transportadores MATE em E. grandis

Foram identificados 58 membros da familia de transportadores MATE em E. grandis
(Apéndice B) que apresentaram homologia através de alinhamento proteico com 43
sequencias desta familia caracterizadas funcionalmente em outras espécies de plantas. A
arvore foi dividida em trés clados ou 7 subclados, sendo a categorizacdo dos clados feita com

base no substrato transportado e na funcionalidade dos MATE caracterizados na literatura
(Figura 1).
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Figura 1 Filogenia da familia de transportadores MATE. Todas as sequencias proteicas dos
transportadores MATE encontradas em eucalipto (58 sequencias) agrupadas conjuntamente com
outros transportadores MATE caracterizados funcionalmente em outras espécies de plantas (43
sequencias). A arvore esta em escala, com a distancia das ramificagdes nas mesmas unidades que as
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética. As distancias evolutivas foram
calculadas utilizando o método p-distance. A histéria evolutiva foi inferida utilizando o método
Neighbor-Joining com 1000 bootstraps.

O grande numero de membros da familia de transportadores MATE pode ser resultado

de duplicagdes genéticas ocorridas durante a evolugao das plantas (CANNON et al., 2004). O
nuamero de membros encontrados em E. grandis condiz com o valor encontrados na literatura
para outras espécies de plantas: 45 em Oryza sativa (WANG et al., 2017), 56 em A. thaliana
(LI et al., 2002), 67 em Solanum lycopersicum (SANTOS et al., 2017), 70 em Medicago
truncatula (WANG et al., 2017), 71 em Populus trichocarpa (LI et al., 2017) e 117 em
Glycine max (LIU et al., 2016). Em vista do alto numero de membros, um ponto de partida

para a determinagdo da afinidade por substrato ou atividade da proteina é através de
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alinhamentos proteicos e a construgao da arvore filogenética com membros ja caracterizados
funcionalmente.

O clado A (verde) é o que apresenta 0 maior namero de sequéncias, com 39
transportadores MATE de eucalipto e pode ser subdividido em 4 subgrupos. A proteina
Eucgr.FO0506 esta no clado A mas nao apresentou proximidade filogenética significativa
com nenhum dos MATE caracterizados, portanto ndo ficou alocado em nenhum subclado.

O subgrupo A.1, que contém 9 membros de eucalipto, apresenta sequencias
relacionadas majoritariamente ao transporte de compostos fenélicos, sendo dois PHENOLICS
EFFLUX ZERO em arroz, OsPEZ1 e OsPEZ2, que estdo envolvidos com a translocagdo de
ferro no xilema, transportando diferentes compostos fendlicos e OSPEZ2 que também esta
envolvido na destoxificagao de Al (BASHIR; ISHIMARU; SHIMO, 2011; ISHIMARU et al.,
2011). ZMMATE2 estd associado a uma Quantitative trait locus (QTL) relacionada a
tolerancia ao aluminio em milho, onde os compostos fendlicos transportados podem auxiliar
na tolerancia ao Al (KIDD et al., 2001; MARON et al., 2010). O gene NtMATE1 é o unico
desse subgrupo que apresenta expressao somente na raiz, onde a proteina transporta nicotina
para o vacuolo auxiliando na destoxificagdo da raiz, onde ocorre a sintese desse composto
(SHOJI et al., 2009). No mesmo subclado, existe MATE que estdo envolvidos com o
transporte de flavonoides para o vacuolo, como TRANSPARENT TESTE 12 (AtTT12) de
Arabidopsis thaliana (DEBEAUJON et al., 2001; MARINOVA et al., 2007), BrTT12 de
Brassica rapa (CHAI et al., 2009), MtMATE1 de Medicago truncatula (ZHAO; DIXON,
2009) e MOMATEL e MAMATEZ2 de Malus domestica (FRANK et al., 2011).

Os transportadores FLOWER FLAVONOID TRANSPORTER (AtFFT) em A. thaliana,
VVAM1 e VVAMS3 de videira, PtMATE de Populus trichocarpa, NtJAT2 de Nicotiana
tabacum e MtMATE2 de Medicago truncatela, ficaram localizados no subclado A.2
juntamente com 9 membros de eucalipto. Os membros caracterizados desse grupo estdo
envolvidos com transporte de metabolitos secundarios. A proteina AtFFT é considerada como
transportadora de flavonoides, sendo o gene que a codifica 0 mais expresso nos tecidos
florais, embora quanto tenha sido silenciado, houve alteragdes na raiz, semente e polén
(THOMPSON et al., 2010). MtMATEZ2, VVAML1 e VVAM3 estdo envolvidos no transporte de
antocianina para o vacuolo (GOMEZ et al., 2009; MARINOVA et al., 2007). NtJAT2
transporta alcaloides, como a nicotina, para 0 vacuolo das células da folha de Tabaco

(SHITAN et al., 2014). A proteina CIMATEL, caracterizado em Coptis japénica como
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transportador de berberina, um alcaloide, no vacuolo e 0 gene apresenta expressao
preferencial no rizoma (TAKANASHI et al., 2017).

Alguns membros da familia MATE agrupados no subclado A.3 n3o apresentam fungao
bem definida, como é o caso do OSMATEL, que quando o gene foi superexpressado em A.
thaliana demonstrou a sua relagdo com o crescimento da planta, desenvolvimento e resposta
negativa ao estresse biético (TIWARI et al., 2014). Neste clado que possui apenas um gene
caracterizado, foram agrupadas 7 sequéncias de eucalipto.

O subgrupo A.4 apresenta 13 proteinas MATE de eucalipto e 4 ja caracterizadas.
Apesar de ndo transportarem o mesmo substrato, estdo envolvidas no transporte de
componentes especificos para a defesa da planta. O NtJAT1 é um transportador de nicotina
em N. tabacum com expressao em caule, folha e raiz, sendo o gene ativado pelo jasmonato
(MORITA et al., 2009). Em A. thaliana o gene ABERRANT LATERAL ROOT FORMATION
5 (AtALF5) é expresso nas células epidérmicas da raiz e a proteina codificada por esse gene
protege a raiz de compostos téxicos presentes no solo (DIENER; GAXIOLA; FINK, 2001). O
AtDTX1 quando codificado em Escherichia coli demonstrou ser responsavel pelo efluxo de
compostos téxicos como antibiéticos e cadmio, assim como dois alcaloides de plantas:
berberina e palmatina (LI et al., 2002).

O clado B ( azul) ndo apresenta subgrupos, sendo composto por 9 sequencias de
eucalipto e 3 proteinas MATE caracterizadas. Foi observado em A. thaliana que mutantes do
gene AtBCD1 apresentavam folhas palidas com redugao na clorofila Il e no conteudo de Ferro
(Fe), indicando o envolvimento dessa proteina com a manutengdo da homeostase de Fe (SEO
et al., 2012). O AtDTX50 atua no efluxo de acido abscisico (ABA), onde mutantes atdtx50
observou maior acumulo de ABA nas folhas, resultando no aumento da tolerancia a seca
devido a baixa condutancia estomatica (KANG et al., 2010; KANNO et al., 2012;
KUROMORI et al., 2010). O ACTIVATED DISEASE SUSCEPTIBILITY 1 (AtADS1) em A,
thaliana esta relacionado a mecanismos de defesa, onde mutantes mostraram-se susceptiveis a
patégenos. 1sso sugere que o AtADS1 seja um regulador negativo da resisténcia da planta a
doengas, atuando através da regulagao de acido salicilico (SUN et al., 2011).

Alguns grupos da familia MATE apresentam maior numero de membros ja
caracterizados, como ¢é possivel observar no clado C (vermelho), o qual apresenta 10
membros de eucalipto e 19 proteinas caracterizadas. O subgrupo C.1 apresenta somente um
MATE caracterizado o ENHANCED DISEASE SUSCEPTIBILITY 5 (AtEDS5) que esta
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relacionado com o transporte de acido salicilico. A superexpressao desse gene resultou em
resisténcia a viroses, devido ao acumulo desse fitohorménio (ISHIHARA et al., 2008) e
mutantes ateds5 apresentaram baixo acumulo de AS e, consequentemente, reducdo na
resisténcia basal da planta (NAWRATH et al., 2002). Foram alocadas nesse subclado 4
sequencias de transportadores MATE em eucalipto.

O maior namero de proteinas MATE caracterizados é localizado no subclado C.2,
consequentemente, sendo considerado o subgrupo de maior concordancia em termos
filogenéticos quanto a especificidade de substrato. As principais fungées relacionadas a esse
subclado estdo envolvidas no efluxo de citrato tanto para maior absorgdo de Fe quanto para
mecanismos de tolerancia ao Al. O SOMATE e HVAACT1 foram os primeiros a serem
caracterizados relacionados a resposta a toxidez de aluminio, em Sorghum bicolor e Hordeum
vulgare respectivamente. Ambos foram localizados na membrana plasmatica e s&o
considerados responsaveis pelo efluxo de citrato para auxiliar a elongagado da raiz na presenga
de Al (FURUKAWA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2007; SIVAGURU; LIU;
KOCHIAN, 2013).

O ZmMATEL, diferentemente do ZmMATE?2, realiza o efluxo de citrato e mostrou-se
respondivel a presenga de Al (MARON et al., 2010). Existe diversos MATE transportadores
de citrato caracterizados na literatura: AtMATE em A. thaliana, OsFRDL4 em Oryza sativa ,
ScFRDL2 em Secale cereale, VUMATE em Vigna umbrellata, TaMATELlb em Triticum
aestivum, BOMATE em Brassica oleracea, ECMATELl e EcMATE3 em Eucalyptus
camaldulensis (LIU et al., 2009; SAWAKI et al., 2013; TOVKACH et al., 2013; WU et al.,
2014; YANG et al., 2011; YOKOSHO; YAMAIJI; MA, 2011). Nesse subclado estdo

localizadas 6 sequencias de eucalipto.

3.2 Estudo de sintenia e duplicacéo nos genes MATE em E. grandis

Foi realizado um estudo de ancestralidade afim de fornecer um maior entendimento da
origem dessa familia em eucalipto. Para andlise de microsintenia dentro do genoma do
eucalipto, comparou-se o genoma do eucalipto com ele mesmo, visando a determinagado dos
paralogos presentes na familia MATE(Figura 2.A) e determinar o namero de duplicagées
genicas (Figura 2.B). Para a determinagao dos ortologos foi realizada a analise sintenica com
A. thaliana, a escolha da espécie foi devido ao grande numero de genes da familia MATE

caracterizados nessa espécie (Figura 2.C).
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Eucgr.FO0387 Chr06:4929737..4933614
Pair 7 Eucgr.D01923 Chr04:32695020..32696513
Eucgr.K00224 Chr11:1829764..1831113
pairs Eucgr.F00387 Chr06:4929737..4933614
Eucgr.H04732 Chr08:66326478..66330582
Pair9 Eucgr.G02226 Chr07:42378986..42382565
Eucgr.J01528 Chr10:18968342..18970607
Pair 10 Eucgr.G01719 Chr07:32903678..32909012

Eucgr.101313

Chr09:23761689..23766009

Pair 1 Eucgr.]01528 AT1G66780.1
Pair 2 Eucgr.A00475 AT1G47530.1
Pair 3 EucgrJ00768 = \11G51340.2 (AtMATE)
Eucgr.A02386
Pair 4 Eucgr.101509 ATAG38380.1
Pair 5 Eucgr.A00615 AT2G38330.1
Pair 6 Eucgr.C00965 ATA4G29140.1 (AtADS1)
Pair 7 Eucgr.F02179 AT1G58340.1 (AtBCD1)
Pair 8 Eucgr.D01923 ATAG23030.1
Pair9 BucgrA02813 )\ 1559050.1 (AIDTX50)
Eucgr.K00224
Pair 10 et AT2G21340.1
Eucgr.101313
Pair 11 Eucgr.K01280 AT2G38510.1
Pair 12 Eucgr.H04732 AT5G10420.1
Pair 13 Eucgr.FO0387 AT5G65380.1
Pair 14 Eucgr.B02871 AT1G71140.1
AT1G15180.1
AT1G11670.1
Pair 15 Eucgr.D01316 AT4AG21910.1
AT1G61890.1
. AT1G23300.1
Pair 16 Eucgr.B03295 AT3G26590.1
Pair 17 Eucgr.101313 AT4G39030.1 (AtEDSS5)

Figura 2 Analise de sintenia dos genes MATE no genoma do eucalipto. A identificagdo dos pares de
paralogos em microsintenia com o genoma do eucalipto, onde foram encontrados dez pares de
paralogos em eucalipto. B analise sintenica entre os genes MATE em E. grandis e 0 genoma de A.
thaliana, com dezessete ortologos encontrados.

Segundo o modelo Power-law proposto por Huynen e van Nimwegen (HUYNEN;

VAN NIMWEGEN, 1998), as familias genicas tem origem em um anico ancestral, e através

de duplicagoes e delegées durante o tempo ocorrem flutuagées no tamanho das familias, com

a possibilidade inclusive de extingdo do genoma. A identificagdo de paralogos e duplicagdes
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no genoma sao importantes para entender as redundancias oriundas de eventos de
poliploidizacdo e reploidizacdo que ocorreram em linhagens de angiosperma (WANG;
PATERSON, 2011). Isso se intensifica em relacdo aos transportadores de metabolitos
secundarios, nos quais atuam em diversas rotas, principalmente na resposta a estresses
abidticos (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011). Além disso, o estudo de ortologos é
relevante para gerar novas hipoteses que resultardo em um maior entendimento da familia e
da sua fungdo biolégica (SANTOS et al., 2017).

Foram encontrados 10 grupos de paralogos no genoma do eucalipto (Figura 2A). Os
paralogos estdo localizados nos 3 clados da arvore filogenética; sendo 5 no clado A, 3 no
clado B e 2 no clado C. Isso corrobora com a literatura, demonstrando que para rotas
envolvidas com regulagdo e respostas a estresse tendem a ser mantidos em maior numero de
genes, do que para aquelas rotas envolvidas com metabolismo (CHEN et al., 2013). A
comparagdo entre os genomas para a identificagdo dos ortologos é importante para estabelecer
hipdteses sobre a funcionalidade da proteina ainda ndo caracterizada. Deste modo foram
identificados 17 pares de ortologos, sendo que os pares 3, 6, 7, 9 e 17 apresentaram relagdes
sintenicas com genes MATE de A. thaliana caracterizados (Figura 2B). O resultado obtido na
analise de sintenica corroborou com o observado na arvore filogenética.

A duplicagdo genica é um mecanismo importante para a geracao de novos grupos
génicos, no qual crossing-over aleatérios entre os duplicados irdo resultar em uma maior
diversidade no genoma (CANNON et al., 2004). O numero de cépias de um gene esta
correlacionado com os fatores ambientais, por exemplo, em linhagens de milho que
apresentavam maior numero de copias do gene HVAACT1, um MATE transportador de acido
organico, eram tolerantes ao Al. Portanto, o0 nimero de cépias pode estar relacionado com
caracteristicas adaptativas (MARON et al., 2013). Assim, pode se utilizar como estratégia a
quantificagdo do namero de cépias como selecdo de linhagens tolerantes (CHEN et al., 2013).

O genoma do eucalipto apresenta um grande numero de duplicagdes, com 34% de
todos os genes, 0 que corresponde a maior proporgao entre as espécies de plantas (MYBURG
et al., 2014). Foram encontrados 11 grupos de duplicagdo contendo 32 genes MATE, que
correspondem a 55% de duplicacdo genica nesta familia. Essas duplicagdes encontram-se
majoritariamente localizadas no cromossomos 2 e 6, correspondendo 59,37% de todos os
genes duplicados (Figura 3). A propor¢do de duplicagdes dessa familia em eucalipto foi

superior a encontrada em tomate, que apresentou 13 grupos contendo 33 genes duplicados dos
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67 genes, ou seja, 49% de duplicagdo na familia MATE (SANTOS et al., 2017) e em populus

a porcentagem de duplicagées em tandem foi de 35 dos 71 genes da familia MATE, portanto

aproximadamente metade (LI et al., 2017).
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Figura 3 Duplicagdes em tandem dos genes MATE no genoma de E. grandis.

A poliploidizacdo e retragdo da poliploidia sdo importantes pois geram espago na

duplicagdo genica para subdivisées de uma fungao, subfuncionalizagdo, ou atribuigdo a uma

nova fungao, a neofuncionalizacgio (WANG; PATERSON, 2011). Os grupos que apresentam

0 maior namero de genes duplicados sdo o grupo 2 e 3, com cinco genes duplicados em cada
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grupo. Estao localizados no clado A, e estdo proximos filogeneticamente de: OSMATEL e
OsMATE2, respectivamente (Figura 1). Esses genes estdo relacionados em diversas rotas da
morfologia e do desenvolvimento, assim o grande namero de duplicagoes em E. grandis pode
ser um indicio que houve uma fragmentacdo das fungdes excedidas pelos OSMATEL e
OsMATE2 em O. sativa, no eucalipto. O grupo dos alcaloides em plantas é o mais vasto
dentre os metabolitos secundarios, apresentando um vasta variedade na estrutura quimica e
atividade biolégica (CROTEAU; KUTCHAN; LEWIS, 2000). As proteinas MATE
relacionados ao transporte de alcaloides também apresentaram varios grupos duplicados,
sendo eles 0s grupos 4, 5 e 11 que estao filogeneticamente préximos do CJMATE, NtMATE e
NtJAT1, respectivamente.

A relagdo entre o tempo e a quantidade do horménio vegetal presente na célula é
fundamental para a sua regulagdo. Os genes Eucgr.K00224 e Eucgr.A02813, sdo paralogos
entre si e ortologos do transportador AtDTX50 responsavel pelo efluxo de acido abscisico
(ZHANG et al., 2014). O gene Eucgr.D01923, que tem uma duplicagdo (Eucgr.D01922),
apresentou blocos sintenicos com os genes Eucgr.K00224 e Eucgr.A02813, e um ortogolo em
A. thaliana (AT4G23030), sendo esse um MATE up-regulated em resposta a deficiéncia de
giberelina na germinagdo de sementes e desenvolvimento floral (CAQO et al., 2006). Assim, é
possivel hipotetizar que o0s genes Eucgr.K00224, Eucgr.A02813, Eucgr.D01922 e

Eucgr.D01923 codificam proteinas relacionadas com o transporte de horménios vegetais.

3.3 Expressao de genes da familia MATE em E. grandis em diferentes bibliotecas de
RNA-seq

Com o intuito de visualizar a perfil de expressao e identificar quais tecidos os genes da
familia MATE estédo relacionados, fornecendo informagdes que possam auxiliar na predigado
da fungdo. Para isso foram utilizadas bibliotecas publicas de RNA-seq, em que todos os 58
membros da familia MATE apresentaram expressdo em pelo menos uma das bibliotecas
(Figura 4). O grafico foi estruturado para agrupar 0s genes que apresentam perfis de
expressao similares. Assim fica evidente a organizagao dos genes e, é interessante notar que,
genes que estdao proximos filogeneticamente (Figura 1) apresentam perfis de expressao
distintos. Isso se deve ao fato de que na arvore filogenética o agrupamento é de acordo com
similaridade proteica e pode estar relacionado com a especificidade do substrato a ser

transportado. Em contrapartida, o grafico de expressdo é de acordo com o perfil
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transcriptomico, ou seja, genes que transportam o mesmo substrato podem estar envolvidos

em rotas metabdlicas diferentes, resultando em perfis de expressao diferenciados.
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Figura 4 Perfil de expressao dos transportadores MATE de eucalipto. As amostras de RNA-seq foram
quantificadas utilizando Salmon e o heatmap montado utilizando o pacote heatmap.2 da ferramenta R.
Os pontos pretos correspondem a genes com expressao constitutiva. Os genes foram organizados de
acordo com analise hclust.

Dos genes que codificam transportadores MATE de eucalipto, 23 apresentaram

expressao constitutiva, com variagdo na expressao A < 8. O clado que apresentou a maior



114

porcentagem de genes com expressao constitutiva foi o B (Figura 1), com 6 dos 9 genes de
eucalipto. Os genes que apresentaram maior expressao foram: Eucgr.A00475, na biblioteca
“folhas controle”, Eucgr.A00615 e Eucgr.J00768, ambos em “folhas adultas”.

Os tecidos que tiveram maior expressao dos genes da familia MATE foram os
relacionados a folha e raiz. Sendo que nas bibliotecas de “cambio” e “xilema em
desenvolvimento” poucos genes apresentaram expressao elevada, concluindo que o numero
de genes relacionados a esses tecidos é mais restrito.

Comparando os tecidos de raiz, de modo geral, 0s genes apresentaram maior expressao
em bibliotecas de “raiz com elevado CO> do que em relagdo a “raiz controle”. O mesmo é
observado quando se analisa as bibliotecas “folhas infectadas” e “folhas controle”, com maior
expressao dos genes naquelas submetidas ao estresse , corroborando com a literatura quando
diz que sdo proteinas responsivas tanto ao estresse biético quanto ao abiético (TAKANASHI;
SHITAN; YAZAKI, 2014).

Os genes Eucgr.D01316 e Eucgr.D01315 apresentaram perfil de expressao
diferenciado nos tecidos, sendo expresso na raiz, xilema e, principalmente, na parte aérea;
sendo um forte indicio de que esses genes estdo relacionados ao transporte de alcaloides em
eucalipto. O gene que apresentou maior expressdao em folha foi o Eucgr.A00475 e estd
proximo filogeneticamente do CJMATE, caracterizado como um transportador de alcaloide
para o vacuolo e preferencialmente expresso na raiz (TAKANASHI et al., 2017). Embora o
gene Eucgr.A00475 tenha tido expressao elevada na raiz, a maior expressao foi observada nas
folhas, sendo um indicio possa ter maior atividade com o transporte de alcaloide na folha.

As duplicagdes Eucgr.A02048 e Eucgr.A02047, estdo préximos na arvore de MATE
responsaveis pelo transporte de flavonoides para o vacuolo. Esses genes de eucalipto
apresentaram expressao elevada na raiz quanto exposta a elevados indices de CO,. Em
experimento com elevada concentragdo de CO2, houve expressdo diferencial de genes
relacionados a biossintese de flavonoides em E. grandis (PLETT et al., 2015).

Filogeneticamente proximos das proteinas MATE caracterizadas como transportadoras
de citrato estdo os genes Eucgr.G03382 e Eucgr.G03383. De acordo com analises sintenicas
esses dois genes sdo considerados duplicagdes genicas. No entanto, o Eucgr.G03383
apresentou expressao constitutiva e o Eucgr.G03382 apresentou maior expressao na raiz.0Oo

que corrobora com os dados encontrados na literatura, uma vez que o Eucgr.G03382
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apresentou 100% de identidade com o ECMATEL, gene esse expresso na raiz e reponsivel ao
Al em E. camaldulensis (SAWAKI et al., 2013).

3.4  Analise de co-expressdo dos fatores de transcricéo correlacionados com genes da
familia MATE em E. grandis

Os fatores de transcrigdo sao proteinas que regulam a expressao genica se ligando em
regides especificas do gene alvo (regido promotora) a sequencias especificas do DNA
(motifs), podendo aumentar ou diminuir a transcri¢cdao. O estudo dos genes responsaveis pela
regulagdo transcricional e, consequentemente, responsaveis por desencadear a adaptagdo da
planta ao ambiente, sdo fundamentais para a contrugdo da rede de regulagdo genica. Apartir
dessas informagbes pode-se aplicar diretamente no melhoramento genetico da planta
(MICKELBART; HASEGAWA; BAILEY-SERRES, 2015).

Dos 58 genes da familia MATE, apenas 32 apresentaram correlagdo p > |0,85] com
genes de eucalipto que codificam fatores de transcrigao (Figura 5A). As familias com o maior
namero de membro nessa rede de co-expressdo foram as familias MYB e bHLH, ambas com
28 membros. O gene com maior numero de fatores de transcrigdo correlacionados foi
Eucgr.L02523 com 56 possiveis reguladores correlacionados. E 0s que apresentaram
correlagdo com somente um fator de transcrigdo foram: Eucgr.A01710, Eucgr.C02398,
Eucgr.G01719, Eucgr.FO0501 e Eucgr.F01153.

Alguns fatores de transcrigao apresentaram correlagdo positiva com o0s genes da
familia MATE, ou seja, 0 aumento da expressao de um esta relacionado com o aumento do
outro. Os fatores de transcricdo que possuem maior numero de conexdes com correlagao
positivas com genes MATE sdo: Eucgr.101069 (bHLH) e Eucgr.A01297 (C2H2) ambos com 5
conexdes (Figura 5B). A maioria dos genes ja caracterizados da familia bHLH foram
identificados em A. thaliana, e estdo relacionados a diversas fungées com destacaque para:
sintese de flavonoides, formagdo dos tricomas e raiz em cabeleira (QUATTROCCHIO et al.,
2006). O complexo denominado MBW, fundamental na regulagdo da sintese de flavonoides,
é composto por dois fatores de transcricdo: bHLH e MYB (SINGH; FOLEY; ONATE-
SANCHEZ, 2002).As proteinas do tipo C2H2 zinc finger, uma das maiores familias de fatores
de transcrigdao em A. thaliana, atuam em diversas rotas do metabolismo assim como resposta a

estresse e ativagao dos mecanismos de defesa (CIFTCI-YILMAZ; MITTLER, 2008).
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Em contrapartida, a correlagdo negativa indica que os genes tem expressao divergente,
portanto, quando um gene aumenta a expressao o outro diminui, e vice-versa. Os fatores de
transcricgdo com o0 maior numero de conexdes com correlagdo negativas foram: os da familia
MIKC_MADS (Eucgr.B00634 e Eucgr.K00208), e M_type_ MADS (Eucgr.D02425) (Figura
5C). A familia de fatores de transcricio MADS esta intimamente relacionada com processos
de desenvolvimento da planta. O subgrupo MIKC_MADS esta relacionado com o processo de
florescimento, sendo um regulador negativo de diversas rotas de transicao(SMACZNIAK et
al., 2012). M-type MADS ou MDAS 1 s3o fatores de transcrigdo que podem estar envolvidos
com o desenvolvimento do saco embrionario e desenvolvimento da semente (BEMER et al.,
2008).
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Figura 5 Rede de co-expressdo dos fatores de transcrigdo. Cutoff utilizado 0,85. As cores
correspondem aos clados da arvore filogenética. Linha descontinua vermelha significa correlagdo
negativa e linha continua preta correlagdo positiva. A Rede de co-expressdo geral com 32
transportadores MATE. B Rede de co-expressdo dos fatores de transcrigdo que apresentaram mais
correlagoes positivas e C 0s com mais correlagées negativas com outros transportadores MATE.

A resposta da planta a um estresse esta relacionado a diversas rotas de sinalizagdo e a
expressao de um gene pode ser a mesma em diferentes estresses (SINGH; FOLEY; ONATE-
SANCHEZ, 2002). Dos 23 genes que apresentaram expressio constitutiva, 15 nao
apresentaram correlagdo com fator de transcrigdo. Os genes Eucgr.G03383, Eucgr.A00719 e

Eucgr.B03292, tiveram correlagdo com 17,39 e 29 fatores de transcrigdo respectivamente.
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Na arvore filogenetica, Eucgr. A01710 e Eucgr.D01316 ficaram pertos dos
transportadores de compostos fenolicos OSPEZ1 e OsPEZ2.0 gene Eucgr.A01710 apresentou
correlagdo positiva com o fator de transcrigao da familia GRAS, responsavel pela nodulagao
da raiz e sinalizacdo para promover relagdes simbiéticas (SMIT et al., 2005; WANG et al.,
2012). Foi demonstrado que a liberagdo de compostos fendlicos, principalmente acido
protocatecuco e acido p-hidroxibenzéico, pelas raizes de Mimosa pudica resultaram na
indugdgo dos genes (nodD) relacionados a nodulagdo em isolados de beta-
rhizobium(MANDAL et al., 2016).

O Eucgr.A02047, préximo filogeneticamente dos transportadores de flavonoides
MdMATE1 e MdMATE?2, apresentou com as familias: HSF e NAC, sendo membros dessa
familia responsaveis por regular a biossintese de flavonoides em resposta a estresse biético
(MORISHITA et al., 2009).

Os genes Eucgr.K01280, Eucgr.A00719 e Eucgr.F02633 n3o apresentaram nenhum
transportador MATE proximo filogeneticamente, entretanto, as familias de fatores de
transcrigdo com maior namero de conecgdes foram: bHLH, envolvida com diversos processos
metabdlicos e desenvolvimento (TOLEDO-ORTIZ; HUQ; QUAIL, 2003), MYB, relacionado
com metabolitos secundarios e proliferacdo e diferenciagdo celular (STRACKE; WERBER,;
WEISSHAAR, 2001), e NAC, regulando o crescimento e desenvolvimento da planta (FANG
et al.,, 2008); podendo inferir que esses genes podem estar relacionados com rotas de

desenvolvimento e diferenciagdo celular .

3.5  Analise de co-expressao e rede de interacdo dos processos biologicos relacionados
aos genes MATE de E. grandis

A familia de transportadores MATE realiza o efluxo de diferentes substratos, sendo
importante tanto para o desenvolvimento da planta quanto para a adaptacdo ao ambiente.
Mesmo que os membros da familia de transportadores MATE transportem diferentes
substratos nao significa que eles estdo envolvidos em rotas metabdlicas distintas. Foi
realizada a correlagdo entre os 58 MATE contra as 51 bibliotecas de RNA-seq, utilizando um
coeficiente de correlagdo p > |0,7|. Foram encontrados 43 MATE que apresentaram correlagao
com pelo menos um outro transportador MATE e os 15 restantes ndo apresentaram correlagao.

O gene que apresentou o maior numero de correlagdes positivas com outros MATE foi
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Eucgr.F02633 e o com maior numero de negativas o Eucgr.F01152 (Figura 6A). Dos 15 que
nao apresentaram correlagdo, 11 apresentaram expressao constitutiva (Figura 3).

De mesmo modo foi realizado a correlacdo dos MATE com os outros transcritos, sendo
utilizado um coeficiente de correlagdo p > |0,85|. Foram encontrados 3152 transcritos que
apresentaram correlagdo com 0s 58 MATE. As sequéncias proteicas desses transcritos foram
enriquecidas utilizando a ferramenta BLAST2GO (CONESA et al., 2005), sendo que 1511
apresentaram similaridade com algum processo biolégico (Figura 6B). Essas sequencias
foram correlacionadas com 37 processos biologicos subdivididos em 7 niveis, sendo as mais
representativas vinculadas aos processos: metabolic process, cellular process e single-

organism process, respectivamente.
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Figura 6 Rede de co-expressdo da familia de transportadores MATE em eucalipto. A Rede de co-
expressdo de co-expressdo dos genes MATE utilizando cutoff > |0,7|, onde linhas descontinuas e
vermelhas significam correlagdo negativa, e continuas e pretas significam correlagdo positiva. B Rede
de co-expressao de processo biolégico, onde a intensidade de cor corresponde ao valor de sequencias
classificadas nesse respectivo processo biolégico.
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O gene Eucgr.G03383 apresentaram um alto numero de conexdes, 8 positivas e 1
negativa, evidenciando um envolvimento em diferentes rotas metabélicas. Além de que, esse
gene apresentou expressao constitutiva (Figura 4) e foi o terceiro membro da familia MATE
com maior numero de fatores de transcri¢do correlacionados (Figura 5). Como o citrato é um
elemento fundamental no ciclo de Krebs, e consequentemente, na geragao de energia na
célula (IGAMBERDIEV; EPRINTSEV, 2016). E devido as atividades cataliticas do ciclo de
Krebs, ndo pode haver um acumulo de citrato no interior da mitocondria, sendo
maioritariamente armazenado no vacuolo (DELHAIZE et al., 2003; GOUT et al., 1993).
Consequentemente, o transporte de citrato esta diretamente relacionado a geragao de energia,
portanto, uma hipétese é que o gene Eucgr.G03383 codifica proteina que atua no transporte
do citrato envolvido no ciclo de Krebs.

Entre os membros da familia MATE o gene Eucgr.F01152 foi o que apresentou o
maior numero de correlagdes negativas, ocorrendo com genes envolvidos no transporte de
alcaloides, transporte de citrato e relacionados com crescimento e desenvolvimento da planta.
Em contrapartida, ele apresentou correlagdes positivas com membros do mesmo clado,
relacionados com o transporte de compostos toxicos (Figura 1). Aliais, o Eucgr.F01152
apresentou expressao elevada em tecidos foliares, principalmente folhas jovens (Figura 4).

Em relagdo ao nodescore, 0s que apresentaram os maiores valores por niveis foram,
nivel 1: “processo biolégico”, nivel 2: “processos metaboélicos”, nivel 3:”processo metaboélico
de substancia organica”, nivel 4:”processo metabélico de macromolécula”, nivel 5:”processos
metabdlicos de compostos contendo fosfato”, nivel 5: “processo celular de modificagdo de
proteinas” e nivel 7: “fosforilagdo de proteinas”. Foi proposto que a fosforilagdo tem um
papel importante na ativagdo de fatores de transcrigdo, sendo essa etapa necessaria para
ativagdo do STOP1, principal ativador dos genes MATE relacionados ao estresse de Al
(DELHAIZE; MA; RYAN, 2012). O ZmMATEL apresentou 3 potenciais sitios para proteina
Kinase C, sendo que o SbOMATE também apresentou os 3 sitios na mesma localizagdo, da
mesma forma, 0 ZMMATE 2 apresentou 3 potenciais sitios, sendo 2 compartilhados com o
OsPEZ1 (MARON et al., 2010). Evidenciando um a relagao entre a fosforilagao e as proteinas
MATE, sendo necessario estudos mais aprofundados para a melhor compreensdo desse

envolvimento.
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4 CONCLUSAO

Com o estudo global da familia de transportadores MATE em Eucalyptus grandis,
foram identificados 58 genes que apresentaram similaridade com os genes ja caracterizados
da familia, fornecendo fortes indicios da provavel atividade biolégica. A caracterizagdo dos
membros dessa familia fornece subsidios para futuros trabalhos que visem a elucidacdo dos

transportadores e suas fungées no género Eucalyptus.
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APENDICE A - Cddigos do banco de dados NCBI das bibliotecas utilizadas

SRA code Description Layout | Instrument
SRR5830064 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf juvenile - 080-G07 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830065 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf juvenile - 080-G08 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830066 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - cambium - 080-H05 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830067 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf adult - 080-H02 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830068 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - cambium - 080-H06 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830069 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf adult - 080-HO3 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830070 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf adult - 080-HO1 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830071 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - leaf juvenile - 080-G09 PAIRED | lllumina HiSeq 2500
SRR5830072 | Gene expression analysis of Eucalyptus grandis Brasuzl - cambium - 080-H04 PAIRED | lllumina HiSeq 2000
Egr_TAGb5_infested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp, Leptocybe
SRR2980740 | invasa PAIRED | Illumina HiSeq 2000
Egr_TAG5_infested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp, Leptocybe
SRR2980741 | invasa PAIRED | lllumina HiSeq 2000
Egr_TAG5_infested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp, Leptocybe
SRR2980742 | invasa PAIRED | lllumina HiSeq 2000
Egr_TAG5_uninfested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp,
SRR2980745 Leptocybe invasa PAIRED | lllumina HiSeq 2000
Egr_TAG5_uninfested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp,
SRR2980747 | Leptocybe invasa PAIRED | Illumina HiSeq 2000
Egr_TAG5_uninfested-Transcriptome of two Eucalyptus clones challenged with the Eucalyptus gall wasp,
SRR2980743 | Leptocybe invasa PAIRED | Illumina HiSeq 2000
lllumina Genome
SRR1951772 | zG14 Infected BR3-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951771 | zG14 Infected BR2- Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951770 | 7G14 Infected BR1- Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951769 | zG14 Control BR3-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951768 | zG14 Control BR2-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
SRR1951767 | zG14 Control BR1-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | lllumina Genome
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Analyzer
lllumina Genome
SRR1951766 | TAGS Infected BR3-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951765 | TAGS Infected BR2-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951764 | TAGS Infected BR1-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951763 | TAGS5 Control BR3-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951762 | TAGS5 Control BR2-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
lllumina Genome
SRR1951761 | TAGS5 Control BR1-Transcriptional profiling of Eucalyptus grandis challenged with Chrysoporthe austroafricana PAIRED | Analyzer
Control root 650-5-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609830 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-5-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609831 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-4-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609828 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-4-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609829 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-3-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609827 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-3-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609826 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-2-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609824 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-2-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609825 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-1-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609823 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 650-1-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609822 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-6-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609821 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-6-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609820 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-5-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus
SRR1609819 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
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Control root 400-5-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609818 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-4-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609816 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-4-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609817 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-3-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609815 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-3-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609814 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-2-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609812 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-2-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609813 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-1-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609810 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500
Control root 400-1-Elevated carbon dioxide alters the interaction between Eucalyptus grandis and Pisolithus

SRR1609811 microcarpus through a complex shift in the root transcriptome PAIRED | lllumina HiSeq 1500

SRR1015902 transcriptome of Eucalyptus developing xylem PAIRED | lllumina HiSeq 2000

SRR1230929 transcriptome of Eucalyptus developing xylem PAIRED | lllumina HiSeq 2000
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APENDICE B - Lista descritiva dos membros da familia MATE em E. grandis

Gene aminoacid Transmembrane Conserved domain

number domain Name Acession
Eucgr.F01154 492 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.F01152 501 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.FO1153 422 11 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.J01528 482 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.B02871 481 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.B02872 489 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.B02868 489 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.L02523 188 5 MATE_like cl09326
Eucgr.D01315 512 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.D01316 514 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A01710 520 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.D01312 397 10 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.J01527 511 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.B02867 496 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.B02873 474 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.G02226 381 9 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.A02755 495 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.E00116 500 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.A02048 494 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A02047 495 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.F01527 484 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.B03295 532 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A00475 492 13 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.B03292 406 10 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.FO0506 261 5 MATE_like cl09326
Eucgr.B03293 409 10 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.J00768 528 12 MATE_DinF_like | cd13136
Eucgr.A02386 423 10 MATE_DinF_like | cd13136
Eucgr.G03382 466 8 MATE_like cl09326
Eucgr.G03383 466 8 MATE_like cl09326
Eucgr.FO0275 224 5 MATE_like cl09326
Eucgr.101509 633 10 MATE_DinF_like | cd13136
Eucgr.A00615 556 10 MATE_DinF_like | cd13136
Eucgr.C00965 529 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.F02179 539 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.D01923 497 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A02813 465 11 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.K00224 450 10 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.F02633 495 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A00719 470 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.D01922 392 8 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.C02398 396 10 MATE_eukaryotic | ¢cd13132




Eucgr.G01719 583 12 MATE_DinF_like | cd13136
Eucgr.l01314 389 7 MATE_like cl09326
Eucgr.L03433 257 6 MATE_like cl09326
Eucgr.l01313 330 5 MATE_like cl09326
Eucgr.K01280 342 8 MATE_like cl09326
Eucgr.101242 514 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.H04732 494 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.BO0056 463 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.B0O0055 502 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.B0O0054 506 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.FO0387 513 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.BO0053 470 12 MATE_eukaryotic | ¢d13132
Eucgr.B0O0058 493 12 MATE_eukaryotic | cd13132
Eucgr.A02157 209 5 MATE_like cl09326
Eucgr.B03290 502 12 MATE_eukaryotic | ¢cd13132
Eucgr.FO0501 400 10 MATE_eukaryotic | ¢d13132
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Artigo 4: Diferenca temporal na expressao de genes da familia Multi-drug and toxic
compound extrusion (MATE) no vacuolo foliar de Eucalyptus urophylla sob estresse de
aluminio
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DIFERENCA TEMPORAL NA EXPRESSAO DE GENES DA FAMILIA MULTI-DRUG
AND TOXIC COMPOUND EXTRUSION (MATE) NO VACUOLO FOLIAR DE
EUCALYPTUS UROPHYLLA SOB ESTRESSE DE ALUMINIO

RESUMO

Durante a evolugdo, as plantas desenvolveram mecanismos para neutralizar Al
presente nos solos, sendo: a neutralizagao do Al na rizosfera e/ou no interior da planta, onde o
Al sera neutralizado e armazenado na raiz ou nas folhas. A familia de transportador de citrato
mais bem elucidada é a MATE. Visando compreender a atuagdo dos MATE de citrato, foram
avaliadas folhas de Eucalyptus urophylla expostas a duas concentragées de Al: 0 e 2mM em
cinco tempos de exposigdo: 0, 1, 3, 7 e 14 dias. Foram realizadas analises histoquimicas e
anatémicas para observar o estresse e RT-gPCR para quantificar a expressao de genes
envolvidos no estresse, bem como analises in silico para se obter mais informagdes sobre
esses genes alvos. A coloragdo com hematoxilina demonstrou que havia a presenca de Al
fixado nas células da raiz, ocorrendo alteragées anatomicas tanto na raiz quanto nas folhas. As
modificagdes ocorreram tanto no diametro da segdo transversal quanto na area do periciclo e
endoderme da raiz quanto na nervura central e limbo da folha. Os genes da familia MATE que
transportam citrato apresentaram diversos motivos na regiao promotora correlacionados ao
estresse abidtico, com destaque para os membros da familia C2H2, que esta diretamente
relacionado ao estresse de Al. Dos genes que codificam MATE localizados no vacuolo, o
Eucgr.A02386 apresentou expressao precoce e menos intensa enquanto que o Eucgr.JO0768
apresentou expressao tardia e intensa. Portanto, é possivel concluir que os membros da familia
MATE, também estdo envolvidos com o transporte de citrato no vacuolo em resposta ao Al
na folha e os genes apresentam expressao em momentos diferentes do estresse.

Palavras-chaves: RT-qPCR. Solos acidos. Acidos organicos.
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TEMPORAL DIFFERENCE IN THE EXPRESSION OF MULTI-DRUG AND TOXIC
COMPOUND FAMILY EXTRUSION GENES (MATE) IN THE Eucalyptus Urophylla
LEAF VACUOLE UNDER ALUMINUM STRESS

ABSTRACT

During evolution, the plants developed mechanisms to neutralize Al in the soil, being:
the neutralization of Al in the rhizosphere and / or in the interior of the plant, where Al will be
neutralized and stored in the root or leaves. The most well-elucidated citrate carrier family is
MATE. Aiming to understand the performance of MATE of citrate, were evaluated
Eucalyptus urophylla leaves exposed to two concentrations of Al: 0 and 2mM in five
exposure times: 0, 1, 3, 7 and 14 days. Histochemical and anatomical analyzes were
performed to observe the stress and RT-gPCR to quantify the expression of genes involved in
stress, as well as in silico analyzes to obtain more information about these target genes. The
staining with hematoxylin showed that there was the presence of Al fixed in the root cells,
with anatomical alterations in both the root and the leaves. Modifications occurred in both the
cross-sectional diameter and the pericycle and endoderm of the root as well as in the central
vein and leaf blade. The genes of the MATE family carrying citrate presented several motifs in
the promoter region correlated with the stress of abiotics, especially the members of the C2H2
family, which is directly related to Al stress. Of the genes encoding MATE located in the
vacuole, Eucgr.A02386 presented early and less intense expression whereas Eucgr.J00768
presented late and intense expression. Therefore, it is possible to conclude that members of
the MATE family are also involved in the transport of citrate in the vacuole in response to Al
in the leaf and the genes present expression at different moments of stress.

Keywords: RT-qPCR. Acid soils. Organic acids.
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1 INTRODUCAO

Os solos acidos sdo um dos principais fatores limitantes a produtividade das culturas
(MA; RYAN; DELHAIZE, 2001). Nas regides onde o pH do solo é inferior a 5,0, o solo
passa a ser classificado como &cido. E possivel encontrar um grande nimero de formas
soltveis do aluminio (Al) nessas condi¢des de solo, que em contato com as raizes, inibem o
crescimento e subsequentemente afetam a absorcdo de agua e nutrientes (KOCHIAN, 1995).
Além do mais, o fdésforo (P), elemento essencial para o desenvolvimento vegetal, é
normalmente indisponivel para a planta devido a sua fixacdo com o aluminio em solos acidos.
A formacdo do complexo se torna mais forte & medida que o pH do solo decresce,
dificultando a absorcdo (KOCHIAN et al., 2004).

Para conseguirem se desenvolver nesses ambientes, as plantas apresentam diversos
mecanismos de adaptacdo ao aluminio no solo, podendo ser dividido em dois grandes grupos
que atuam (1) na rizosfera para alterar a forma quimica do Al no solo e/ou (2) nas células da
planta com reducdo dos impactos negativos do Al no metabolismo, sendo 0 mecanismo mais
bem caracterizado o da exsudacédo de acido organicos na rizosfera (KOCHIAN et al., 2015).

Os transportadores da familia Multi-drug and toxic compound (MATE) sao
responsaveis por transportar diversos substratos, entre eles o citrato. Os primeiros genes dessa
familia a serem caracterizados foram o SOMATE em Sorghum bicolor (MAGALHAES et al.,
2007) e HYMATE em Hordeum vulgare (WANG et al., 2007).

Como alternativa ao mecanismo de exsudacdo de acidos organicos, ocorre 0 aumento
da producdo de compostos quelantes do Al intracelular e, consequentemente, reducdo das
interacbes com o metabolismo da planta. A detoxificagdo do Al internamente esta
correlacionada com alta concentracdo celular de citrato e € priorizada em espécies que
acumulam o metal, como é o caso Hydrangea macrophylla que chega a ter 15,7 mmol
Al Kg! (MA et al., 1997a).

Outra espécie conhecida por tolerar o Al é o eucalipto. O E. camaldulensis consegue
manter o crescimento da raiz em concentracdes de até 1mM de Al*® (TAHARA et al., 2008)
enquanto que Sorghum bicolor apresenta inibigdo com apenas 27uM de Al (MAGALHAES
et al., 2007). Porém, estudos mostram que a quantidade de acido organico liberada na
rizosfera e presente na pontas das raizes de E. camaldulensis foram inferiores a encontradas
em espécies sensiveis (TAHARA et al., 2008). Assim, a tolerancia do eucalipto ndo pode ser
explicada somente pelo mecanismo de exsudacdo de &cidos organicos, fortalecendo a hipotese

de ser prioritariamente por mecanismos de neutralizacéo interna do Al.
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Algumas espécies de plantas sdo capazes de transportar o Al toxico fixado na parede
celular para o vactolo da raiz ou transportd-lo para a parte aérea, onde sera neutralizado e
armazenado no vacuolo (KOCHIAN et al., 2015). Foi demonstrado em E. globulus que had um
maior acimulo de Al nas folhas velhas em relacdo as jovens (SILVA et al., 2004). Em H.
macrophylla o citrato é a molécula responsavel por neutralizar o Al nas folhas (MA et al.,
1997a).

Em vista que o eucalipto é uma das principais espécies utilizadas na producdo de
celulose de fibra curta no mundo e a sua producdo impacta 6,2% do PIB do Brasil
(INSTITUTO BRASILEIRO DE ARVORES - IBA, 2017), agregado ao fato de sua producio
concentrar-se em areas de solos &cidos € justificavel o estudo dessa espécie sob estresse de Al
tanto para o melhoramento da producdo de novos clones quanto para espécies mais sensiveis a
esse estresse. Portanto, diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi elucidar os

mecanismos de resposta dos genes MATE em folhas de E. urophylla expostas ao Al.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1  Exposicéo das plantulas ao aluminio

Plantulas de E. urophylla, clonadas in vitro, foram cultivadas em meio de cultura
WPM (MCCOWN; LLOYD, 1981) sem a presenca de horménios por 30 dias. Em seguida
foram transferidas para meio WPM contendo concentracdo de fosforo (P) reduzida em 10
vezes e dois tratamentos de Al: auséncia e presenca de 2mM de Al*3. A adigdo de Al foi
realizada apds a autoclavagem, e em seguida o pH de ambos os tratamentos foram ajustados
para 4,0+0,2. Os tempos de exposicdo das plantulas ao Al foram de 0 (controle), 1, 3, 7 e 14
dias. Foram utilizadas trés repeticdes bioldgicas para cada tempo de coleta, sendo cada

repeticdo constituida de um frasco contendo 3 plantulas de E. urophylla.

2.2  Coloragdo com hematoxicilina

O método de coloracdo com hematoxilina foi utilizado para avaliar a acumulacéo de
aluminio em raizes e folhas de plantulas de E. urophylla. O protocolo foi baseado em Ribeiro
et al. (2017) com modificacBes. Foram seccionadas apices de raizes (cinco centimetros) e
cortes transversais de folhas de trés plantulas de cada tratamento, que em seguida foram

agitadas suavemente em 2 mL de agua destilada durante 15 min. A &gua foi substituida por 2
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mL de solugdo aquosa de hematoxilina (0,2% de hematoxilina e 0,02% de iodeto de potéssio,
p/v) e agitou-se durante 30 seg. Em seguida, a solucdo foi substituida por 2 mL de &gua
destilada, repetindo assim o primeiro passo. Apés a coloracdo, as raizes e folhas foram

fotodocumentadas com o auxilio de um microscopio estereoscopio.

2.3 Analises histoldgicas e morfométricas

Para a analise histologica foram coletados pequenos fragmentos de raiz acima da
regido meristematica(coifa) e retdngulos de 3x5 mm no meio do limbo foliar das plantulas de
E. urophylla sob os tratamentos com e sem aluminio. As amostras foram inicialmente fixadas
em solucdo FAA 70% (70% alcool etilico, 15% formoldeido e 15% acido acético) por 72h e
posteriormente conservadas em alcool 70%. O material vegetal foi entdo desidratado em uma
série crescente de concentracOes de alcool etilico de 2 em 2 horas (70% - 80% - 90% - 100%).
Em seguida foi realizado a infiltracdo em resina epdxi (Historesin® Leica) de acordo com 0
protocolo do fabricante.

Cortes com espessura de 10 um foram obtidos em microtomo manual (Easypath EP-
31-20091), corados com solucdo de azul de toluidina a 5 % e selados com verniz transparente
para fixacdo da laminula. As laminas foram analisadas em microscopio Optico (Zeiss, Axio
Scope) com sistema de camera digital acoplada e as fotomicrografias registradas utilizando o
programa de analise de imagem AxionVision versdo 4.8.

Para a avaliacdo morfométrica, utilizou-se do programa AxionVision versdo 4.8 e
foram mensurados os seguintes parametros: FOLHA- espessura dos tecidos da epiderme
adaxial e abaxial, do parénquima palicadico e lacunoso e do limbo foliar; RAIZ- &rea da secdo
transversal e da regido celular do periciclo e endoderme. As medidas foram realizadas em
quatro repeticdes de fotomicrografia de raiz e folha de cada tratamento. Foi realizado a analise
de variancia (ANAVA) e a diferenca das médias foi dada pelo teste Tukey, ao nivel de

significancia de 5%.

2.4 Andlises de bioinformatica

Para realizar o estudo da regido promotora dos genes MATE candidatos a transportar
citrato, foram selecionados genes filogeneticamente proximos de transportadores MATE ja

caracterizados, desses foram analisadas a regido superior a 5’ untranslated region (5’UTR) de
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2000 pares de base utilizando banco de dados de E. grandis disponivel no Phytozome
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

As sequéncias promotora dos 4 genes foram submetidas a plataforma online
PlantRegMap (JIN et al., 2017) para a predicdo dos possiveis motivos presentes e de quais
genes em E. grandis que sdo responsaveis por codificar tais fatores de transcri¢do. Foi
realizado o agrupamento dos fatores de transcricdo que apresentavam mais de um motivo no
promotor, estabelecendo uma escala de pontuagdo para o nimero de motivos presentes em
cada promotor.

A representacdo grafica da rede de conexdes entres os fatores de transcricdo e as
regides promotoras dos genes MATE foi realizada utilizando a ferramenta Cytoscape (CLINE
et al., 2007), onde a espessura das linhas que conectam cada n6 é proporcional ao nimero de
motivos presentes naquele promotor. O agrupamento dos genes foi de acordo com a familia
do fator de transcrigdo predita pela plataforma PlantRegMap (JIN et al., 2017).

Para a predicdo da sublocalizacdo das proteinas MATE foram selecionadas as
sequéncias proteicas no banco de dados de E. grandis disponivel na plataforma Phytozome. E

posteriormente submetidas a ferramenta WoLF PSORT (https://www.genscript.com/wolf-

psort.html) para a predicdo da sublocalizacdo celular dessas proteinas.

2.5  Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Trés repeticdes bioldgicas de cada tratamento foram utilizadas para a extracdo de RNA
total, cada repeticdo foi constituida de trés plantulas das quais foram coletadas de cada os dois
pares de folhas, aquelas mais velhas, sendo as mais distantes do meristema apical. As
amostras foram maceradas e submetidas ao protocolo de extracdo com CTAB (CHANG;
PURYEAR; CAIRNEY, 1993). A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese
em gel de agarose (1%) e a pureza foi determinada em espectrofotdmetro NanoVueTM (GE-
Healthcare Life Sciences) com base nas razoes Aze0 nm/Azsonm € Azeonm/Az230nm, assegurando
valores de 1,8 a 2,2. Para a eliminacdo do residuo de DNA foi utilizado o kit Turbo DNA-
free (Ambion) de acordo com as especificagdes do fabricante. Em seguida, para a conversdo
do RNA em cDNA, foi utilizado o kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied

Biosystems), seguindo as orientacdes do fabricante.


https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html
https://www.genscript.com/wolf-psort.html
https://www.genscript.com/wolf-psort.html
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26 RT-gPCR

Os padroes de expressdo para dois membros da familia MATE (Eucgr.J0O0768 e
Eucgr.A02386) foram analisados via RT-qPCR. As reacGes foram realizadas em aparelho
ABI 7500 (Applied Biosystems) em volume total de 10 pL contendo 10 ng de cDNA , 5 pL
SYBR green master mix (Applied Biosystems) e concentracdes otimizadas para cada par de
primer (Tabela 1). Todas as reacfes foram executadas em triplicata bioldgica. As condi¢des
de ciclagem foram utilizadas de acordo com as instru¢des do fabricante. A especificidade das
reacOes foram verificadas pelas curvas de dissociacdo (Curva de Melting) e a eficiéncia dos
primers foram determinadas pelo software LinRegPCR (RUNTER; VAN DER VELDEN;
ILGUN, 2009). Os niveis de expressdo relativa foram calculados pela férmula de Pfaffl
(PFAFFL, 2001) e normalizados com a expressdo dos genes de referéncia PP2A3, EFla e
UBQ, previamente validados pela ferramenta RefFinder (http://leonxie.esy.es/RefFinder/

)como 0s mais estaveis para as amostras deste experimento (Tabela 1).

3 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1  Andlise histoquimica e anatdmicas

Uma vez exposta ao aluminio, a planta tem seu sistema radicular afetado,
comprometendo a absorcdo de &gua e nutrientes podendo levar a uma diminuicdo do
crescimento e desenvolvimento geral das plantas sensiveis (TABALDI, 2008). O efeito toxico
mais severo se da basicamente pela capacidade que o aluminio tem de se ligar a membrana
plasmaética, parede celular e protoplasma (KOCHIAN et al., 2004). Dentre os efeitos da
toxidez por aluminio estdo o aumento da rigidez (MOHANTY et al., 2004) e extensibilidade
da parede celular (MA et al., 2004). Esses efeitos fitotoxicos sugerem danos no sistema
histoanatdmico da raiz.

O modelo geral para explicar a resisténcia ao Al toxico presente no solos € que esse
metal se fixa na parede celular das células da raiz, impedindo o processo de elongacdo, em
seguida esse Al é absorvido e neutralizado, sendo transportado e armazenado na parte area da
planta (KOCHIAN et al., 2015). Afim de entender melhor esse mecanismo em E. urophylla,
plantulas foram expostas durante 1, 3, 7 e 14 dias a um meio de cultura WPM na auséncia e
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presenca de 2mM de AI*®. Tanto a raiz quanto as folhas foram coradas utilizando
hematoxilina e analisadas em microscopio estereoscopio (Figura 1).
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Figura 1 Padrdo de acimulo de Al na raiz e na parte area de E. urophylla. A Raizes e fragmentos
foliares corados com hematoxilina quando exposto em meio de cultura a 2mM de Al*3 [(+)Al] e OmM
de Al [(-)Al] durante 1, 3, 7 e 14 dias. B Plantulas de E. urophylla cultivadas na auséncia [(-)Al] e na
presenca [(+)Al] de 2mM de Al*3, apds 2 dias de cultivo.
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A coloragdo com hematoxilina € um método bastante utilizado para monitorar a
localizacdo e acumulagdo de aluminio em plantas. No controle (0 dias de exposicao), a reacdo
com o corante hematoxilina foi negativa nas raizes. A partir do dia 1, quando as raizes foram
expostas ao aluminio, a reacdo foi positiva, sinalizando a presenca de aluminio nos tecidos
das raizes, evidenciada pela cor arroxeada, diferentemente do que ocorreu na auséncia de
aluminio no meio de cultivo (Figura 1A — roots tips) . Em todos os tempos de exposi¢do
testados, o cultivo no meio de cultura contendo o aluminio resultou em acumulo da substancia
na raiz. No 14° dia, além do acimulo na raiz, houve identificacdo de tecido necrosado no
apice radicular, representado pela cor amarronzada, que € tipico da toxicidez por aluminio
(SILVA et al., 2004).

Quanto maior a intensidade da cor ap6s a coloracdo com hematoxilina, mais células
estdo com as funcles vitais afetadas, e quando passam para a coloracdo amarronzada se
tornam inviaveis (WANG et al., 2015). A coloracdo dos fragmentos foliares apresentou
pequena diferenca entre as plantulas cultivadas em meio de cultura normal e 0 meio com a
adicdo de Al (Figura 1A — leaves). Desde a primeira avaliacdo ap6s um dia de exposi¢cdo ao
Al, houve leve escurecimento do centro da nervura central da folha apds a coloracdo com a
hematoxilina, sugerindo a répida translocagdo do aluminio da raiz para a parte aérea.
Contudo, o efeito toxico nas folhas apareceu logo apds dois dias de exposicdo ao aluminio,
com a formacdo de ndédulos brancos sob as folhas das plantulas expostas ao aluminio (Figura
1B). Esses nddulos sdo possivelmente causados por desbalanco de fluidos e extravasamento
celular causado pela presenca do aluminio (WANG et al., 2015).

Devido as limitacdes da andlise histoquimica na visualiza¢do dos efeitos causados pelo
Al na folha, foi realizada analise anatdmica tanto na raiz quanto da folha afim de se obter
mais informacdes sobre os efeitos danosos causados pelo Al. Foram realizados cortes
transversais da raiz e da folha, nervura central e limbo foliar, sendo corados com azul de

toluidina (Figura 2).
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Figura 2 SeccOes transversais de raiz e folha (nervura central e limbo foliar) expostas em meio de
cultura a 2mM de Al*® [(+)Al] e OmM de Al*® [(-)Al] durante 1, 3, 7 e 14 dias.

Nas raizes que estavam em contato com Al houve o surgimento de aerénquimas,
caracteristica ndo observada nos tratamentos sem Al (Figura 2 — ROOT). Esse efeito foi
observado em Picea rubens quando exposta ao Al em solucdo nutritiva (MCQUATTIE;
SCHIER, 1990). Essa mudanga anatdmica também foi observado em plantas de Zea mays
expostas ao déficit de P, onde o aparecimento de aerénguimas ocorreu em raizes com baixa
disponibilidade de P, sendo essa formacdo correlacionada com a reducdo da respiracéo na raiz
(FAN et al., 2003). Nesse trabalho, também foi observado que no limbo foliar houve o

surgimento de aerénquimas na regido abaxial (Figura 2 — LEAF — Blade).
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As analises histoldgicas demonstraram que as raizes sob tratamento com Al sofreram
severos danos nas suas células, sendo possivel observar que o Al teve efeito tanto no didmetro
da secdo transversal quanto na area do periciclo e endoderme (Tabela 4). O mesmo foi
observado com os tecidos foliares, onde a nervura central e o limpo apresentaram
modificacfes na sua estrutura causadas pelo efeito do Al (Tabela 3). Assim é possivel
concluir que a concentracdo de Al presente na solucdo nutritiva e o tempo de exposicado das
plantulas foram suficientes para causar o estresse.

No diametro da secdo transversal da raiz ndo houve interacdo entre os tratamentos,
auséncia e presenca de Al, e o tempo de exposicdo, 1, 3, 7 e 14 dias (p-valor = 0,35).
Entretanto, foi possivel observar nas plantulas que estavam na auséncia de Al, em média 1,4
vezes maior didmetro que as expostas ao Al. Esse fato pode ser explicado pela fixacdo do Al
na parede celular das células da raiz, aliado a isso, as plantulas estavam em crescimento
secundario, consequentemente, o Al fixado na parede das células impediu o processo de
elongacdo celular resultando em um menor didmetro da segdo transversal. Resultado
semelhante foi encontrado em Phaseolus vulgaris sob estresse de P, onde plantas em baixa
concentracdo de P apresentaram retardo no crescimento secundario da raiz, apresentando
menor diametro da secédo transversal (FAN et al., 2003).

Houve interacdo, entre o tempo de exposic¢do e a concentracdo de Al no tamanho do
periciclo e endoderme (p-valor = 0,02), havendo diminuigdo na presenca de Al. Essa alteracéo
também foi identificadas nas raizes de um gendtipo tolerante de Secale cereale L., onde foi
possivel observar uma diminuicdo da regido celular de periciclo e endoderme, precisamente
na zona de alongamento, ap6s 24 h de exposicdo ao Al (SILVA et al., 2012). Além disso, as
células das camadas externas de centeio foram degradando em todos os tratamentos de
exposicao ao Al, corroborando com o que foi observado neste estudo.

Ja nas folhas foram observadas algumas modificacdes na estrutura morfoldgica sob o
efeito do Al. Os dados morfométricos mostraram que houve alteracdes no limbo foliar, no
parénquima lacunoso e na nervura central em resposta a presenca de Al. Houve um aumento
de 1,1 vezes a espessura do limbo foliar na presenca de Al, que corrobora com os resultados
encontrados em Theobroma cacao, onde genotipos tolerantes ao Al apresentavam maior
espessura do limbo foliar (DE ALMEIDA et al., 2015). Também ocorreu aumento de 1,14
vezes do parénquima lacunoso na presenga de Al, ndo havendo alteracdo no tempo. Teve
correlagdo entre o tempo de exposicdo e a concentracdo de Al na nervura central, com

diminuicdo da espessura da nervura da nervura com o passar do tempo e somente apds 3 dias
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houve alteracdo em relacdo a presenga/auséncia de Al, onde a nervura foi mais fina na
presenca de Al.

3.2  Estudo da regido promotora dos genes da familia MATE

A velocidade e a maneira como a planta ira responder ao estresse, sendo ele bidtico ou
abiotico, é fundamental para a sua sobrevivéncia. Os fatores de transcricdo (FT) sdo os
responsaveis por regular os genes responsiveis ao estresse, tanto em relacdo ao tecido quanto
em relacio ao tempo (SINGH; FOLEY; ONATE-SANCHEZ, 2002). Portanto, foi realizado o
estudo da regido promotora, sendo ela considerada 2000 pares de bases superiores a 5’
untranslated region (5° UTR), mediante a analise pelo Bind site prediction disponivel no
PlantRegMap (JIN et al., 2017). Nesse algoritmo é possivel os possiveis FT utilizando um
banco de dados manualmente acurado, ndo redundante e de alta-qualidade, onde os sitios de
ligagdo dos FT foram determinados com base em dados experimentais de mais de 156
espéecies (JIN et al., 2017). A representacdo grafica dessa rede de correlacdo foi realizada
utilizando o Cytoscape (CLINE et al., 2007), sendo os FT agrupados com base na familia. A
espessura das linhas conectando os genes € proporcional ao nimero de sitios que determinado
FT tem na respectiva regido promotora (Figura 3).
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Figura 3 Rede de correlagdo entre os FT com os promotores dos 4 genes MATE que codificam
transportadores de citrato em eucalipto. Foram utilizados 2kbp da regido superior a 5’UTR dos genes
Eucgr.A02386, Eucgr.G02282, Eucgr.G03383 e Eucgr.J00768, onde foi verificado 0s possiveis
fatores de transcricdo que podem se ligar nessa regido através da plataforma PlantRegMap.
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Os principais FT associados a resposta ao Al toxico sdo: Sensitive to Proton
Rhizotoxicity 1-like zinc finger (STOP1) e Aluminum-Resistance Transcription fator 1
(ART1), ambos membros da familia Cysteine-2-Histidine-2-type zinc-finger (C2H2) (LIU;
PINEROS; KOCHIAN, 2014). O AtSTOP1, caracterizado em mutante de Arabisdopsis
thaliana sensivel a baixo pH (IUCHI et al., 2007), é responsavel por ativar uma série de genes
relacionados ao estresse de Al, entre eles Multi-drug And Toxic compound Extrusion
(AtMATE1), Aluminum-activated Malate Transporterl (AtALMT1) e Aluminum-Sensitive3
(AtALS3) (SAWAKI et al., 2009).

Os genes de eucalipto da familia C2H2 que apresentaram maior nimero de motivos na
regido promotora dos genes MATE foram: Eucgr.A00553 e Eucgr.F02627. Especificamente o
gene Eucgr.A00553 apresentou 4,3,2 e 2 motivos na regido promotora dos genes MATE
Eucgr.G03382, Eucgr.A02386, Eucgr.J00768 e Eucgr.G03383, respectivamente. Enquanto
que o Eucgr.F02627 apresentou 3 motivos na regido promotora dos genes Eucgr.G03382 e
Eucgr.J00768, e 1 motivo nos genes Eucgr.G03383 e Eucgr.A02386.

O gene Eucgr.F02627 apresenta alta similaridade com o EQuSTOP1, caracterizado em
clone comercial de E. grandis x E.urophylla (GUT5), que quando silenciado diminuiu a
expressao de dois genes diretamente envolvidos com o estresse de Al, sendo eles 0 EQUALS3
e 0 EQUMATEL (SAWAKI et al., 2014). O transportador de citrato, EQUMATE1, apresentou
100% de identidade nucleica no CDS com o Eucgr.G03382.

A familia de FT que apresentou maior nimero de motivos por regido promotora foi a
GRAS, contendo apenas um membro. Esse FT apresentou 8 motivos no promotor do
Eucgr.G03382, 7 em Eucgr.J00768, 5 em Eucgr.G03383 e 4 em Eucgr.A02386. GRAS ¢
uma familia de FT exclusiva de plantas, relacionadas a diversas etapas do desenvolvimento
vegetal, como por exemplo, desenvolvimento da raiz e manutencdo da dominancia apical
(BOLLE, 2004). Est4 familia também mostrou-se ser fundamental no processo de sinalizagéo
para associacdo com fungos (Micorriza) (GOBBATO et al., 2012) e bactérias da género
Rhizobium (SMIT et al., 2005).

As familias de FT que apresentaram mais membros associados aos genes MATE foram
ERF, NAC e WRKY com 53, 51 e 44, respectivamente. Essas trés familias de FT estdo
envolvidas tanto no estresse abi6tico quanto no biotico, devido a esse cross-talk sdo de
extrema relevancia para o processo de melhoramento genético (ERPEN et al., 2018).

A familia AP2/ERF é uma das maiores familias especificas de plantas que

compartilham um dominio conservado bem estabelecido, sendo um dos membros que mais se
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destaca € 0 DEHYDRATION-RESPONSIVE ELEMENT-BINDING (DREB), relacionado a
diversos estresses abidticos, entre eles, frio e desidratacdo (MIZOI; SHINOZAKI;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI, 2012). A familia NAC esta envolvida com o regulacdo do
crescimento, senescéncia, crescimento, divisdo celular e resposta a estimulos ambientais
(NAKASHIMA et al., 2012). Em Glycine max, foram testados 38 membros da familia NAC
sendo que 25 GmNAC apresentaram expressao diferencial alterada na escala de 2 vezes tanto
para cima quanto para baixo, em resposta a desidratacdo (LE et al., 2011). Outra familia de
FT que apresenta um vasto numero de membros e esta envolvida no crescimento vegetal,
resposta a estresse biotico e abiotico é a familia WRKY (RUSHTON et al., 2010). Oryza
sativa quando expressou constitutivamente o gene OsWRKY11mostrou aumentar a tolerancia
ao estresse hidrico, sendo que os principais genes envolvidos no estresse também
apresentaram expressao constitutiva (LEE et al., 2018).

Além do compartilhamento das principais familias relacionadas ao estresse hidrico, o
estresse de Al estd relacionado com o hormonio vegetal acido abscisico (ABA). Foi
demonstrado que em raizes de Zea mays e Hordeum vulgare de linhagens sensiveis quando
em contato com o Al, aumentavam a concentracdo de ABA em 340% e 351%,
respectivamente (FOY, 1988). Sivaguru et al. (2003) sugerem que o Al interfere na
sinalizacdo e transporte de ABA para a parte area da planta e resultando no fechamento do
estomato.

Portanto, existe uma correlacdo entre o estresse hidrico e a toxidez de Al, sendo
necessarios estudos mais detalhados para elucidar o envolvimento dos genes da familia MATE

no estresse hidrico.

3.3  Predicdo da sublocalizacéo das proteinas MATE

N&o levando em consideracdo os efeitos negativos na fotossintese causados pela
presenca de Al, diversas plantas acumulam esse metal toxico na parte area da planta,
principalmente nas folhas velhas (KOCHIAN et al., 2015). Teorias foram propostas para a
neutralizacdo do Al internamente, como por exemplo, quelar no citosol ou ligacdo do Al a
proteinas e compartimentalizagdo no vacuolo (KOCHIAN, 1995). Estudos em H.
macrophylla verificaram que o Al é quelado pelo citrato na folha na propor¢édo de 1:1 (MA et
al., 1997a).A neutralizacdo e armazenamento no vactolo é descrito como um mecanismo
comum em diversas espécies que acumulam metais pesados (SHARMA; DIETZ; MIMURA,
2016).
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Assim, com o0 objetivo de entender melhor a funcdo dos genes MATE que codificam
transportadores de citrato foi realizada uma analise de localizagdo celular utilizando a
ferramenta WoLF PSORT que converte a sequéncia de aminoacidos da proteina em
localizagbes numericas de: sinais de classificacdo, composicdo de aminoacidos e sitios de
motivos para realizar a predigdo da localizacdo celular (HORTON et al., 2007). As proteinas
Eucgr.G03382 e Eucgr.G03383 apresentaram predicdo para localizar-se na membrana
plasmatica enquanto que as proteinas Eucgr.A02386 e Eucgr.J00768 na membrana do vacuolo
(Figura 4).

Figura 4 Localizacdo celular dos transportadores MATE de citrato. A predicdo da localizacdo foi
através da ferramenta WoLF PSORT.

Os &cidos organicos séo sintetizados nas mitocondrias através principalmente do ciclo
de Krebs. Devido a atividade catalitica do ciclo de Krebs, a quantidade de acidos organicos
presentes na mitocondria é relativamente baixa, sendo esse majoritariamente armazenado no
vacltolo (LOPEZ-BUCIO et al.,, 2000). Em estudos com Acer pseudoplatanus L. foi
demonstrado que a maior parte do citrato presente na célula esta localizado no vacuolo
(GOUT et al., 1993). Portanto, deve haver transportadores que realizam a mobilizagcdo do
citrato do interior da mitocéndria para o citoplasma, do mesmo modo que realiza o efluxo do
citoplasma para dentro do vacuolo.

O MATE é uma familia grande de transportadores onde estdo envolvidos em
diferentes atividades biologicas bem como transportam uma vasta gama de substratos. Alguns
membros dessa familia estdo localizados na membrana plasmatica como é o caso do SOMATE
em Sorghum bicolor (MAGALHAES et al.,, 2007) e HvVMATE em Hordeum vulgare
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(WANG et al., 2007) que realizam o efluxo de citrato para a rizosfera em resposta a toxidez
de Al. Entretanto, também existe membros que estdo localizados no vacuolo como é o caso do
NtMATE1 e NtMATE2 em Nicotiana tabacum (SHOJI et al., 2009) e NtJAT também em N.
tabacum (MORITA et al., 2009) que sdo responsaveis pelo transporte de nicotina para o
vacuolo.

Os genes Eucgr.G03382 e Eucgr.G03383 foram preditos a se localizar na membrana
plasmatica, entretanto, a ferramenta nao tem precisao suficiente para informar, podendo ser a
membrana plasmatica da célula ou de alguma organela, como por exemplo, a mitocondria. No
entanto, o gene Eucgr.G03382 apresentou 100% de identidade com o ECMATEL, que em E.
camaldulensis e responsavel pelo transporte de citrato na raiz em resposta a presenca do Al,
sendo a sua expressdo sensivel a concentracao de Al assim como ao pH da solucdo (SAWAKI
et al., 2013). Assim, esse ¢ um forte indicio de que a predicao da proteina Eucgr.G03382 esta
se referindo a membrana plasmatica da célula, ou seja, ela pode ser responsavel pelo efluxo de
citrato em reposta a toxidez de Al na raiz.

Embora a proteina do gene Eucgr.G03382 pode estar relacionada com o efluxo de
citrato para a rizosfera em resposta a presenca de Al, ela pode ndo sé se restringir a essa
funcdo. Os genes Eucgr.G03382 e Eucgr.G03383 apresentaram um grande nimero de
conexdes com outros genes, sendo um forte indicio de estar relacionado com diversas rotas
metabdlicas (Artigo 3). Assim, existe a possibilidade dessas proteinas estarem também
localizadas na membrana plasmaética da mitocondria, realizando o transporte de citrato do
interior da organela para o citoplasma da célula.

Na membrana do vactolo foi predito duas das proteinas da familia MATE que
transportam citrato, Eucgr.JO0768 e Eucgr.A02386. Existem fortes indicios de serem
responsaveis por realizar o efluxo de citrato do citoplasma para dentro do vacuolo, onde sera
acumulado. Na literatura ainda ndo estd descrito o envolvimento, dos membros da familia
MATE que realizam o transporte de citrato, no transporte no vactolo. Sendo necessario

maiores estudos para comprovacéo da localizacdo dessas proteinas.

3.4 Andlise da expressdo dos genes MATE em E. urophylla

Ja se sabe na literatura que algumas plantas acumulam Al nas folhas, como mecanismo
de resisténcia ao Al, mais especificamente no vactolo (KOCHIAN et al., 2015). Em estudos
com Hydrangea macrophylla sobre estresse de Al foi demonstrado que esse metal é
neutralizado, principalmente, pelo citrato no vacuolo (MA et al., 1997b). Em E. globulus
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quando exposto a 465uM de AI*® foi observado um maior acimulo nas folhas velhas em
relacdo as jovens (SILVA et al., 2004). Afim de elucidar o comportamento da familia MATE,
especificamente dos transportadores de citrato, foram selecionados 2 genes a partir de analises
anteriores (Figura 4) sendo eles Eucgr.J00768 e Eucgr.A02386 para verificar o perfil de
expressdo na folha de eucalipto sobre estresse de Al (Figura 5). Até a presente data, ndo foram
encontrados trabalhos que relatam a expressdo de membros da familia MATE, que codificam

transportadores de citrato, em folhas de eucalipto.
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Figura 5 Expressdo relativa dos genes Eucgr.JO0768 e Eucgr.A02486 em E. urophylla na auséncia e
presenca de 2mM de Al*® em meio de cultura WPM durante 0, 1, 3, 7 e 14 dias de exposi¢do. Os genes
PP2A3, EFla e UBQ como genes de referéncia. A amostra do tempo zero foi utilizada como amostra

calibradora para ambos 0s genes.

Foi observado que dos dois genes testados 0 que apresentou maior expressdo

diferencial na folha foi o Eucgr.J00768. Em 3 dias de exposicao foi observada a expressao 6,2
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vezes maior na presenca de Al do que na auséncia. Nao foi possivel observar aumento
significativo na expresséo relativa do gene Eucgr.JO0768 entre 1 e 7 dias de exposi¢do. Assim
podemos assumir que a resposta desse gene ao estresse de Al na folha esta dentro do intervalo
de 1 a 7 dias de exposi¢do. Em experimento com E. calmadulensis sobe estresse de Al foi
observado que, a expressdao do gene ECMATEL na raiz apresentou uma resposta rapida a
presenca de Al, em apenas 4 horas de exposi¢do ao Al o gene ECMATEL expressou 6,4 vezes
mais que a controle (SAWAKI et al., 2013). Essa diferenca no tempo de resposta pode ser
resultado da translocacéo do Al da raiz para a parte aérea da planta.

O gene Eucgr.A02386 apresentou aumento da expressdo no dia 1 na presenca de Al,
sendo um aumento de 2,7 vezes em relacdo ao controle, exposto a0 mesmo tempo na auséncia
de Al. Nos tempos entre 3 e 7 dias ndo ocorreu diferenca entre os tratamentos com e sem Al.
Houve uma diminuicdo da expressdo no tratamento com Al no 14° dia, sendo uma repressdo
de 1,75 vezes do tratamento com Al em relagédo a auséncia no mesmo dia.

Em raiz de Vigna umbellata o efluxo acontece em dois estagios, sendo um rapido, mas
com baixo transporte de citrato e outro mais tardio com maior liberacdo de acidos organicos.
O transportador VUMATE?2 ¢ responsavel pela resposta precoce e 0 VUMATE1L pelo maior
efluxo, além disso o FT VuSTOP1, da familia C2H2, apresentou maior influéncia no
VUMATEZ2 do que no VUMATEL1 (LIU et al., 2018). Isso corrobora com os dados obtidos neste
trabalho, onde o gene Eucgr.A02386 apresentou um aumento da expressdo num menor tempo
de exposicdo ao Al e esse aumento ndo foi muito intenso, quando comparado com o
Eucgr.JO0768 que apresentou um pico de expressdo mais tardio e de maior intensidade.
Também é interessante ressaltar que o promotor do gene Eucgr.A02386 apresenta um ndmero
maior de motivos para o fator de transcricdo da familia C2H2 do que o Eucgr.J00768.

4 CONCLUSAO

A concentracdo de 2mM de AI*® foi suficiente para estressar o E. urophylla,
comprovado nas alteracdes anatdmicas causadas tanto na raiz quanto nas folhas. Devido a
esse estresse, foi possivel observar variacdes no perfil de expressdo de dois membros da
familia MATE, sendo eles o0 gene Eucgr.A2386 que apresentou uma expressdo precoce e
menos intensa e 0 gene Eucgr.J00768 com uma expressdo mais tardia e mais intensa. Ambas
as proteinas, codificadas por esses genes, apresentam predicdo para localizar-se no vacuolo,
fornecendo assim uma base para estudos futuros para elucidar a importancia do transporte de

citrato para o vacuolo na tolerancia ao Al.
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A partir de estudos da regido promotora dos genes da familia MATE que transportam
citrato, foi possivel observar que todos os membros apresentam fortes correlagdes com
membros da familia C2H2. O fator de transcricdo Eucgr.G02163, da familia GRAS, também
demonstrou ter bastante influencia nos MATE devido ao grande nimero de motivos presentes
na regido promotora, sendo necessarios estudos futuros para elucidar a real influencia desse
fator de transcricdo.

Interessantemente, foi identificada a presenca de um grande nimero de familias de
fatores de transcricdo associadas ao estresse hidrico. Evidenciando um estudo mais
aprofundado da correlagdo entre o estresse hidrico e o estresse de Al.

Portanto, foi possivel adquirir conhecimentos bésicos da expressdo dos genes da
familia MATE na parte area da planta, demonstrando a expressao diferencial tanto na
intensidade quanto no tempo de dois membros dessa familia. Sdo subsidios para a melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares do eucalipto envolvidos na tolerancia ao Al. Estas
constatacbes demonstram a pertinéncia do estudo desses genes para estratégias de

melhoramento do eucalipto.
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Tabela 1: Classificagdo com base nos valores de estabilidade, a partir do algoritmo do RefFinder, dos candidatos a genes de referéncia.

Sequéncia do primer (5’ - 3’) Tm  Amplicon E
Rank Gene Definigao Acesso Foward/Reverse (eC) (pb) (%) R?
Fosfatase F:-TTGACGAGCCTCTTTATCCAAT 60,10
1 PP2A3 Subunidade 2A-3 Eucgr.B03031 R:GTCCTTTCTTCTCCGAGAGCAC 61,78 124 89 0,997
Fator de F:-TGCTTTGCTCGCTTTCACTC 61,77
2 EFla elongagdo la Eucgr.B02473 R:TTCATCGTACCTTGCCTTGG 61,02 100 83 0,993
F:-TGTCCTCCATCTTGTGCTTG 59,83
3 UBQ PoliUbiquitina Eucgr.F04448 R:GTCGATTCACACTGCAAACG 60,31 105 94 0,997
F.CGTGTATGTCAATGGGTGAAAG 60,28
4 SAND Proteina SAND Eucgr.B02502 R:TAGCAGGCAATACATCACCAAG 60,15 86 90 0,997
Fosfatase F:-TGGAGAGAACATGGACCAGA 59,18
5 PP2A1 Subunidade 2A-1 Eucgr.B03386 R:CTGTGAACCGGCATTACAAA 59,59 135 83 0,993
F-TTCCATTTCCATTTCCGAAG 59,87
6 TUB  Tubulina Eucgr.B03604 R:CCTGCCCAATGTGTATGCTT 60,91 139 90 0,994

Rank - Classificacdo de estabilidade estabelecido em pool de amostras, utilizando a ferramenta RefFinder

E (%) e R? - Eficiéncia da amplificagdo dos pares de primers, em %, em pool de amostras de todos os tratamentos.

Coeficiente de determinagao
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Tabela 2: Informagdes gerais dos primers alvos utilizados no experimento

Sequéncia do primer (5’ —3’) Tm  Amplicon E

2
Foward/Reverse (2C) (pb) (%) R

Gene Definigao

F:GCTGGGTTTGTTCATCGAGT 60,12
R:CCCTCCAGAGGCTCCATTAC 60,98
F:GGAAGAACATTAGGGCGATG 59,53
R:GGAGTGCAATCTGGGCTATC 59,66

Eucgr.J00768 MATE 124 88,9 0,999

Eucgr.A02386 MATE 86 92,9 0,999

E (%) - Eficiéncia de amplificagdo dos pares de primers, em %.
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Tabela 3: Valores de distancia (um) obtidos da analise de folha de E. urophylla sobe estresse de Al

160

Folha
Limbo adaxial palicadico lacunoso Nervura abaxial
Al Al Al Al Al Al
tempo Com Sem Tempo Com  Sem tempo Com  Sem tempo Com  Sem tempo Com Sem tempo Com  Sem
117.18a 105.82b 13.37a 11.88a 31.11a 29.17a 61.05a 53.46b 9.37a 9.15a
T1 116.25a 12.34a 30.36a 59.59a 344.05aA 407.03aB 9.64a
T2 114.89ab 13.99a 26.63a 63.45a 317.09abA 304.93bA 9.35a
T3 111.45ab 11.79a 30.34a 50.74a 254.54abA 283.46bA 8.79a
T4 103.39b 12.38a 33.25a 55.26a 315.44bA  265.50bA 9.27a
Média Média Média Média Média Média
Fat 111.50a Fat 12.62a 30.14a Fat 57.26a Fat 311.50b Fat 9.26a
test 119.16a Test 12.87a 30.81a test 66.50a test 240.38a test 10.53a

** Médias seguidas de iguais letras minusculas nao diferem entre si na mesma coluna
*** Médias seguidas de iguais letras maiusculas na mesma linha nao diferem entre si



Tabela 4: Valores de distancia (um) obtidos da analise de raiz de E. urophylla sobe estresse de Al

Raiz
diametro da segdo tranversal area do periciclo+endoderme
Al Al
tempo Com Sem tempo Com Sem
321.892 449.6b
T1 384.9a 9.62aA 17.24acB
T2 574.95b 26.49bA  26.16bA
T3 256.977c 9.93aA 13.17cA
T4 362.17a 13.03aA  18.81aB
Média Média
Fat 385.742 Fat 16.80a
test 323.65b test 16.80a

** Médias seguidas de iguais letras minusculas ndo diferem entre si na mesma
coluna

*** Médias seguidas de iguais letras maiusculas na mesma linha nao diferem entre
Si
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