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RESUMO

O aluminio é o metal mais comum na crosta terrestre e esta presente em
grande parte das regides de produg¢do agricola em todo o mundo. Em condigdes
de solos acidos (pH<4,5), o que caracteriza os solos de grande parte da regiao
Centro-Sul do Brasil, o aluminio torna-se um metal téxico (Al*><=>Al"®) & maior
parte das plantas cultivadas. Desta forma, é importante identificar variedades e
espécies mais tolerantes na tentativa de se isolar genes de tolerancia por se
tratar de um carater agrondmico de interesse. Em aveia foi identificado um gene
dominante de grande efeito e dois alelos (Al e al) na populagdo UFRGS17 e
UFRGS930598. Os objetivos deste trabalho foram converter e testar marcadores
de DNA, de espécies correlatas a aveia, associados a tolerancia ao aluminio e,
identificar sequéncias de RNA mensageiro diferentemente expressas na
presengca e na auséncia de aluminio toxico, na tentativa de se isolar possiveis
candidatos a tolerancia e que sejam exclusivos da espécie. O SNP identificado
em aveia para XBCD1117 nao se apresentou associado a tolerancia ao aluminio
quando testado em linhagens recombinantes de UFRGS17 X UFRGS930598.
Logo, o gene para tolerancia ao aluminio presente em UFRGS17 n&o é ortélogo
ao gene Alp presente no cromossomo 4HS em cevada. Na analise de 68
clones foram identificadas 12 sequéncias unicas. Destas, trés ndo apresentaram
homologia com sequéncias depositadas em bancos de dados e, devido as suas
especificidades, merecem ser mais estudadas. Trés sequéncias apresentaram-
se como fortes candidatas a tolerancia ao aluminio toxico em aveia, por ja
haverem sido identificadas como genes que conferem o carater em outras
espécies. Uma delas é um fator de ribosilagdo ADP e as outras duas sao
receptores-cinases.
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ABSTRACT

Aluminum is the most common metal on the Earth crust and it is found
on most of the arable regions of the planet. Aluminum becomes a toxic metal
(AlI*?<=>AI") to the greatest part of crop plants in acidic soil conditions (pH<4,5),
which characterizes most of the soils of the Central and Southern part of Brazil.
Therefore, it is important to find more tolerant varieties and species, in order to
isolate tolerance genes for it is a caracter of agronomic interest. A major effect
dominant gene having two alleles, Al and al, was identified in oat in the
population from the cross between UFRGS17 and UFRGS930598. The
objectives of this work were to convert and test DNA markers associated with
aluminum tolerance from oat related species, and to identify differentially
expressed sequences from messenger RNA from a tester probe grown in
aluminum stress condition and a not stressed driver probe, so species-specific
oat candidate genes could be isolated. The SNP identified in oat from XBCD1117
was not associated to aluminum tolerance in the recombinant lines from
UFRGS17 X UFRGS930598. Therefore, the gene involved in the aluminum
tolerance at UFRGS17 may not be orthologus to gene Alp present at
chromosome 4HS in barley. The analysis of 68 isolated sequences showed 12
exclusive ones. Among them, three clones did not have any homology with
genbank sequences, and due to its high specificity are worth of future
investigation. Three other sequences revealed high chances as candidates
genes for toxic aluminum tolerance in oat, for they are already been identified as
genes regulating this trait in other species. One of them is an ADP-ribosilation
factor and the others are two receptor kinases.

' Master of Science Dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
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1 - INTRODUCAO

Solos acidos sdo comuns em areas agricultaveis em todo o mundo. O
baixo pH do solo aliado a presenca de aluminio constituem um cenario critico
para o cultivo de diversas culturas de interesse agronémico. A alta disponibilidade
de prétons (H*) converte o aluminio da forma bivalente (AI**) para a forma
trivalente (A**). O ion trivalente de aluminio é toxico as plantas, por competir com
nutrientes essenciais ao desenvolvimento celular, como caélcio e fésforo, induzir o
depdsito de calose que impedem o fluxo celular e, principalmente, por gerar
espécies reativas de oxigénio, como superoxido e peroxido, que oxidam
biomoléculas como lipoproteinas da membrana plasmatica. O efeito da toxicidade
€ a inibicao do crescimento radicular.

A corregdo e manutengcdo do pH através da calagem é a pratica mais
usada para permitir o desenvolvimento vegetal adequado em solos com presenca
de aluminio. No entanto, com o advento do sistema de cultivo de semeadura
direta, a pratica de incorporagao do calcario ndo € mais executada nas areas que
adotam este sistema, o que gera um gradiente de pH nas camadas superficiais do
solo onde se encontra a rizosfera. Quanto mais profunda a camada, menor a
correcao do pH e maior o efeito da toxicidade do aluminio. Assim, a zona de
crescimento radicular fica limitada.

Diversas espécies e gendtipos dentro de espécies apresentam niveis de

tolerancia diferentes. As estratégias de destoxificagdo ou imobilizagdo do aluminio



toéxico que leva as plantas a tolerancia sdo muito diversificadas. Algumas das
estratégias sdo exudacgao de acidos organicos no solo para imobilizar o aluminio,
transporte de aluminio para vacuolo ou meio externo e encapsulagcado do aluminio
em vesiculas no citoplasma.

O presente trabalho propde-se a identificar genes relacionados a tolerancia
ao aluminio em aveia branca (Avena sativa L.), uma espécie hexaploide, com
genoma grande e complexo. A tolerancia ao aluminio, na populagdo de aveia
usada neste estudo (UFRGS 17 x UFRGS 530598), € monogénica.

O acesso a um numero pequeno de genes em um genoma grande é
intricado. Desta forma, as técnicas a serem usadas devem ser as mais pontuais
possiveis. O presente estudo baseou-se em trés técnicas: conversao de
marcadores de DNA associados ao carater de tolerancia ao aluminio em espécies
com alta sintenia com a aveia, macroarranjo de RNA com sondas de genes de
outras espécies da familia poaceae responsiveis ao aluminio e hibridizacao

subtrativa de mRNA na presenca e auséncia de estresse por aluminio.



2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Solos acidos ocupam aproximadamente 30% (ou 3.950 milhdes de
hectares) de todos os solos terrestres excluindo aqueles de regides polares.
Dentro da gama destes solos com baixo pH, 67% s&o ocupados por florestas ou
reflorestamento, 18% por pradaria, savana e vegetagao de estepe e apenas 4,5%
(179 milhdes de hectares) € usado para cultivo de plantas de lavoura (von Uexkull
e Mutert, 1995). Considerando apenas a superficie cultivada, tem-se os solos
acidos como um limitante para a produgao, pois aproximadamente metade dos
solos agricultaveis € acido (Kochian et al., 2005). Boa parte dos solos acidos
possui também quantidades significativas de aluminio trocavel.

O aluminio é o metal mais abundante na crosta terrestre, abrangendo
aproximadamente 7% de sua massa (Delhaize & Ryan, 1995). A presenga de
aluminio trocavel no solo € um fator limitante a produtividade dos cultivos. A
espécie trivalente de aluminio se da na forma de hexaidrato octaedro (Al(H20)s>"),
a qual é a mais nociva para o crescimento das plantas (Kochian, 1995). A
superficie potencial das membranas celulares possui carga negativa, o que
intensifica a interagdo com o hexaidrato octaedro trivalente de aluminio (Kinraide
et al., 1994). Inumeras formas de aluminio coexistem em equilibrio nos solos, no
entanto, a hidrélise de anions de aluminio, como o aluminato (Al(OH)*), para a
forma de cation trivalente ocorre em condi¢des de solos acidos, com o pH abaixo

de 5 (Delhaize & Ryan, 1995). O Al também é antagonista de Calcio, sendo



considerado o fator mais importante que afeta a absor¢cao deste nutriente pela
planta (Foy, 1974) e, neste caso, o efeito ja se da em pH 5,5 o que intensifica
ainda mais o problema para os agricultores.

Desta forma, tolerancia ao Aluminio passa a ser um carater importante em
termos de beneficios a serem incorporados em cultivares modernas de espécies
cultivadas. Principalmente, considerando-se que diferentes espécies apresentam
niveis variados de tolerancia ao aluminio. Em um estudo comparativo baseado no
recrescimento de raiz, centeio foi a espécie mais tolerante, seguida por trigo-
mourisco, triticale e trigo (Yang et al. 2005), confirmando uma classificagao
anterior, exclusiva de cereais de inverno, onde centeio € o mais tolerante, seguido
por aveia, trigo e depois cevada (Mugwira et al., 1976).

A aveia branca (Avena sativa L.) € uma planta da familia das Poaceas,
onde se encontram as espécies de maior contribuicdo para a alimentacao
humana, como o trigo (pertencente a tribo das Pooideaes, a mesma da aveia) e o
arroz (tribo das Oryzeae).

A aveia branca é uma espécie hexapldide (2n=6x=42) e possui 0s
genomas AACCDD. Os subgenomas A e D sao altamente relacionados (Leggett
& Markhand, 1995) e, provavelmente, o genoma D nunca tenha existido, mas sim
derivado diretamente do genoma A (Leggett 1996 apud Li et al., 2000a). Embora
a espécie tenha evoluido numa primeira fase por alopoliploidia e posteriormente
derivado de espécies bastante correlatas como A. insularis (provavel doadora do
genoma C) e A. barbata (provavel doarora do genoma B) e A. sterelis (provavel
ancestral direto), a reprodugao ¢é estavel.

A estabilidade reprodutiva pode decorrer de controle genético no

balanceamento meidtico ou do fato que, durante o processo evolutivo, tenha



havido varias translocacgdes, cujos ciclos tenham diferenciado suficientemente os
cromossomos a ponto de ndo causar pareamentos desbalanceados (Zhou, 1999),
0 que levaria a uma alta taxa de infertilidade. A analise de 248 marcadores RAPD
polimoérficos possibilitou a identificagdo de presencga ou auséncia de translocacdes
entre diferentes espécies que contribuiram na evolucdo da aveia branca. Assim,
pdde-se identificar a regido do centro de origem como sendo o sudoeste da Asia,
atualmente Ira, Iraque e Turquia. Antes, especulava-se apenas que o grupo de
espécies da aveia era originario de regides frias, provavelmente oriente médio ou
sul da Europa.

A evolucao neste tipo de ambiente frio restringe seu cultivo no Brasil as
regides mais ao sul do Brasil. Os solos que compdem a area onde atualmente a
aveia é cultivada no pais sao geralmente acidos. Em pH abaixo de 5, o que
constitui a maior parte destes solos, o aluminio adquire forma catiénica AI**,
tornando-se toxico para as plantas. A viabilizagdo do cultivo nessas areas se da
via corregao do pH com calcario, para a conversdo do aluminio para o seu ion
AP,

O cultivo de aveia branca tornou-se uma alternativa de cultura para a
lavoura de inverno na regido Sul (Federizzi et al., 1995). Areas onde
tradicionalmente eram plantados apenas trigo e cevada, agora tém a aveia como
alternativa dentro dos sistemas que integram a semeadura direta como uma das
praticas conservacionistas de solo. Dados demonstram que, quando a rotacao de
culturas for diversificada e apresentar a aveia branca como um de seus
componentes, esta se caracteriza como uma das opgdes de menor risco € maior

rentabilidade para a propriedade rural (Santos et al., 2004).



O aumento no consumo de aveia possibilitou a instalacdo de novas
industrias que processam o grao da aveia na regido, o que facilita a venda do
produto e garante um melhor prego.

A viabilizacado desta cadeia produtiva se faz através da disponibilidade de
variedades adaptadas a regido. O carater reprodutivo da aveia (por autogamia) e
o clima ideal para producdo de sementes possibilitam a reutilizacdo da semente
em varias safras consecutivas, sem afetar o rendimento. Desta forma, a compra
anual para a implantagao da lavoura nao € obrigatéria. Logo, ndo ha interesse por
parte das empresas privadas de semente em melhorar e comercializar esta
espécie. Atenta a esta demanda e consciente de seu papel na sociedade, a
Faculdade de Agronomia da UFRGS desenvolve desde 1974 um programa de
melhoramento genético de aveia. Desde entdo, ja foram langadas 22 variedades.
O carater tolerancia ao aluminio € um dos objetivos do programa e teve o
interesse aumentado nos ultimos anos devido ao sistema de cultivo em
semeadura direta. Foram desenvolvidos estudos de heranga genética da
tolerancia ao aluminio em aveia e a caracterizagdo do germoplasma. A
identificacdo dos genes de tolerdncia ao aluminio pode permitir o
desenvolvimento de marcadores para selecao assistida e ainda transformagao de
espécies menos tolerantes e importantes para o Brasil, como a cevada.

Devido ao grande tamanho do genoma da aveia branca, cerca de 12.600
Mb (Carels & Bernardi, 2000), e grande redundancia do mesmo, a identificagao de
genes via mapeamento torna-se uma pratica laboriosa e demorada, este
problema é agravado pelas diferengas de translocagao entre as linhas parentais

(O’Donoughue, 2000).



A hibridizagao subtrativa é uma técnica recente, descrita em 1996, para o
isolamento de genes. O método é eficiente, baseia-se na supressao de PCR e
combina a normalizacido de RNA expressos em diferentes niveis e subtracao de
RNAs iguais em um unico procedimento (Diatchenko et al, 1996). O RNA total
representa uma fracdo pequena dos acidos nucléicos celulares, quando
comparado ao DNA. Dentro dos acidos ribonucléicos a diferenca na quantidade
oscila de 1 a 5% entre tRNA e mRNA, o que aumenta muito as chances de se
acessar um gene. Através da hibridizagado subtrativa, € possivel aumentar ainda
mais essas chances pela eliminagdo dos genes constitutivos, o que torna a
técnica como uma das melhores opgdes para o isolamento de genes
diferencialmente expressos.

Em estudos nas populagbes de aveia do germoplasma da UFRGS, a
heranga da tolerancia ao aluminio foi identificada como sendo monogénica ou
oligogénica (como sera apresentado a seguir). Acessar uma quantidade reduzida
de genes em um genoma grande passa a ser muito mais provavel quando se
parte de uma por¢cdo menor do mesmo. Por isso, o trabalho de expressao torna-
se uma ferramenta mais eficiente do que as que usam DNA ou mRNA nao
subtraido e ainda pode contribuir no entendimento do mecanismo de tolerancia, o

que nao é possivel através de técnicas de analise molecular baseadas em DNA.

2.1 — Genética da tolerancia ao aluminio em aveia

Diversos trabalhos tém estudado a herangca do carater tolerdncia ao
aluminio em aveia. Com base em um estudo com 21 genétipos do programa de
melhoramento da UFRGS, Sanchez-Chacén (1998) detectou heranga

monogénica, com um par de alelos e agao de dominancia. Ja Wagner (1999), em



um trabalho realizado com gendtipos UFRGS17, UFRGS911715 e UFRGS
930598 concluiu que a tolerancia genética ao aluminio € governada por um ou
dois genes e chamou os alelos de tolerancia de A1 e A2 e os de sensibilidade de
al e a2. Mais recentemente, de Oliveira (2002) estudou oito gendtipos de aveia
também do programa da UFRGS. Ele constatou que a tolerancia ao aluminio é
geneticamente herdavel e controlada por um gene com alelos multiplos. Nava et
al. (2005) testaram 333 linhagens recombinantes, oriundas do cruzamento de
UFRGS 17 e UFRGS 930598-6, e encontraram 163 (48,9%) fendtipos sensiveis e
170 (51,1%) tolerantes ao aluminio, confirmando os trabalhos anteriores e
ratificando a hipétese de um gene controlando este carater na espécie
(segregacao 1:1; y2 0,147, P =0.70).

Embora muito se saiba da genética da tolerdncia ao aluminio em aveia
branca, ha poucos dados moleculares referentes a mesma. Oliveira (2002) testou
19 marcadores do tipo SSR e 24 combinacdes de primers AFLP com trés
nucleotideos aleatdrios, mas nenhum deles mostrou-se associado ao carater
estudado.

A busca por marcadores moleculares especificos, fortemente ligados a
genes de interesse, ou o0 marcador sendo o proprio gene, tem sido uma constante
para a viabilizagdo do uso dos mesmos em programas de melhoramento
genético. Em espécies com pouca informag¢ado molecular, como é o caso da aveia,
a geragao deste tipo de informagéao torna-se ainda mais dificil. Moore et al. (1995)
identificaram regibes heterélogas entre os cromossomos de cereais, a alta
colinearidade estava presente entre triticeae (Triticum spp e Aegilops), milho,
milheto, arroz, sorgo e cana-de-agucar. Devos e Gale (1997) adicionaram ao

modelo o genoma da aveia, usando mapas de uma populagéo dipldide (genoma



A). O alinhamento apresentou 20 regides sinténicas com o arroz, cujo genoma € a
base de comparacédo e o menor dentre todos os genomas comparados, sendo o
da aveia-preta o maior. O conteudo génico, assim como a sua posi¢ao no
cromossomo, independentemente do tamanho do genoma e numero
cromossOmico € extremamente conservado entre espécies de cereais da familia
das poaceas. Assim, a exploracdao de dados moleculares de uma espécie para
outra passa a ser uma opcao definitivamente pertinente (Devos e Gale, 2000)

Baseado na existéncia da sintenia € possivel usar dados de espécies
filogeneticamente préximas para encurtar o tempo e o trabalho no
desenvolvimento destes marcadores.

Ried e Anderson (1996) identificaram o primeiro marcador ligado ao locos
Altgy, que confere tolerdncia ao aluminio a variedade de trigo BH1146. O
marcador AFLP localizou-se a 1,1 cM do gene Altgy no brago longo do
cromossomo 4DL e explicou 85% da variagao fenotipica para este carater. O
marcador foi derivado do clone BCD1230 e recebeu o nome de Xbcd1230.

Miftahudin et al. (2002), baseados na sintenia existente entre os cereais,
testaram a sonda BCD1230 de trigo em centeio. Esta co-segregou com o gene
Alt3 daquela espécie, ficando a uma distancia de OcM.

Marcadores do tipo RFLP, Xabg472 e XWG464, previamente mapeados no
braco longo do cromossomo 4H de cevada, foram usados para ancorar os demais
marcadores do grupo de ligagao onde foi identificado o gene Alp. O grupo compés
XWG464 e XCDO1395 a 2,1 cM norte de Alp (co-segregagdo entre os
marcadores inviabilizou a determinacdo da ordem dos mesmos), XBCD1117 a
2,1cM sul de Alp e os demais marcadores Xabg472, XBCD1230, Xbcd15 e

Xag114 (Tang et al., 2000). Assim, foi possivel determinar novos marcadores
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ligados a genes de tolerancia ao aluminio, bem como determinar a sua posi¢ao no
genoma de cevada. No entanto, o marcador BCD1230, quando testado em
cevada, ficou a 33 cM do loco Alp, demonstrando independéncia de segregacgao
em cevada do mesmo marcador previamente caracterizado para tolerancia em
trigo e centeio.

Nenhum trabalho de mapeamento conseguiu identificar o loco da tolerancia
em aveia branca. Em uma espécie dipléide de aveia preta (Avena strigosa), Wight
et al. (2006) identificaram uma série de marcadores relacionados a tolerancia a
aluminio. No mapa construido para aveia preta, foi possivel encontrar quatro
QTLs (Quantitative Trait Loci). Dois dos QTLs cairam em regides de marcadores
anbnimos nao ancorados (neste caso AFLP, Amplified Fragment Length
Polymorphism) e juntos explicaram 55% da variagéo. Dois outros QTLs cairam em
regido de marcadores caracterizados (SCAR, sequence characterized amplified
region). O primeiro deles explicou 39% do carater e é possivelmente ortélogo ao
loco AIm1 de trigo e arroz. O segundo pode ser ortélogo de AIm2 em milho.

As informagdes de marcadores especificos para aveia sao bastante
limitadas. No que diz respeito a mecanismos de atuacao, menos ainda se sabe da

tolerancia em aveia.

2.2 — Mecanismos de tolerancia ao aluminio

Kochian et al. (2004), em uma ampla revisdo sobre o carater, dividiram a
tolerancia ao aluminio em dois tipos: mecanismos de exclusdo e mecanismos de
destoxificagao interna. Em ambos os tipos de tolerancia, os acidos organicos tém
um papel fundamental. No primeiro, o aluminio € complexado na solucao do solo,

impedindo a absorcao pela planta, e no segundo o aluminio € absorvido, mas
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complexado internamente por acidos organicos, os quais anulam sua toxicidade.

Matsumoto (2005) subdivide em seis os tipos de destoxificagédo interna, e
refere-se a estes como mecanismos intracelulares de tolerancia. Sao eles: 1)
quelacédo do aluminio por acidos organicos ou compostos fendlicos no citosol; 2)
compartimentagdo do aluminio no vacuolo; 3) promogdo de processos
biossintéticos de acidos organicos que sao exudados na rizosfera e ou quelados
com aluminio nas células; 4) propriedades da parede celular como conteudo de
pectina e extensibilidade; 5) propriedades da membrana plasmatica, incluindo
caracteristicas bioquimicas e eletrofisioldgicas; 6) anulagdo do estresse induzido
por oxigénio.

H4 uma vasta gama de sugestbes para mecanismos de tolerancia ao
aluminio. A maior parte dos genes até agora isolados e todas as mudancgas
fisiolégicas detectadas parecem governar um processo mais de alivio do estresse
do que ser um gene/mecanismo exclusivo de tolerancia ao aluminio per se. O
exemplo mais elucidativo foi demonstrado por Kato (2001) e Ezaki et al. (2005),
ambos relacionaram a tolerancia ao aluminio com aumento na sintese de lignina.
O primeiro havia sugerido um provavel efeito quelante da lignina sobre o ion AI**,
imobilizando-o antes de causar qualquer efeito danoso na célula. O segundo
comprovou, no entanto, que a toleradncia ao aluminio conferido pelo aumento na
expressdo em arabidopsis de AtBCB (Blue copper binding protein), gene
relacionado a sintese de lignina em arabidopsis, € indireto. Neste caso, a
tolerancia é devido ao efeito de dreno de perdxidos. No metabolismo da lignina,
downstream ao gene AtBCB, ha consumo de peréxidos em diversos passos do
processo de polimerizagado dos fendis, os quais formarao posteriormente a lignina

e cuja matriz é a fenilalanina. Um exemplo do consumo de perdxidos na sintese
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de lignina é pela enzima ligninase |, demonstrado na Figura 1. Desta forma, o
aumento de sintese da lignina gera um consumo maior de peréxidos toxicos a
planta o que leva simultaneamente a dois efeitos, o aumento do depdsito de

lignina e a tolerancia ao aluminio.

Ligninase | - diarilpropano peroxidase (BRENDA1.11.1.14

+ . | —= + +

1,2-his- {3, 4-dimetoxifenil) perdxido de veratraldeide 1-{3,4-dimetilfanil) Anua
propano-1,3-dial hidrogénio etanao-1,2-dial

Figura 1. Reacgao da ligninase I, uma das rotas da sintese de lignina, com
destaque para o consumo de peroxido toxico (caixa vermelha) e
geracao de agua (caixa azul)

Mariano & Keltjens (2005) sugerem que a absorc¢ao de nutrientes pode ser

uma chave importante na tolerancia ao aluminio. Os autores realizaram o

escrutinio de 10 gendtipos de milho que diferiam quanto a tolerancia a aluminio

para recrescimento de raiz e concentracido interna de nutrientes. Foi possivel
associar maior absorgao de calcio e magnésio positivamente com a tolerancia ao

aluminio, sob a presenca de Al** na solugao.

2.2.1 Acidos organicos

Existem dois mecanismos distintos referentes a como acidos organicos
podem conferir toleréncia ao aluminio toxico. O primeiro deles, mais antigo e mais
amplamente estudado, baseia-se na exudagao de acidos organicos pelas raizes

no solo. Uma vez livres na solucdo do solo os acidos organicos quelariam o AP
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antes de este atingir a rizosfera, impedindo sua penetracdo na raiz. O segundo
mostra a modificagcdo de enzimas relacionadas ao ciclo de acidos organicos.

Ambos modelos sao apresentados a seguir.

2.1.1.1 - Transporte de acidos organicos

Dentre todos os genes de tolerancia ao aluminio, o0 mais estudado é aquele
encontrado no loco Alt em trigo. Sasaki et al. (2004) descreveram o primeiro gene
associado com este loco a uma distancia minima de 0,25cM. Foram isolados dois
alelos, um de uma linha sensivel e outro de uma linha tolerante de trigo. Os alelos
foram denominados respectivamente ALMT1-1 e ALMT1-2 e suas proteinas
divergiam apenas em dois aminoacidos. No entanto, ambos alelos conferiam
tolerancia a aluminio quando expressos no mesmo nivel. ALMT1 consiste de um
transportador de malato constitutivo. Delhaize et al. (2004) usaram o gene ALMT1
para transformar cevada e introduzir tolerancia ao aluminio com sucesso na
espécie, a qual é bastante sensivel ao ion. A teoria de exudacdo de malato foi
reforcada neste estudo ao identificar exudagao de malato somente nas linhagens
transgénicas e nao nas do tipo selvagem. Yamaguchi et al. (2005) demonstraram
a localizacao subcelular de ALMT1 na membrana plasmatica, como era esperado
para uma proteina de transporte. O experimento também confirmou a expressao
de ALMT1 na auséncia de Al e mostrou correlagdo entre niveis de mRNA e
proteinas. Todos estes estudos comprovaram que o transporte de acido organico
induz tolerancia ao aluminio téxico em plantas e genes que exergam funcdes de

transportadores de membrana sao grandes candidatos para conferir o carater.



14

2.2.1.2 — Mudancgas em enzimas do ciclo de 4cidos organicos

Embora a relagdo entre os acidos organicos e a tolerancia ao aluminio ja
estivesse caracterizada por conseqiiéncia da quelacdo do ion AI**, apenas o
sentido downstream do mecanismo de agao era conhecido. O efeito per se que
resultava na tolerancia estava bem definido, mas as modificagbes do metabolismo
de acidos organicos e quais implicagdes teriam em processos celulares devido ao
seu desvio de rota ainda ndo haviam sido identificadas. Em trigo, onde a secregéo
de acidos organicos esta bem caracterizada, nenhuma diferenga foi encontrada
na atividade de enzimas relacionadas ao ciclo de anabolismo destes. As enzimas
PEPcase (EC 4.1.1.31), NADH-malato desidrogenase (EC 1.1.1.37), citrato
sintase (EC 2.3.3.1) e NADP+-isocitrato desidrogenase (EC 1.1.1.42) tiveram a
mesma atividade entre gendtipos sensiveis e tolerantes (Li et al., 2000b; Ryan et
al.,, 1995). A atividade das mesmas enzimas foi testada em variedades de
triticales sensivel e tolerante ao aluminio, tanto no apice quanto nos segmentos
maduros das raizes. O resultado foi o mesmo obtido para trigo e centeio, assim o
efluxo de acidos organicos nao é regulado pelos niveis internos dos mesmos nem
pela capacidade das células das raizes sintetizarem malato e citrato (Hayes & Ma,
2003).

Gongalves et al. (2005) foram pioneiros em encontrar diferengcas entre
enzimas correlatas ao ciclo de acidos organicos e, assim, identificar mudangas no
metabolismo upstream dos acidos organicos. Em um estudo com plantulas de
sorgo (Sorghum bicolor) de duas variedades divergentes quanto a tolerancia ao
aluminio, foram encontradas mudangas de atividade de fumarase (EC 4.2.1.2) e
malato desidrogenase (EC 1.1.1.37) nas raizes, além de fumarase nas folhas e de

enzimas de acido trans-aconitico e citrato desidratase (Citrato <=> cis-aconitato +
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H,0) (EC 4.2.1.4), especialmente em raizes. Também foi relatado, no mesmo
trabalho, um grande aumento na secregcao de acidos organicos (acidos malico, t-
aconitico, Fumarico, Succinico, Quinico, Citrico) em sorgo tolerante assim como
em sorgo sensivel em resposta ao aluminio. Apds a exposigéo, no entanto, sorgo
tolerante secretou maior quantidade de acidos organicos.

Este trabalho veio a esclarecer o paradigma que existia quanto ao fato do
dreno de acidos organicos, em variedades tolerantes, ndo afetar diretamente o
rendimento das mesmas. Plantas tolerantes possuem enzimas que respondem a
presenca de aluminio aumentando a sua atividade apds a indugao do estresse,
podendo haver a reposigdo de acidos organicos para a planta tentar equilibrar as
perdas para o meio extracelular, sem que acabe gerando um dano ainda maior no

citosol pela falta de elementos do ciclo do acido citrico.

2.2.2 — Transportador de aluminio

Larsen et al. (2005) estudaram trés linhagens mutantes de Arabidopsis
thaliana sensiveis ao aluminio e os denominaram alsl, als2 e als3 (da sigla em
inglés para Aluminum sensitive 1, 2 e 3, “sensivel a aluminio 1, 2 e 3”), cada uma
contendo um gene mutante ALS1, ALS2 e ALS3, respectivamente. O terceiro
mutante foi cruzado com o tipo selvagem Columbia e através de clonagem
baseada em mapeamento foi possivel isolar o gene ALS3, o qual possuia
similaridade com o gene de bactéria ybbM que é um transportador ABC (ATP
Binding Cassete) e em Escherichia coli confere tolerancia a metais. No entanto,
nao foi encontrada nenhuma similaridade significativa entre ALS3 e TaMDR1
(Sasaki et al.,, 2004), embora este também seja um transportador ABC

previamente descrito, e esteja relacionado com tolerancia ao aluminio em trigo.
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Os transportadores ABC constituem uma superfamilia de proteinas com
dois dominios, uma regido transmembrana pouco conservada e o sitio de
hidrélise do ADP extremamente conservado. Como a maioria dos transportadores
ABC forma dimeros, o numero final de dominios da proteina funcional acaba
sendo quatro. Os transportadores ABC estdo envolvidos no transporte de uma
vasta gama de moléculas, desde pequenos ions até macromoléculas.

O gene ALMT1 também é um transportador de membrana que confere
tolerancia ao aluminio, embora n&o tenha sido classificado na familia ABC. O
mais importante é o fato de o gene ALTM1 ser um gene constitutivo, ao contrario
dos transportadores ABC ALS1 de A. thaliana e TaMDR1 de T. aestivum, cujas

expressodes sao reguladas pelo nivel de aluminio em solugéo.

2.2.3 — Controle de peroxidacéao

O controle dos danos causados por ROS (da sigla em inglés: Reactive
Oxigen Species), espécies reativas de oxigénio, tem sido o modelo mais
explorado nos trabalhos recentes de tolerancia ao aluminio. Diferentes enzimas
foram propostas para o modelo, como glutationa S-transferase (gene parB) de
tabaco (Nicotiana tabacum) (Ezaki et al., 2000), peroxidades também de tabaco,
que usam o ascorbato e a glutationa como doadores de elétrons na redugao de
radicais livres (Devi et al., 2003), e enzimas consumidoras de ROS como MnSOD
(manganés superoxidase mitocondrial) em Brassica napus (Basu et al., 2001).

O ion AI®** forma ligacdes eletrostaticas preferencialmente com doadores de
oxigénio, como carboxilatos e fosfatos. Devido a localizagdo apoplastica do AI**,
as pectinas da parede celular e a superficie da membrana plasmatica sao as mais

atingidas (Yamamoto, 2001). O principal efeito nocivo do aluminio acaba sendo a
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peroxidagao lipidica, que leva a desestruturacdo da membrana celular e inibe o
crescimento radicular. Basu et al. (2004) abordam em Saccharomyce cerevisiae o
ciclo metabdlico da glutationa como meio de contornar o efeito danoso da geragao
de ROS pelo aluminio, através de um sistema de eliminacdo de ROS em duas
etapas. Primeiramente via superdxido dismutase, com formacgao de perodxido e
consumo de dois proétons e posteriormente via catalase, com formacgao de agua e
O,, ou tiorredoxina peroxidade e GSH peroxidase. Nestes dois ultimos casos faz-
se necessaria a reciclagem dos sitios redox das mesmas.

Ezaki et al. (2004) comprovaram o aumento da expressao de dois genes
de glutationa S transferase (AtGST1 e AtGST11) de arabidopsis, induzidos por
aluminio, entre outros estresses como frio, calor, H,O,, Paraquat, cadmio e cobre.
A destoxificagdo via glutationa S transferase se da através da reagcdo RX +
glutationa reduzida <=> HX + R-S-glutationa, onde em RX o R pode ser grupos
alifaticos, aromaticos ou heterociclicos e o X radicais sulfato, nitrila, halido, todos
eles em qualquer combinacgao (Atkins et al., 2003). A alta inespecificidade permite
a agao contra varios elementos toxicos, os quais sdo complexados pela glutationa
S-transferase.

Ezaki et al. (2005) conseguiram contornar o efeito da peroxidacdo em
levedura e arabidopsis com a superexpressao do gene AtBCB, que diretamente
promove a sintese de lignina e cujo processo contém um dreno natural de
peroxidos. Assim, um aumento na demanda por peroxido é capaz de remediar o
efeito de estresse por aluminio. A falta de dreno para o peréxido nas linhagens
sensiveis causou peroxidacgao lipidica e consequentemente o estresse.

Outras formas de contornar a toxicidade por aluminio, capazes de conferir

tolerancia, ja foram descritas. Ryan et al. (1997) identificaram em trigo um
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transportador anidnico da plasmalema ativado por aluminio que estava envolvido,
principalmente, com o efluxo de cloro (CI). Wang e Yang (2005) comprovaram o
aumento de quantidade de enzimas antioxidantes como Lipoxigenase (LOX, EC
1.13.11.12) e na atividade de superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase (POD) e redugao no conteudo de ascorbato (ASC) no apice de raizes

de Cassia tora.



3. OBJETIVO GERAL
Identificar variagdes em sequéncias de DNA e no transcriptoma da aveia
(A. sativa) associadas a tolerancia ao aluminio, a fim de identificar estratégias
moleculares para a selegao e desenvolvimento de gendtipos de aveia tolerantes a

esse estresse.

3.1. Objetivos especificos

3.1.1. Identificar variacbes de DNA entre duas variedades de aveia
divergentes quanto a tolerancia ao aluminio e testar se essas variagbes sao
associadas a essa caracteristica;

3.1.2. Construir uma biblioteca subtrativa a fim de obter um grupo de
sequéncias diferencialmente expressas de um gendétipo tolerante de aveia em
presenca versus auséncia de aluminio;

3.1.3. Identificar fragmentos de DNA diferencialmente expressos em um
gendtipo tolerante de aveia cultivado na presenga e na auséncia de aluminio em
solugdo hidropdnica, a fim de determinar quais genes candidatos podem ser

explorados na identificagdo de gendtipos tolerantes de aveia.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 Material genético

O material genético constituiu-se de duas variedades de aveia branca
divergentes quanto a tolerdncia ao aluminio: UFRGS 17 (tolerante)
(COR?/CTZ*/PENDEK/ME1563//76-29-76-23/75-28/CI833) e UFRGS 930598
(sensivel) (UFRGS15/UFRGS881920). UFRGS 17 é uma variedade comercial
desde 1996 e registrada na LVEC (List of Varieties Eligeble for Certification) da
OECD (Organization for Economic Co-operation and Development). UFRGS
930598 é uma linhagem do Programa de Melhoramento Genético de Aveia da
UFRGS. O gendtipo UFRGS 930598 foi usado nos estudos de marcadores
moleculares, para escrutinio dos primers. O gendtipo tolerante foi usado no
estudo de marcadores, assim como nos estudos de expressao: um macroarranjo
e uma hibridizacdo subtrativa, em ambos o0 mRNA foi extraido em condicdo de
estresse por aluminio (testador) e na auséncia de estresse (controle).

Um total de 94 linhagens recombinantes Fg, do cruzamento entre estes
gendtipos foi selecionado de uma populagdo maior, previamente fenotipada para
recrescimento da raiz apos estresse por aluminio por Nava (2005a). O critério de
selecao foi baseado no desvio maximo em direcdo tanto a tolerancia quanto a
sensibilidade ao aluminio, principalmente na escolha dos acessos tolerantes, ja
que ha um grande desvio dentro deste grupo como discutem Nava et al. (2005).

Cada grupo foi composto por 47 linhagens. As linhagens foram usadas para
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analise de segregagcao dos marcadores que se apresentaram polimorficos entre

0s genotipos parentais.

4.2 Converséo de marcadores

Marcadores do tipo RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphim)
XCDO1395, XBCD1230, XBCD1117 e XWG464 altamente ligados a tolerancia ao
aluminio em espécies de cereais foram convertidos a marcadores STS (Sequence
Tagged Site) para amplificagdto em PCR. As sequéncias depositadas no
genebank foram acessadas e a partir delas desenhou-se primers através do
aplicativo Primer3. Os mesmos foram sintetizados pela Invitrogen. Dentre eles,
BCD1230 associado aos locos ALT3 de centeio e ALTgy de trigo; BCD1117 e
BCD1395 com o loco Alp de cevada.
Tabela 1: Relacao dos primers dos marcadores STS desenhados a partir das

seqUéncias depositadas dos marcadores CDO1395, BCD1230,
BCD1117 e WG464

Tamanho (bp)

STS Sequéncia Amplicon  Primer
BCD1230-F 5" GGAGCAAAGGCTGGAGTTGT 3° co5 20
BCD1230-R 5" TGCCCACCAAACCCAGGATT 3° 20
BCD1117-F 5 TGAACTTGATGCCAGAATGC 3’ 5 20
BCD1117-R 5 TCCTGAATAAGGTCTTCATACCAA 3’ 24
CDO1395-F 5" CAGAAAGGCAGTGCTCCAAT 3° - 20
CDO1395-R 5 TTATCACGGGAAAGGGATCA 3 20
XWG464-F 5" AGTCCAAATGATGTCACAGG 3’ 20
XWG464-R 5" AGGACTGTGAAGGATGCTTACT 3° - 22

4.3 Extracdo de DNA
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Cinquenta sementes de cada um dos gendtipos UFRGS 17 (tolerante),
UFRGS 930598 (sensivel) e de 94 linhagens recombinantes foram colocadas em
papel germinador e levadas a BOD para germinar. A temperatura foi mantida
constante (19°C) sob auséncia de luz. Os coleoptilos foram coletados no quinto
dia e macerados em nitrogénio liquido para a extragdao do DNA, que seguiu o
protocolo de Murray e Thompson (1980). A microextragao foi feita com um total de
620pl de tampéo (CTAB 1% (p/V), 1,4 mM NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCI
pH 8,0) pré-aquecido a 65°C para um terco do volume (0,5mL) de tecido
macerado. Apds agitacdo em voértex, foi adicionado 1uL de proteinase K a
mistura, que foi incubada a 65°C no tampao de extragao por 60 min, com agitagao
a cada intervalo de 10 min. Apds a incubacdo, a solugao foi resfriada em
temperatura ambiente e adicionados 150uL de fenol e 150uL de cloroférmio:alcool
isoamilico (24:1). A separacgao das fases foi em 6 min de centrifugagédo a 15.000
rom. A solugcdo com o DNA foi transferida para novos tubos e o DNA precipitado
com etanol 95% a -20°C, ressuspenso em TE (Tris HCI 10 mM pH 8,0, EDTA 1
mM) e tratado com RNase A. O DNA foi quantificado em espectrofotometro

(Genesis Il, Spectronic).

4.4 Amplificacéo e reacdes de PCR

A reacao de PCR seguiu concentragbes ideais para enzima Tag DNA
polimerase (Invitrogen) (MgCl, 1,5mM, dNTP 200uM, tampao da polimerase 1X,
1U de Taq DNA polimerase e 10 pmol de cada primer, as reacdes foram feitas em
um volume final de 25 ul). As amplificagdes foram conduzidas em termociclador

PTC-100 (MJ Research Inc.). Os produtos de amplificagdo foram separados em
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gel de agarose 3%, tamponados com TBE 0,5x, corados com brometo de etidio
(8uL para 300mL de gel) e visualizados em transluminador UV.

A amplificacdo de PCR com os primers STS foi de 40 ciclos com
desnaturacao a 94°C por 1 min, anelamento a 55°C em 1 min e extensdo a 72°C
em 2 min. Para diferenciar das sondas originais, os marcadores foram
denominados STS1395, STS1230, STS1117 e STS464. Os marcadores STS
amplificaram uma banda cada um e de mesmo tamanho nos gendétipos UFRGS
17 e UFRGS 630598. Como a analise dos amplicons n&o evidenciou polimorfismo
entre os genotipos tolerante e sensivel, estes foram convertidos a marcadores

SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

4.5 Desenvolvimento de SNPs

Os amplicons das reacbdes de amplicagdo dos marcadores STS1395,
STS1230 e STS1117 foram clonados utilizando o produto de PCR diretamente da
reacdo, pois cada reagao gerou apenas um amplicon, o que dispensa a
separagao em gel. A clonagem seguiu o protocolo do kit TOPO TA (Invitrogen),
sendo que a transformacgao foi feita por choque térmico. A obtencado dos clones
seguiu o mesmo protocolo descrito para a hibridizagdo subtrativa. O
sequenciamento visou identificar variacdes nucleotidicas internas, que nao
poderiam ser identificadas por eletroforese. Novos primers foram desenhados
para as mudancas nucleotidicas existentes entre as sequéncias das variedades
UFRGS17 e UFGRS930598. O ponto de anelamento 3’ concentrou a(s)
mudanca(s), tendo o desenho a composi¢do adequada para parear no DNA

molde de UFRGS 17 e nao parear em UFRGS930598. Como os primers focaram
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mudancas nucleotidicas especificas, foram denominados como SNP1395,
SNP1230 e SNP1117.

Os SNPs foram testados com a mesma reacdo de polimerase que o0s
primers dos quais foram derivados, no entanto todos eles amplificaram bandas
também em UFRGS93598.

Diversas temperaturas de pareamento e duragao de ciclos foram testadas
com o intuito de tornar a amplificacdo dos primers especifica. A espeficificade foi
atingida apenas para o primer SNP1117 e constituiu de 57°C por 45 s, 72°C por

30 s num total de 30 ciclos de amplificacao.

Tabela 2: Relagao dos primers dos marcadores SNP desenhados a partir das
sequéncias obtidas a partir dos amplicons dos marcadores CDO1395,

BCD1230, BCD1117

Tamanho (bp)

SNP Sequéncia Amplicon  Primer
SNP1230-F 5" GGAGCAAAGGCTGGAGTTGT 3° o1 20
SNP1230-R 5" ACCAAACCCAGGATTGGCC 3 19
SNP1117-F 5 TGAACTTGATGCCAGAATGC 3’ e 20
SNP1117-R 5 GGTCTTCATACCAAAGATGT3’ 24
SNP1395-F 5" CAGAAAGGCAGTGCTCCAAT 3° 20 20

SNP1395-R 5 ATCACTAGGTGATTCAGAAT 3’ 20
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| UFRes17  x [UFRGS 930598 |

|

94 linhagens F6 do cruzamento

[
Marcador STS

Recrescimento
Ciclo

Marcador SNP X Fenétipo PH

‘ Rendimento

Peso de panicula
Tipo de panicula

Analise de Regresséo
SAS

Analise de Ligacao
LINKAGE

Figura2: Fluxograma esquematico do desenvolvimento e analise de
marcadores moleculares na populacdo de aveia UFRGS 17 com
UFRGS 930598

4.6 Anélise de marcadores SSR

Os seguintes primers de marcadores Simple Sequence Repeat (SSR),
especificos para aveia, foram testados: AM1, AM2, AM3, AM4, AM5, AM6, AM14,
AM15, AM17, AM19, AM21, AM22, AM23, AM24, AM25, AM27, AM28, AM31,
AM35, AM40, AM41, AM42, AM11, AM26, AM30, AM38, AM83, AM84, AMS8S5,
AM86, AM87, AM90, AM91, AM93, AM95, AM96, AM98, AM102, AM104, AM108,
AM112, AM113, AM114, AM115, 270-1, 270S-1, 669-1, 1407-1, 1158-1, 1882-1,
1950-2, AM81, AM82, AM88, AM89, AM94, AM99, AM100, AM101, AM103,
AM105, AM106, AM107, AM109, AM110, AM111, AM117, AM118, AM119,
AM120, AM121, AM122, AM123, AM124, AM92, AM97, AM116, perfazendo um
total de 77 marcadores. A reacdo de amplificagcdo seguiu as indicagbes dos
autores Pal et al. (2002) e Li et al. (2000a), tanto para a solugao quanto para os

ciclos de PCR.



26

| UFRes17  x [UFRGS 930598 |

|

94 linhagens F6 do cruzamento

{ Recrescimento
Ciclo

Marcador SSR X Fenétipo PH

‘ Rendimento

Peso de panicula
Tipo de panicula

Analise de Regresséo
SAS

Analise de Ligacao
LINKAGE

Figura 3: Fluxograma esquematico da analise de marcadores SSR na
populacao de aveia UFRGS 17 com UFRGS 930598.

4.7 Analise de regressédo para os marcadores poliméficos

O modelo de regresséo linear foi usado para detecgao de relagao entre os
marcadores e os dados fenotipicos da populacdo UFRGS 17 e UFRGS 930598. O
numero de marcadores validos variou de acordo com o marcador usado devido a
limitagbes intrinsicas na técnica de PCR. Desta forma, os graus de liberdade
foram exclusivos a cada marcador conforme o numero de reacdes validadas.
Assim, os marcadores microssatélites apresentam os seguintes graus de

liberdade: AM1=79-1, AM2=62-1 e AM25=76-1, e o marcador SNP1117=41-1.
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Tabela 3: Modelo da ANOVA da regressao usada entre os marcadores
polimoérficos na populagdo de aveia UFRGS 17 e UFRGS 930598
versos dados fenotipicos das linhagens recombinantes da mesma
populagdo e Teste t para o intercepto da regressdo e do marcador
daquela regressao

Causas Variacao GL QM F-teste
Modelo 1 SQM/GLT™ QMoo QM
Erro experimental Ndamero de SQM/GLE™

Marcadores validos-1

Total Corrigido

Estimativa do

Variavel GL R Erro padréo Valor t
parametro

Intercépto 1 4117,146 100,12 [Erro

Marcador 12 471,028 143,24 3,29

’Embora os marcadores SSR sejam codominantes, ndo foi encontrado
nenhum heterozigoto, devido a geragéo em teste, portanto o grau de liberdade foi
1 e ndo 2.

4.8 Experimento para definicdo da dose de Al para estudos de
expressao

A analise de resposta das variedades UFRGS17 e UFRGS960598 foi
testada quanto ao crescimento de raiz primaria em solucdo hidropbnica. As
sementes foram selecionadas para que tivessem um tamanho aproximado. Todas
estavam estocadas em geladeira, a 4°C. Antes de serem colocadas para geminar,
as sementes foram descascadas (através da remogao da lema e palea), lavadas
em alcool 70% por um minuto, desinfetadas com hipoclorito de sédio 2% por trés
minutos e lavadas trés vezes em agua destilada. Depois de desinfestadas, as
sementes foram passadas para papel germinador (40 sementes por folha), e
mantidas em de BOD (temperatura constante de 19°C e regime de 12h de luz) por

dois dias. As plantulas com tamanho de radicula uniforme, foram transferidas para

solugao hidropdnica, com seis doses de aluminio 0, 200, 350, 500, 700 e 1000uM,
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todas ajustadas para pH=4. O volume de solugcdo por recipiente foi de 2,5L,
providos com presencga constante de aeracdo. Cada um dos recipientes teve 10
plantulas de UFGRS17 e UFRGS930598. Os recipientes foram mantidos dentro
de tanque com termostado regulado para 25°C. Na terceira data, quando foi feita
ultima repeticdio do experimento, a temperatura ambiente aumentou, e
consequentemente a temperatura da agua também. A solugdo nutritiva foi feita
para cada repeticao a partir da mesma diluicao, sendo trocada a cada 48 horas
durante sete dias, depois dos quais as plantas foram retiradas e foram
fotografadas. As imagens foram usadas para medigcdo do comprimento de raiz
com auxilio do software de dominio publico ImagedJ (NIH).

Tabela 4: Composicao da solucdo nutritiva: fontes minerais usadas e
concentragéo final

Concentracao final
Massa Molecular &

do sal
Ca(NO3),.4H,0 236,16 4,000mM
MgSQO,4.7H,0 246,48 2,000mM
KNO3 101,10 4,000mM
(NH4)2S0O4 132,14 0,435mM
KCI 74,55 0,500 uM
MnSO,4.1H,0 169,01 2,000uM
CuS04.5H,0 249,68 0,300 uM
ZnS0,4.7H,0O 287,54 0,800 uM
NacCl 58,45 30,000 uM
Na,Mo00O4.2H,0 241,95 0,100 UM
H3BO3 59,80 10,000 uM
GeoFe-6* 0,900mM
AlCl3.6H,0 241,43 700,000 uyM**

*1kg de GeoFe-6 tem 60g de Ferro 55,8¢g
**Refere-se a concentracdo do Aluminio e ndo do sal, aproximadamente 20ppm

Os dados do crescimento de raiz observados para os genitores UFRGS
930598 e UFRGS 17, nas trés repetigdes (blocos no tempo) foram submetidos a
andlise da variancia, com a utilizacdo do teste F. O modelo de deliamento

aplicado foi o de blocos casualizados com parcelas subdivididas. A deteccao de
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significancia no bloqueamento, devido ao terceiro bloco, foi efeito da temperatura
ambiente. A eficiéncia do bloqueamento permitiu a retirada dos dados da terceira
data, de forma que na analise final foram usadas apenas as repeticdes referentes
a primeira e segunda data, como demonstrado na tabela da anélise da variancia
abaixo.

Tabela 5: Modelo de analise de variancia para crescimento de raiz, para os

gendtipos de aveia UFRGS17 e UFRGS93598, em dois dias (bloco) e
seis doses de aluminio (0, 200, 350, 500, 700 e 1000uM)

Causas Variacao GL QM F-teste
Bloco (A) 1 SQGLY SQPeR/QME™
Dose (B) 5 SQ°/GL® SQ%/Qu*®
AxB 5 SQ™®GLM® SQ™®QMmE™
Gendtipo (C) 1 SQ°/GL® sSQeeP/QMET™
BxC 5 SQ¥C/GL** sQ™®iQmE™
Erro experimental 170 SQE™/GLE™

Total 187

4.9 Analise de Expresséo

A anadlise de expressdo constituiu de dois experimentos isolados. Um
macroarranjo € uma hibridizacdo subtrativa. Em ambos os casos, foi usado
apenas o padrao de expressao da variedade resistente. O tratamento testador
constituiu de mRNA de UFRGS 17 sob estresse por aluminio e o tratamento
controle de mRNA de UFRGS 17 sem estresse por aluminio.

A maioria dos processos foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular
do Departamento de Plantas de Lavoura, Faculdade de Agronomia, UFRGS,

Porto Alegre, RS, sendo que as exceg¢des estdo discriminadas.
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4.10 Macroarranjo

4.10.1 Inducéao do estresse por aluminio

Seiscentas sementes da variedade UFRGS 17 foram separadas em grupos
de 60 sementes por papel germinador e levadas a camara de crescimento do tipo
BOD. O regime de fotoperiodo foi de 12/12 dia/noite, com o dia artificial
comecgando as 6:00 AM. A temperatura foi constante de 20°C. No quinto dia, as
plantulas foram transferidas para bandejas com solugao hidropbnica com aeragao
constante e solucio nutritiva de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6: Composicao da solucdo nutritiva: fontes minerais usadas e
concentragao final

Concentracéao final
Massa Molecular ¢

do sal
Ca(NOs3),.4H,0 236,16 4,000mM
MgSQO,4.7H,0 246,48 2,000mM
KNOs3 101,10 4,000mM
(NH4)2S0O4 132,14 0,435mM
KH,PO4 136,10 0,500 uM
MnSQO4.H,0O 169,01 2,000 uM
CuS04.5H,0 249,68 0,300 uM
ZnS0,4.7H,0O 287,54 0,800 uM
NacCl 58,45 30,000 uM
Na;Mo00,4.2H,0 241,95 0,100 uM
HsBOs3 59,80 10,000 uM
GeoFe-6* 0,900 uM
Alx(SO4)3.18H,0 666,42 700,000 yM**

*1kg de GeoFe-6 tem 60g de Ferro 55,89
**Refere-se a concentracdo do Aluminio e ndo do sal, aproximadamente 20ppm
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mMRNA mMRNA

cDNA cDNA

MACROARRANJO J

Milho
cDNA diferencialmente Sgrgo
expresso AlP* Trigo
Arroz
Braquiaria

Figura 4: Fluxograma esquematico do macroarranjo de contraste entre cDNAs
marcados de UFRGS 17 na presenca e auséncia de aluminio toxico e
cDNAs de milho, sorgo, trigo, arroz e braquiaria diferencialmente
expressos por estresse de aluminio

O crescimento em meio hidropdnico durou dois dias. As 8:00 da manh3,
metade da populacéo de plantulas tiveram Al adicionado na solugéo, na forma de
sulfato de aluminio, até atingir a concentragdo de 700 pM de aluminio. A adigao
de aluminio foi suficiente para baixar o pH para 4. O processo de transferéncia foi
rapido e reproduzido da mesma forma nas plantas controle, ou seja, estas,
embora fossem recolocadas de novo na mesma solugdo nutritiva, foram
suspensas simultaneamente para equalizar os efeitos da exposi¢ao das raizes ao
ar.

O estresse por aluminio durou uma hora. A coleta foi feita de forma
alternada entre Teste e Controle até que todo o tecido estivesse coletado. Este
cuidado € importante para evitar qualquer efeito de genes regulados pelo ciclo
circadiano, que poderiam gerar falsos positivos nas amostras se estas nao

estivessem devidamente sob o0 mesmo regime luminoso.
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O processo de coleta do tecido foi através da suspensado da bandeja de
crescimento e imersdo da mesma em nitrogénio liquido. Apdés o congelamento, as
pontas das raizes foram cortadas com estilete (a ldmina congelada), o tecido
colocado em tubos Falcon 50mL (estéreis e livres de RNase) e levados para ultra-

refrigerador (-75°C) até o momento da extracéo.

4.10.2 Extracdo de RNA e mRNA

A extracdo de RNA total em larga escala foi pelo método de Carpenter e
Simon (1998). O tampao de extragdo continha Tris HCI pH9 (200mM), LiCl
(400mM), EDTA (25mM) e SDS (1%). Aproximadamente cinco gramas de tecido
fresco de pontas de raiz foram macerados em cadinho de porcelana com
nitrogénio liquido. O pé resultante da maceragao foi transferido para tubos Falcon
de 50mL, resistentes a solventes organicos e livres de Rnase. Para cada 5g de
tecido foram adicionados 10mL de tampao de extragdo. Apds agitagao em vortex,
para homogeneizar, a solugao foi centrifugada a temperatura ambiente, por cinco
minutos a 7500rpm. A fase aquosa foi removida e transferida para um tubo Falcon
novo. Repetiu-se o processo de extracdo, mas desta vez com apenas 7mL de
tampao. O isolamento dos acidos nucléicos da solugdo usou 17mL de
fenol:cloroformio (1:1). O material foi centrifugado da mesma forma anterior. A
fase aquosa mais uma vez removida e transferida para novo tubo. A precipitagao
dos acidos nucléicos se deu com 1/10 do volume de acetato de sédio 3M pH 5,3 e
2 volumes de alcool 95%. Para aumentar o rendimento os tubos foram gelados a
—70°C por 30 min e centrifugados a 12000rpm por 10min a 4°C. O sobrenadante
foi decantado. O pellet foi tratado com 10mL de Cloreto de litio 2M para a

extragcado do RNA total. Apds misturar vigorosamente em vortex e por em gelo por
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30 min, a solugao foi centrifugada a 12000rpm a 4°C por 10 min. O RNA foi entao
diluido em agua ultrapura e estéril de acordo com o tamanho do pellet. A
qualidade do RNA total foi aferida em gel de agarose 1,5% com tampé&o de TAE.
O RNA foi quantificado em espectrofotdmetro (Spectronic Genesys). A extragéo
de mRNA foi feita com o kit PolyATtract® Isolation Systems V (Promega). Foi
utilizada a quantidade maxima de extragdo, com adicdo de agua para atingir o
volume necessario de reagcao de 500uL. O RNA mensageiro foi quantificado em
espectrofotdmetro. A qualidade do mRNA total foi aferida em gel de agarose 1,5%

com tampao de TAE.

4.10.3 Marcacdao radioativa do mRNA

A marcacdo do mRNA e os demais procedimentos para analise de
macroarranjo foram realizados nos laboratérios da EMBRAPA Milho e Sorgo, com
colaboracao do Dr. Anténio Alvaro Purcino.

A reacao de marcagao usou o kit HotScribe First Strand cDNA labelling
(Amersham Biosciences), exceto para a enzima de transcriptase reversa do Kkit,
que foi substituida por SuperScript Il RT (Invitrogen). A marcagao usou 1,536 ug
de mRNA Controle e 1,452ug de mRNA Teste. O cDNA foi desnaturado para
desfazer os diibridos com mRNA, tratado com NaOH 2,5M e HEPES 2M (filtrado
em Millipore 0,45um), e purificado em microcolunas de cromatografia (MicroSpin
S-300 HR Columns, Amersham Pharmacia) através de centrifugagéo por dois
minutos a 3000 rpm, para remocéo do excesso de P* e ficando pronto para a

hibridizacao.
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4.10.4 Preparo das membranas:

As membranas Nylon Hybond XL (Amersham Bioscience) foram
carimbadas com 88 clones da biblioteca de resposta a aluminio da EMBRAPA
Milho e Sorgo e oito controles. Todas as sondas aparecem discriminadas na
Tabela 7, a descricao refere-se ao resultado do BLAST do primeiro
sequenciamento. Para a produgcdo da membrana, os clones foram amplificados
em 24 ciclos de PCR com primers M13 avante e reverso e mix para Taq
polimerase (Invitrogen). Um “bulk” de quatro reagdes foi feito, totalizando 4ug de
cDNA, que foram secos em centrifuga a vacuo gelada (SpinFreezer HETO),
ressuspensos em 60uL de agua e 15uL de glicerol. A desnaturacao foi realizada
com 0,2M NaOH a 37°C por 15min. A transferéncia das sondas padrao para a
membrana foi feita com carimbo, sendo realizadas quatro etapas de 53,3ng de
cDNA em cada uma delas, para que no final, cada ponto de hibridizacao
contivesse aproximadamente 210ng de cDNA. O processo foi 0 mesmo para a
alocacéao da repeticao, que segue o0 mesmo ordenamento e posi¢cao no carimbo. A
fixacdo dos clones na membrana foi através de tratamento térmico e de radiagao
UV com forno UV Stralink 2.400.

A posicao identificada na primeira coluna da Tabela 5 refere-se a
distribuicao dos pocos de uma placa de PCR para 96 reagdes. A mesma posicao
foi usada para o gabarito da imagem da auto-radiografia gerada pela exposigcao
do filme as sonda marcadas do macro-arranjo. Tanto a imagem quanto o gabarito

estao no Apéndice 1.
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4.10.5 Hibridizacao

As membranas foram pré-hibridizadas em tubos de hibridizagdo com 15mL
de tampao (5X SSPE, 5X solugéo de Denhart, 0,5% de SDS) e 1,5ug de esperma
de salméo a 65°C por quatro horas no forno de hibridizagdo com a rotagao ligada.

O cDNA marcado foi colocado no tubo de hibridizacdo por uma noite, a

65°C e com rotagao ligada.

4.9.6 Lavagem das membranas.

Foram feitos trés passos de lavagem de 45 minutos, no primeiro com
SSPE 2X e SDS 0,1% e o segundo e terceiro com SSPE 1X e SDS 1%. A
membrana foi seca entre papéis filtro. O filme fotografico foi exposto a radiagao

em ultra-refrigerador por uma semana.
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Tabela 7: Composi¢cado da membrana de macroarranjo: posi¢ao, sonda, biblioteca
de origem e tempo ao qual a espécie foi exposta ao aluminio para a
geragao da biblioteca, conforme detalhado na sessao acima.

Posicédo Bibliotecade Tempo
(placa e Genes origem de
membra- € Espécie exposicao
na) (Cultivar) ao Al
Al  (-)sem DNA Controle negativo N/A N/A
B1 TOPO (M13F / M13R) Controle negativo N/A N/A
C1 1001 / EQ9 — Tubulina Controle positivo N/A N/A
D1 1001 / HO4 — Fator de elong. Controle positivo N/A N/A
El 1003 / E12 — Actina Controle positivo N/A N/A
F1 1004 / DO9 - Ubiquitina Controle positivo N/A N/A
Gl 1004 / GO1 — Ubiquitina C Controle positivo N/A N/A
H1 1004 / D02 — Tubulina Controle positivo N/A N/A
A2  Strongyloides ratti mMRNA for metallopanstimulin Milho (Cateto) 1 hora
B2 Subunit ATP synthase mitocondrial mMRNA Milho (Cateto) 1 hora
Cc2 S adenosylmethionine decarboxilase Milho (Cateto) 1 hora
D2 Rice Sec 14 gene Milho (Cateto) 1 hora
E2  ADT/ATP translocase Milho (Cateto) 1 hora
F2 Wheat protein kinase Milho (Cateto) 1 hora
G2  P.capsici gene for cutinase Milho (Cateto) 1 hora
H2  Zea mays 25S rRNA gene transposon-llike sequence Milho (Cateto) 1 hora
A3 P.meliaceum plastidic aspartate aminotranferase Milho (Cateto) 1 hora
B3 Maize heat shock protein 70 kda (hsp 70) Milho (Cateto) 1 hora
C3  Wheat sec 61p Milho (Cateto) 1 hora
D3  Amppd 3 gene Milho (Cateto) 4 horas
E3  chain peptidase precursor (DGMPP) Milho (Cateto) 4 horas
F3 mRNA for S-adenosylmethionine decarboxylase Milho (Cateto) 4 horas
G3 mRNA for metallopanstimulin Milho (Cateto) 4 horas
H3 MRNA of a 21 kD pepitide Milho (Cateto) 4 horas
A4 Ketoacyl reductase (G 18 gene) Milho (L3) 1 hora
B4  Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Milho (L3) 1 hora
C4  Zea mays CL4190-1 mRNA sequence Milho (L3) 1 hora
D4 mRNA for calreticulin Milho (L3) 1 hora
E4 Zea mays clone d elongation factor 1 alpha mRNA Milho (L3) 1 hora
F4 mRNA for U2 snRNP auxiliary factor Milho (L3) 1 hora
G4  JEYF 14/16 GENE OF Rhizobium sp. Milho (L3) 4 horas
H4  Wheat catepsin B Milho (L3) 4 horas
A5 Protein 684 (mg684 gene) Milho (L3) 4 horas
B5 Cutinase Milho (L3) 4 horas
C5 Putative senescence associated protein Milho (L3) 1 hora
D5  Tubulin alpha chain — maize Milho (Cateto) 24 horas
E5 L.ascorbato peroxidase (APA) Milho (Cateto) 24 horas
F5 Zea Mays PCO 085932 MrNA sequence Sorgo 1 hora
G5  Zea Mays CL2281-1 mRNA sequence Sorgo 1 hora
H5 Atropa belladona partaila mRNA, 3 UTR, clone nh 13,4 Sorgo 1 hora
A6 Setaria italica actin mRNA Sorgo 1 hora
B6 Homo sapiens type Il transmembrane protein MDL--1 Sorgo 1 hora
C6 Dianthuns caryophyllus putative mtN3-like protein nRNA Sorgo 1 hora
D6 Nicotiana sylvestris Nsppc3 gene for phosphoenolpyruvate Sorgo 1 hora
E6 Sacharum hybrid cultivar CP72-2086 elongation factor 1 alpha Sorgo 1 hora
F6 Zea mays cellulose synthase 1 (CesA-1)mRNA Sorgo 1 hora
G6  Zea mays CL2935-1 mRNA sequence Sorgo 1 hora
H6  Zea mays PCO 124171 mRNA sequence Sorgo 1 hora
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Tabela 7 (continuagao): Composicdao da membrana de macroarranjo, posi¢ao,
sonda, bilbioteca de origem e tempo de exposi¢do ao aluminio

Posicédo Bibliotecade Tempo
laca e origem de
S\gembra— Genes Esp?écie exposicao
na) (Cultivar) ao Al
A7  Zea mays PCO 087051 mRNA sequence Sorgo 1 hora
B7  Arabidopsis thaliana fibrillarin 2 Sorgo 1 hora
C7  Zea mays CL253-2 mRNA Sorgo 1 hora
D7 Hordeum vulgare L. mRNA for serine carboxypeptidase Sorgo 1 hora
E7 Sacharum hybrid cultivar H32-8560 polyubiquitin Sorgo 1 hora
F7 Zea mays PCO 064714 mRNA Sorgo 1 hora
G7  Zea mays mRNA for adenosine kinase Sorgo 1 hora
H7  Zea mays mRNA for maise 20S proteasome alpha subnit Sorgo 1 hora
A8  Zea mays PCO 131201 mRNA Sorgo 1 hora
B8  Solanum bulbocastanum style self-incompatibility putative Sorgo 1 hora
C8 P. miliaceum mRNA for aspartate aminotransferase Sorgo 1 hora
D8  Zea mays PCO 135520 Sorgo 1 hora
ES8 Arabidopsis thaliana acyl-CoA binding protein Sorgo 1 hora
F8 Sacharum hybrid cultivar C2H2 zinc-finger protein serrate mMRNA Sorgo 1 hora
G8 Homo sapiens mRNA expressed only in placental villi Sorgo 1 hora
H8 Zea mays PCO 071606 mRNA Sorgo 1 hora
A9 Zea mays PCO 067271 mRNA Sorgo 1 hora
B9 Arabidopsis thaliana similar to dihydroflavonol Sorgo 1 hora
C9  Zeamays CL 2281-1 mRNA sequence Sorgo 4 horas
D9 Zea mays DNA for cysteine proteinase inhibitor Sorgo 4 horas
E9 Orysa sativa ADP-ribosylation factor (Os-ARF1)mRNA Sorgo 4 horas
F9 Zea mays PCO 119463 mRNA sequence Sorgo 4 horas
G9 Rice DNA for aldolase C-1 Arroz 1 hora
H9 O. sativa (japonic cultivar-group) mRNA for peroxidase Arroz 1 hora
A10 O. sativa NADP-specific isocitrate dehydrogenase nRNA Arroz 1 hora
B10 Rice mRNA for ATP/ADP translocator Arroz 1 hora
C10 Zea mays PCO 145462 mRNA sequence Arroz 1 hora
D10 Rice mRNA, partial homologus to chaperonin 10 gene Arroz 1 hora
E10 O. sativa NADP-specific isocitrate dehydrogenase mRNA Arroz 1 hora
F10  O. sativa Wilm’s tumor-related protein QM mRNA Arroz 1 hora
G10 O. sativa gene for ovp1 — H — translocation inorganic phosphatase Arroz 1 hora
H10 O. sativa V-ATPase B gene vacuolar APTase B subunit Arroz 1 hora
A1l  O. sativa mRNA for mitochondrial phosphate transporter Arroz 1 hora
B11 O. sativa mRNA for EF-1 alpha Arroz 1 hora
C11  O. sativa mRNA for calcium-binding protein Arroz 1 hora
D11 Zea mays cellulose synthase - 99 (CesA-9) mRNA Arroz 1 hora
E11 Phosphate transport system Braquiaria 1 hora
F11  Sec 14 like protein [orysa sativa] Braquiaria 1 hora
G11 Catalase Braquiaria 1 hora
H11 Protein tyrosine phosphatase Braquiaria 1 hora
Al2  SocE [Myxococus xanthus] Braquiaria 1 hora
B12  Putative leucine zipper protein Braquiaria 1 hora
C12 NADH dehydrogenase subunit 4 Trigo 1 hora
D12 Class lll chitinase Trigo 1 hora
E12  Major facilitator family trans. Braquiaria 1 hora
F12  Zea mays CL 615 mRNA sequence Braquiaria 1 hora
Gl2 Zea mays PCO 138354mRNA sequence Milho (L3) 1 hora
H12  Daucus carota mRNA for cyclin D2 Sorgo 4 horas
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4.11 Hibridizagdo subtrativa

4.11.1 Inducéao do estresse por aluminio

O cultivo das plantulas para extracdo de mRNA para a hibridizagao
subtrativa seguiu as mesmas etapas ja descritas anteriormente para o
macroarranjo, com pequenas modificagdes. A mudancga foi realizada na solugao
de inducdo de estresse. O sulfato de aluminio foi substituido por cloreto de
aluminio (AICl3, massa molecular do hexaidrato=241,43), o qual € mais soluvel e
estavel que o sulfato. O fosfato de potassio da solugdo de inducédo de estresse
por aluminio foi substituido por cloreto de potassio, de forma que o potassio
continuasse na mesma molaridade que na solucédo anterior, mas sem a presenca
de fosforo, que pode precipitar o aluminio. O aumento na molaridade de cloro nao
afetou o desenvolvimento celular. O tratamento controle foi trocado para uma
solugao igual ao tratamento testador, também sem fésforo, mas sem aluminio. O
pH foi corrigido para 4 com HCIl apés a adi¢ao do aluminio.

A coleta de tecido seguiu 0s mesmos passos da primeira extragéo.

4.11.2 Extracdo do RNA e mRNA

O RNA total foi extraido com o kit de extragcdo Concert Plant RNA Reagent
(Invitrogen). O bulk de 10 extracdes de testador e 10 extragdes de controle foi
feito. O RNA total foi quantificado em espectrofotdmetro e a qualidade aferida em
gel de agarose 1% TAE 0,5%. A extracdo de mRNA usou 2 ug de tRNA e seguiu
o protocolo do kit de extragdo NucleoTrap® mRNA (Clontech). O mRNA puro foi
quantificado em espectrofotdbmetro e a qualidade aferida em gel de agarose 1%
TAE 0,5%. Todos os passos a seguir, desde a sintese da primeira fita de cDNA,

seguiram o protocolo de hibridizagdo subtrativa do kit PCR-Select (Clontech). A
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subtracao foi feita apenas em um sentido (avante), tendo como testador UFRGS

17 sob estresse por aluminio e controle UFRGS 17 sem estresse por aluminio.

MRNA mMRNA

]
cDNA

Diferencialmente expresso

|
l l

BLASTN BLASTX

DNA

CANDIDATOS

EST

Figura 4: Fluxograma esquematico do desenvolvimento e analise da
hibridizagao subtrativa da cultivar de aveia UFRGS 17 submetida por
uma hora a presenca ou auséncia de aluminio toxico.

4.11.3 Clonagem
O produto final da subtragcdo foi submetido a uma extensdo com meia

unidade de Taq polimerase por 10 minutos a 72°C, para viabilizar a clonagem. A

Taqg promove a adenilacdo no final das fitas apenas no sentido 3 min, formando

uma cauda A. O produto final do PCR 2 possui terminagbes cegas que

inviabilizariam a transformacido pelo protocolo do kit TOPO, se nao fosse a

geracgéao destas caudas A pela Taq polimerase.

A transformagao foi feita com o kit TOPO através do método de
eletroporagao. O vetor usado foi PCR 2.1 e o produto para inser¢do usou 4ul do
amplicon do ultimo passo da subtrag&o. A ligagcado constituiu de 1ul da solugéo

salina diluida, 1 pl do vetor, a reagdo durou 30 min a 23°C. Uma aliquota de 2 uL
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do produto da ligacdo foi usado para 40 pL de meio com células
eletrocompetentes. A transformacao foi por eletroporacdo, utilizando Micropulser
Electroporation Apparatus Bio-RAD (Lab. de Fitopatologia Molecular — UFRGS,
Porto Alegre, RS). As células foram mantidas no gelo por 1min, em seguida,
transferidas para cubeta, e submetidas ao choque de transformacéo.

Seguida a transformacgéao, foram adicionados 1 mL de meio Lb liquido na
cubeta. O material foi recuperado por ciclos de pipetagem de ressuspensao. As
células foram crescidas por uma hora a 37°C com agitagdo constante. Apds, 40uL
do material foi plaqueado e crescido por 16 horas a 37°C em placas contendo LB
soélido, ampicilina (10ug/ml) e x-gal. Colénias brancas isoladas foram selecionadas
e testadas (reagao de amplificagao utilizando primers do vetor, seguida de analise
em gel de agarose 2,5% 0,5xTBE). Apos analise do gel as coldnias foram
resselecionadas. Os clones positivos foram crescidos em Lb liquido por 18 horas
a 37° sob agitagao. Os plasmideos foram extraidos utilizando o kit PureLink Quick

Plasmid Miniprep (Invitrogen) e quantificados.

4.11.4 Sequenciamento dos clones

O sequenciamento das amostras foi realizado no Laboratério ACTGene
(Centro de Biotecnologia, UFRGS, Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador
automatico ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer armado com capilares de 50 cm e
polimero POP6 (Applied Biosystems). Os DNAs-moldes (30 a 45 ng) foram
marcados por PCR utilizando-se 3,2 pmol do primer M13 da Invitrogen (M13-F
5 GTAAAACGACGGCCAG 3" e M13-R 5°"CAGGAAACAGCTATGAC 3) e 2 uL do
reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Applied Biosystems)

em um volume final de 10 uL. As reagdes de marcagao foram realizadas em
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termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems) com uma etapa
de desnaturagao inicial a 96 °C por 3 min, seguida de 25 ciclos de 96 °C por 10 s
55 °C por 5 seg e 60 °C por 4 min. Depois de marcadas, as amostras foram
purificadas pela precipitagdo com isopropanol e lavagem com etanol 70 %. Os
produtos precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida, desnaturados a 95
°C por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados no sequenciador
automatico. Os dados de sequenciamento foram coletados utilizando-se o
programa Data Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) com os parametros Dye
Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”; BioLIMS Project
“3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6_50cm_cfv_100"; e Analysis

Module 1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz”.

4.11.5 Analise de seqiliéncias

Os cromatogramas de todas as sequéncias foram analisados visualmente
através do aplicativo BioEdit. Somente sequéncias com alta definicdo foram
utilizadas e apenas as regides com picos bem definidos. Apds a delimitagdo das
do inicio e término das sequéncias por resolugcdo, as mesmas foram convertidas
para formato FASTA e testadas para presenca de vetores, adaptadores e primers
das etapas anteriores. As sequéncias foram submetidas ao aplicativo VecScreen

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VecScreen/) e tiveram as extremidades

contaminantes removidas, deixando apenas a fragao interna que correspondesse
ao cDNA oriundo do RT-PCR. Depois de limpas, as sequéncias foram alinhadas
(custo de abertura do GAP=10, custo de extensao do GAP=2 e custo de GAP final
equivalente) com aplicativo CLC Combined Workbench 1.0.2. Foi possivel

identificar as sequéncias isoladas mais de uma vez em clones diferentes.
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Pequenas diferengas nucleotidicas foram consideradas como artefato de PCR e
foram ignoradas.

Apos a obtencdo das sequéncias, o alinhamento pairwise foi realizado
utilizando o pacote de aplicativos online.

A anadlise de BLAST (modelo de alinhamento com GAPS de Altschul et al.,
1997) foi feita para a seqléncia que apresentava o maior tamanho entre os clones
iguais. Foram realizados BLASTn (sequéncia de DNA alinhada com banco de
dados de DNA e outro com banco de cDNA), BLASTx (sequéncia de DNA
traduzida para proteina, com fases de leituras abertas, alinhadas com banco de
proteina), BLAST de dominios (sequéncia de DNA com traducédo exclusiva de
ORFs alinhada com matrizes de dominios).

Para a analise de BLASTn (nr) foram usados os bancos de dados
completos para nucleotideos (GenBank+EMBL+DDBJ+PDB) exceto EST, STS,
GSS, amostras ambientais ou fases 0, 1 or 2 de sequéncias HTGS, totalizando
3.857.020 sequéncias. Um segundo BLASTNn foi feito exclusivamente para ESTs e
usou os bancos de dados do GenBank+EMBL+DDBJ para EST, totalizando
35.372.460 sequéncias.

O BLASTXx foi feito com o bando de dados Genes do KEGG.

A analise de dominio foi feita com o aplicativo InterProScan

(http://www.ebi.ac.uk/InterProScan/) usando os seguintes bancos de dados:

BlastProDom, FPrintScan, HMMPIR, HMMPfam, HMMSmart, HMMTigr,
ProfileScan, ScanRegExp, SuperFamily, SignalPHMM, TMHMM, HMMPanther,
GenedD. A varredura foi feita com seqiéncia em nucleotidio e rigor de ORF

proporcional ao tamanho da sequéncia.



5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise fenotipica

A andlise de variancia foi significativa para os gendtipos e as doses
testados (Tabela 8). A interagcdo entre dose e gendtipo também foi significativa. A
significancia da interagao entre gendtipo e dose deve-se ao fato de a variedade
UFRGS17 nédo haver demonstrado tendéncia para a diminuicdo no comprimento
de raiz em nenhuma das doses, enquanto a variedade UFRGS930598 mostrou
claramente uma redugdo no comprimento de raiz com a adigao do aluminio na
solucdo (Figura 6). Os limites testados evidenciam que o nivel de perda de
tolerancia para UFRGS17 nao foi atingido e uma concentragdo de até 1000 uM de
aluminio ndo afeta o desenvolvimento radicular desta variedade.

Os resultados também caracterizam uma maior variancia para a variedade
tolerante, confirmando os dados de Nava (2005%). Como o aluminio ndo afeta o
desempenho da UFRGS17 a variancia acaba medindo outros efeitos (vigor da
semente, lesdo mecanica no transplante etc), que ndo aquele que esta sendo
testado diretamente, ou seja, a tolerancia ao aluminio. Ao revés, como a
variedade UFRGS930598 ¢ afetada pelo estresse do aluminio na solugado, na
medida em que haja dose, o crescimento de raiz diminui e a variancia € bem
menor que a variancia no controle sem aluminio. A grande variancia da variedade
UFRGS17, em todos os niveis, dificulta a comparacdo de médias entre niveis.

Estes resultados permitiram gerar novas hipéteses com relagdo a

uniformidade das variancias do crescimento de raiz. Na auséncia por aluminio,
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apenas outros efeitos sdo fontes de variacdo, e assim, espera-se que as
variancias de UFRGS17 e UFGRS930598 sejam equivalentes. O teste F foi
aplicado para as variancias de UFRGS17 e UFGRS930598 para cada dose de
aluminio. Apenas no nivel zero, nao foi detectada diferenga significativa (F=0,75)
nas variancias entre as duas variedades, com intervalo de confianga de 95%
(limite inferior de 0,31 e limite superior de 1,83). Para todos os demais niveis
houve diferengas para o teste de igualdade de variancias.

Como o experimento foi realizado em trés datas diferentes (bloqueamento
no tempo) foi possivel detectar variagcdo entre as mesmas. O bloqueamento foi
eficiente, pois as datas apresentaram significancia no teste F. A temperatura
ambiente foi superior na ultima data, o que afetou o desenvolvimento radicular de
ambas as variedades. Embora ndo tenha sido o objetivo original, observou-se
que o estresse por calor pode afetar a tolerancia ao aluminio. O teste de Duncan
(a=0,05) nao encontrou diferenga significativa entre as médias dos blocos dia 1 e
2 (m1=3,56 e m2=3,43). Ambas as médias sado diferentes da média do dia 3
(m3=2,09).

A alta tolerancia de UFRGS17 durante o tempo de crescimento em
solucdo hidropbnica, nos leva a acreditar que o mecanismo de destoxificacdo do
aluminio em aveia nao seja através de exudacéo de acidos organicos. Se assim o
fosse, a liberacdo dos mesmos deveria ser proporcional a concentragdo de
aluminio, que em solucao nutritiva apresenta-se moével, ao contrario do solo.
Como as plantas eram do mesmo gendtipo e cultivadas no mesmo regime de luz
e nutrientes, considera-se que a todas tenham uma taxa metabdlica e geragao de
fotoassimilados equivalentes. Assim, esperar-se-ia uma consideravel diminui¢cao

no tamanho das raizes na medida em que a dose fosse aumentada, devido a
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grande perda energética pela liberagdo de acidos organicos na solugcdo para
quelacao do aluminio, o que causaria um grande dreno de esqueletos de carbono
para repor as perdas de acidos organicos, o que refletiia um menor

desenvolvimento geral da planta, inclusive raizes. Isso n&o foi observado.

Tabela 8: Analise de varidncia para crescimento de raiz medido pelo seu
comprimento final (cm), para os gendotipos UFRGS17 e
UFRGS930598, em dois dias (bloco) e seis doses de aluminio (0, 200,
350, 500, 700 e 1000 uM)

Causas Variacéao GL QM F-teste Pr
Bloco (A) 1 0,906 0,56 0,4549
Dose (B) 5 3,827 16,82 0,0038
AxB 5 0,227 0,14 0,9825
Genotipo (C) 1 107,986 66,87 <.0001
BxC 5 4,794 2,97 0,0135
Erro experimental 170 1,615

Total 187

A Figura 6 permite visualizar a igualdade de médias e de variancias das
variedades UFRGS17 e UFRGS930598 quando comparadas na auséncia por
aluminio. O teste de Tuckey-Kramer confirma a igualdade entre as médias de
UFRGS17 em todas as doses e UFGRS930598 na dose zero (Figura 7). Nao
foram detectadas diferengas significativas entre as médias de crescimento de raiz
de UFRGS930598 nas diferentes doses testadas. Assim, o efeito de diminuicao
de crescimento de raiz na variedade sensivel na dose mais baixa (200uM) foi o

mesmo que na dose mais alta (1000uM).
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Figura 6: Grafico do crescimento de raiz representado pelo comprimento final
(cm) de UFRGS17 (azul) e UFRGS930598 (amarelo) em doses
crescentes de aluminio em diferentes concentragbes do metal (uM)
cuja forma fonte foi cloreto de aluminio, barras verticais indicam
desvio padrao
Tabela 9: Médias e variancias do comprimento de raiz de UFRGS 17 e UFRGS
930598 utilizadas nas comparagdes de meédias pelo modelo Tukey-
Kramer apresentadas na Figura 7.
Gen6tipo Dose d(i'\e;ll)uminio Comprimento da raiz (cm)
Média Variancia
u17 0 3,93 1,400
u17 200 3,35 2,501
u17 350 3,85 3,875
u17 500 3,25 2,413
u17 700 3,45 2,987
u17 1000 3,55 2,980
U93598 0 3,99 1,868
U93598 200 2,82 0,950
U93598 350 2,41 0,950
U93598 500 1,87 0,780
U93598 700 1,98 0,841
U93598 1000 1,91 1,199
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UFRGS17 U93598
200 350 500 700 1000 | O 200 350 500 700 1000
0 NS NS NS NS NS NS NS o ** = **
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Figura 7: Comparagcdo de médias do crescimento de raiz dos genotipos de
aveia UFRGS 17 e UFRGS 930598 em seis doses de aluminio pelo
modelo Tuckey-Kramer, NS (ndo significativo, a>0,05), * (significativo
0,05>0>0,01), ** (siginificativo «#<0,01)

O modelo de regressdo para determinar a resposta de inibicdo de
crescimento de raiz em doses crescentes de aluminio foi determinado. A analise
de variancia da regressao do crescimento de raiz de UFRGS17 versus a dose de
aluminio, ndo foi significativa (F=0,14 e p=0,7130), como era esperado. Logo, esta
variedade nao responde a mudancga nos niveis de aluminio testados. Ja a analise
de variancia da regressdo com a variedade UFGRS930598 foi significativa
(F=42,72 e p<,0001). Logo, testou-se a significancia da dose (t=-6,54 e p<,0001)
e do intercepto da curva (t=20,89 e p<,00001). O modelo de regressédo quadratica
apresentou maior R?=0,2259.

O modelo biologico verificado neste estudo ndo pode ser explicado por
uma regressdo quadratica, pois caracterizaria 0 aumento no crescimento de raiz
na medida em que a dose de aluminio fosse aumentada apos o ponto de inflexao
da curva. Por tanto, foi testada uma regressao quadratica com platé. O método de

iteracdo de Gauss-Newton foi aplicado através do procedimento nao linear (Proc

NLin) do pacote estatistico SAS (SAS Institute Inc., 1999). A quarta iteragao
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identificou o ponto de convergéncia da regressao quadratica para o platd

(estabilizacdo da curva onde os y nao variam mais).

Tabela 10: Analise da variancia da regressao quadratica com platd do
crescimento de raiz do gendtipo de aveia UFRGS930598 versus
dose de aluminio.

Causas Variacao GL QM F-teste Pr
Modelo 2 477,3 51,86 <0,0001
Residuo 137 1,196

Total 139

A dose na qual a curva da equagao atinge a estabilizacéo, identificada pelo
modelo, foi de 128,998uM de aluminio. Ou seja, € uma dose inferior aquelas
testadas. A regressao estimou o crescimento de raiz na dose maxima de resposta
da curva como sendo igual a 2,244cm. A partir deste ponto, o comportamento de
crescimento de raiz torna-se estavel, e ndo difere mais independentemente da
dose de aluminio aplicada. Os componentes para a regido da equagao que segue
0 modelo matematico de regressdo quadratica estdo apresentados na Tabela 11
e seguem a seguinte formula:

Crescimento de raiz=4,0749-0,0155x(Dose)+0,00001x(Dose)?

Tabela 11: Componentes da equacao de regressdo do crescimento de raiz do

gendtipo de aveia UFRGS930598 versus dose de aluminio para a
parte da curva sob fungao quadratica.

Estimado Erro padrao Intervalo de confianca
aproximado (95%)
a 4,0749 0,2332 3,6137 4,536
b -0,0155 0,00107 -0,0176 -0,0134
C 0,00001 : : :

Os dados da regressao confirmaram o teste multiplo de médias. A média

de UFRGS930598 sem aluminio é diferente das demais médias de todos os
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outros niveis com aluminio, mas nao foram encontradas evidéncias que
diferenciem as médias de crescimento de raiz entre as doses de aluminio. Assim,
as doses testadas nao foram altas o suficiente para afetar o crescimento de raiz
da variedade tolerante e, ao mesmo tempo, foram altas demais para determinar
um padrao de reducdo entre dose e crescimento de raiz para a variedade

sensivel.

5.2 Marcadores moleculares

5.2.1 Marcadores convertidos STS e SNP

O produto de PCR dos marcadores STS XCDO1395, XBCD1230 e
XBCD1117 em UFRGS17 e UFRGS930598, foi um fragmento de DNA cada e no
tamanho esperado em relagao a sequéncia da qual foram desenhados os primers,
0 que demonstra grande conservagao nestes locos entre aveia e as espécies de
origem das sondas. No entanto, todos eles mostraram-se monomorficos para os
pais. O marcador XWG464 nao apresentou consisténcia de amplificagado para o
pai UFRGS930598 mostrando em gel um leve arraste que nao permitia identificar
o tamanho exato da banda.

Todos os quatro marcadores moleculares do tipo STS (Sequence Tagged
Sites), oriundos dos RFLPs Xbcd1230, Xcdo1395, Xwg464 e Xbcd1171,
identificados como associados a tolerancia ao aluminio, mostraram-se presentes
no genoma da aveia, mas sem variagdes entre os pais tolerante e sensivel. Apés
a conversao desses em marcadores STS, gerou-se a hipotese de que poderiam
haver variagdes pequenas demais para serem identificadas por eletroforese,
podendo estar relacionadas com variagdes nucleotidicas nessas sequéncias. O

sequenciamento permitiu comprovar esta hipétese através da deteccdo de
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diferencgas internas entre os amplicons para as sequéncias amplificadas pelos trés
marcadores testados (Figuras 9, 10 e 11).

O alinhamento entre as sequéncias de UFRGS 17 (154pb) e UFRGS
930598 (153pb) obtidas pelo marcador STS1117, apresentou similaridade de
99,4% com a mesma regido da sonda Xbcd1117 (BE438923), sendo que a
variagao encontrada foi a insercdo de um nucleotideo “T” na posi¢cao 30 na
sequéncia de UFRGS 17. Para o marcador STS Xbcd1230, as sequéncias de
UFRGS 17 (697pb) e UFRGS 930598 (695pb) apresentaram similaridade de 99%.
As diferengas encontradas foram nas posi¢gdes de numero 613 e 677 (substituicdo
de T por C), 674 (insergao de G), 675 (substituicao de C por G) na sequéncia de
UFRGS 17. Ja para o marcador STS Xcdo1395, a similaridade entre as
sequéncias UFRGS 17 (355pb) e UFRGS 930598 (356pb) foi de 98,9%. As
diferencas foram nas posi¢cdes 221 (substituicdo de T por C), 320 e 327
(substituicao de G por A) e 333 (delegao de A) na sequéncia de UFRGS 17.

Com base nestas pequenas diferencas, desenharam-se novos primers
SNPs derivados dos STSs XCDO1395 e XBCD1230. No entanto, as diferencas
foram muito pequenas para possibilitar amplificacbes diferenciais. Quando se
aumentava muito a temperatura de pareamento, para aumentar também a
especificidade entre o primer e o0 DNA molde, perdia-se totalmente a geragéo de
amplificagdo, ao passo que uma temperatura imediatamente mais baixa gerava
amplicons para todos os acessos. Outra possibilidade é que os SNPs detectados
para XCDO1395 e XBCD1230 poderiam ser artefatos de seqlienciamento. Por
outro lado, o SNP desenvolvido para o marcador XBCD1117 permitiu analise em

agarose.
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A distribuicao alélica do SNP1117 foi de A=23 e a=22, sendo o alelo A a
presenca de banda, ou seja, o alelo do pai UFRGS17. O teste do marcador
SNP1117 para segregacdo 1:1 teve um y?=0,022 (ndo significativo P=0,88). O
resultado de frequéncia alélica para a amostragem usada mostrou-se de acordo
com o esperado para linhagens recombinantes de uma populagéo Fg avangada
sem selecdo. A analise permitiu o uso deste em testes com os dados fenotipicos.

A hipotese de ligagao genética do alelo A com o carater de tolerancia e do
alelo a com o de sensibilidade ao aluminio foi testada com os aplicativos
LINKAGE e SAS. O teste de x2=0,98 (ndo significativo, P=0,32) demonstrou
independéncia na segregagcao do marcador SNP1117 com o recrescimento de
raiz nesta populagao de aveia. O teste F da analise de regressao também nao foi
significativo (F=3,06 e P=0.0874), sendo que a regressao confirmou a
independéncia na segregacgao. A contribuicdo da presenca do marcador para a
mudanca no recrescimento da raiz foi baixa, R?=0,0664. Os dados demonstram
que, embora o marcador STS1117 seja informativo para a populagdo UFRGS 17
com UFRGS 930598, ele ndo serve para programas de melhoramento para
selecdo assistida para tolerdncia ao aluminio em aveia. Além disso, esses
resultados sugerem que o gene de tolerancia ao aluminio em aveia presente em
UFRGS 17 ndo seja ortélogo ao gene Alp presente na regido associada ao
marcador XBCD1117 em cevada, no entanto também ¢é possivel que em aveia o
marcador XBCD1117 nao esteja associado ao gene ortologo ao Alp, similar ao
ocorrido com o marcador XBCD1230, o qual esta associado ao gene értologo ao
Alp em cevada, mas ndo em trigo.

O marcador ainda foi testado para os seguintes dados fenotipicos:

pilosidade, peso de panicula, tipo de panicula, estatura, rendimento de grao e
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peso hectolitro para dados de 2004 e dias para o florescimento (ciclo) com dados
de dois anos (2003 e 2004).

A analise de variancia da regressdo do marcador SNP1117 foi significativa
para ciclo®®® (F=5,8 e p=0,020), ciclo®®* (F=12,2 e p=0,001), PH (F=5,33 e
p=0,026) e rendimento (F=10,81 e p=0,002).

A regresséo explicou 10,26% (2003) e 21,06% (2004) da variagcao para
ciclo, 9,34% para PH e 18,93% para rendimento, com as equacgoes:

Ciclo?*%=110,55-2,64%(SNP1117)

Ciclo?***=113,53-2,89%(SNP1117)

PH=53,36+2,21%x(SNP1117)

Rendimento=4.117,15+471,03x(SNP1117)

Os “b’s” das regressbes mostram que os marcadores esteveram sempre
associados com a melhoria dos carateres agronémicos testados. Para ciclo o “b”
foi negativo, ou seja, a presenca do alelo identificado pelo marcador contribui com
a reducado do numero de dias para florescimento, e o encurtamento do ciclo é
buscado na maioria dos programas de melhoramento de diversas culturas. Ja
para peso do hectolitro e rendimento o “b” da equacao foi positivo. Neste caso, a
presenca do alelo contribui para o aumento do peso do hectolitro, assim como no
aumento na produtividade.

A analise de ligacéao foi significativa (p=0,01) apenas para ciclo (2004), mas
a distancia encontrada foi de 37,21cM com erro de +/-7,37cM. O tamanho
pequeno da amostra é o provavel causador da falta de significancia para o teste
de ligagao entre o marcador e os outros dados fenotipicos, além da alta taxa de

recombinacao entre o marcador e ciclo 2004.
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Os dados da regressao de rendimento e ciclo para o marcador SNP1117
corroboram com o mapa da populacdo de aveia hexapléide derivada do
cruzamento das variedades Kanota e Ogle (Figura 8). O mapa Oat-KxO/QTL do
GrainGenes, identifica o marcador RFLP BCD1117 a 10,9cM do marcador
UMN13 e 8,6cM de CDO1092 (distancias calculadas com fungdo Kosambi). O
marcador BCD1117 mapeou na posi¢céo 42,20 cM do grupo de ligagao 16. Nesta
regido foram encontrados dois QTLs para rendimento, um QTL para dias para

exercéo de panicula e um QTL para peso de panicula.
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Figura 8: Alinhamento dos mapas genéticos de aveia (Kanota x Ogle) e

centeio (UC90 x E-line) e o mapa fisico composto de trigo (ABD),
com destaque (caixa de texto amarela) para a regido heteréloga da
sonda Xbcd1117. O mapa de trigo com os locos em verde a
esquerda e o0 mapa de aveia com os QTLs em marrom a esquerda.
(alinhamento feito com o aplicativo cMap e banco de dados do
GrainGenes)
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TTTTTCTCTT
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Alinhamento comparativo das sequéncias de UFRGS17 e
UFRGS93598 amplificadas com o primer STS1117. Programa:

needle, Formato de alinhamento: srspair,

matriz. EDNAFULL,

Penalidade de abertura de Gap: 10,0; Penalidade de extensdo de

Gap: 0,5, Comprimento:

154;

Identidade:

153/154

(99,4%),

Similaridade: 153/154 (99,4%), Gaps: 1/154 ( 0,6%), Score: 755,0
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I
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CCCTT
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e

UFRGS93598 amplificadas com o primer STS1395. Programa:

needle, Formato de alinhamento: srspair,

matriz:

EDNAFULL,

Penalidade de abertura de Gap: 10,0; Penalidade de extensdo de

Gap: 0,5;

Tamanho:

356pb;

Identidade:

341/356

(95,8%),

Similaridade: 341/356 (95,8%), Gaps: 12/356 (3,4%), Score: 1683,0
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e

UFRGS93598 amplificadas com o primer STS1230. Programa:

needle, Formato de alinhamento: srspair,

Matrizz  EDNAFULL,

Penalidade de abertura de Gap: 10,0; Penalidade de extensdo de

Gap: 0,5; Comprimento:

698,

Identidade:

691/698

Similaridade: 691/698 (99,0%), Gaps: 3/698 (0,4%), Score: 3421.0

(99,0%),
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5.2.2 Marcadores SSR

De todos os marcadores Simple Sequence Repeat (SSR) testados, apenas
AM1, AM2 e AM25 foram informativos. Todos os marcadores foram escrutinados
em gel de agarose de alta densidade (3% de concentragé&o), mas apresentaram
bandas de mesmo tamanho. Um segundo escrutinuo foi feito em gel de acrilamida
para tentar identificar pequenas variagcbes de tamanho entre os alelos, nao
passiveis de serem detectadas em agarose. Em acrilamida, foi possivel identificar
um grande numero de bandas stutters. Estas bandas foram identificadas em
amplificagdes diferentes e com DNA de origem diferente. Elas foram sempre
presentes e com coloracdo uniforme, sem haver uma que se destacasse mais, o
que tornaria imprecisa a tentativa de identificar qual delas correspondia ao alelo
alvo do primer. Os dados foram entdo desconsiderados.

Dentre os trés SSRs com amplificacdo estavel e polimorficos para
UFRGS17 e UFRGS930598, apenas um, AM1, foi associado com os dados
fenotipicos testados. A andlise de regressao do marcador foi significativa para

rendimento de grao.

Tabela 12: Analise da varidncia da regressdo do marcador SSR AM1 versos

rendimento
Causas Variacao GL QM F-teste Pr
Modelo 1 2383786 10,81 0,0021
Erro experimental 78 220541
Total Corrigido 79
) Estimativa do Erro
Variavel GL Valor t Pr
parédmetro padrao
Intercépto 1 4117,146 100,12 41,12 <,00001

AM1 1 471,028 143,24 3,29 0,0021
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A localizacao fisica do marcador AM1 no mapa da aveia hexapldide é
desconhecida (GrainGenes) e logo, nao se pode checar a presenca de QTLs para
este SSR.

5.3 Macroarranjo

O macroarranjo teve um total de oito controles, sendo dois destes
negativos (como esperados ndao marcaram) e seis sondas de controles positivo,
cuja expressao deveria ter carater constitutivo. No entanto, isto ndo foi observado,
possivelmente porque as membranas utilizadas foram elaboradas para
macroarranjos de milho. Apenas dois dos controles foram expressos tanto na
auséncia quanto na presencga por aluminio, mostrando-se verdadeiramente como
genes constitutivos também em aveia. Foram eles um fator de elongacéo e uma
ubiquitina.

A a e a B-Tubulina tiveram a expresséo inibida pelo aluminio e a actina e
outra ubiquitina tiveram a expressdo induzida pelo aluminio. Convém ressaltar
que uma sequéncia de a—tubulina foi expressa diferencialmente em milho, sendo
induzida em resposta a exposi¢ao por 24h ao aluminio, clone este presente no
macroarranjo.

O carater nao constitutivo da expressao destes genes pode ser creditado a
uma hipétese que haja mais de um gene para proteinas de mesma funcéo. Para
tal pode-se especular duas pressuposicées. A presenca de mais de um alelo com
mesma fungao e que, obrigatoriamente, tenha diferenga grande o suficiente para
impedir a hibridizacdo do DNA prova com o cDNA testado, mas ao mesmo tempo,
permitir que o mRNA produza uma proteina com mesma fungdo, ou que

apresente o mesmo efeito.
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Dentre as sondas obtidas pela EMBRAPA, seis delas tiveram sua
expressao induzida por aluminio no gendtipo de aveia UFRGS17. Nao foram
consideradas diferencas quantitativas de expressao devido a desuniformidade da
expressao dos controles positivos. Para o carater qualitativo, as sequéncias
expressas em UFRGS17 na presencga de aluminio foram, um fator de elongacgéao
alfa, uma V-ATPase com subunidade vacuolar, um translocador ATP/ADP, o gene
de proteina transmembrana MDL tipo Il, uma proteina putativa associada a
senescéncia e uma sequéncia subtrativa de milho ao extresse por aluminio, cujo
BLAST deu homologia a proteina mg684 de Mus musculus. No macroarranjo
existem quatro fatores de elongacao alfa, o controle e outros trés induzidos por
aluminio, um em milho (E4), um em sorgo (E6) e um em arroz (B11) todos obtidos

apo6s uma hora de exposicado ao estresse.

5.4 Sequéncias diferencialmente expressas:

O total de coldnias submetidas para sequienciamento foi de 68, das quais,
devido a qualidade de leitura no sequenciador ou problemas na reacdo de
amplificacdo com os nucleotideos marcados, apenas 58 clones com excelente
resolucdo foram usados no estudo. Todas as sequéncias foram alinhadas e, do
total de 58, apenas 12 mostraram-se exclusivas. As sequéncias foram nomeadas
para realizacdo das analises seguintes, seguindo um critério de nomeagao com
trés partes, o primeiro componente do nome foi U17, para identificar a variedade
da qual sao oriundos os mRNA, a variedade UFRGS17, o segundo AL, para o
fendtipo tolerancia ao aluminio e, o terceiro, uma numeracéo para a identificagao

do clone, iniciando-se em 01 até 12.
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Os clones apresentaram as seguintes identificagdes: U17AL01 com 12
sequéncias iguais, U17AL02 com 10, U17AL03 com 9, U17AL04 com 3, U17AL05
com 6, U17AL06 com 1, U17AL07 com 2, U17AL08 com 10, U17AL09 com 1,

U17AL10 com 2, U17AL11 e U17AL12 com 1, em relacdo as 58 totais.



Tabela 13-a: Resultado de BLASTn versus banco de ESTs
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Clone Acesso Esperanca Identidade Gaps Descricao

DALl oNsterral aeor 0GR cONAge sl ode (e s |
o oNstovsi ses 90 U0 DVAemEseutizoge s
oAy onste21 aEi  EED TS DNAE mececutieroge ienesan),
DTALOs  oNeitien Tess  CENZ 12 CDNAde g lelads da culer Oge (e s
oS oot s SIOMT ST DVAE mececutarod e s
oA oNstovs iEi0 039 658 DVAde s ssculroge e st
oAT oNstows ek 20T T DVAGe o cultar ol e st
U17AL08 BJ247611 1 2E-159 3(2924%2)7 52/1?;2; gl:qnueé\r/]vggz? rr?l‘\? l\?ADl;A de Trltl.cum aestivum,
UT7ALO9  CN816580.1  2B-145 3(7982/;,0)8 6(3/1%)/0033 ?Ev[\(leﬁ; gaft?\lxge)] §|Sét:1cgak?;g?14c;7ltl\ﬁoc_)ﬁ|1€9, sequéncia de MRNA
U17AL10 BLAST sem resultado

U17AL11 Resultado com esperanca desconsideravel

U17AL12 Resultado com esperanca desconsideravel







Tabela 13-b: Resultado de BLASTn versus banco de DNA

Clone Acesso Esperanca Identidade Gaps Descricao
U17ALO1 AB039840.1 2E-22 1(2817/2/03)8 ‘fz/210/30 ? Sequéncia de DNA satélite de Avena sativa
U17ALO2 AB039840.1 5E-103 2(%42/?2 )7 8(/2%,2))7 Sequéncia de DNA satélite de Avena sativa
U17AL03 AB039840.1 5E-23 1(2857/2/04)3 ‘fz/210/40 :)3 Sequéncia de DNA satélite de Avena sativa

Isolado Pc68LrkC2 de Avena sativa
U17AL04 AY038010.1 9E-30 204/0240 9/2040 com retrotransposon e DNA repetitivo ligado

(85%) (3%) :

a um gene de receptor cinase
U17AL05 Resultado com esperanca desconsideravel
U17AL06  ASA005500  1E-22 1(0848/2/:)8 1(61% ? pAs121 de Avena strigosa, seqiiéncia repetitiva de DNA
U17ALO7 AY083682 1 3E-08 65/74 1/74 Clone OP45 de Avena sativa, cluster génico do receptor cinase,

| (87%) (1%) sequéncia completa

U17AL08  BT018007.1  1E-80 2%%%2)7 5;’/13;2)7 Clone ELO1NO527E05.c de Zea mays seqiiéncia de mRNA

Isolado Pc68LrkC2 de Avena sativa
U17AL09 AY038010.1 4,00E-32 2(18£t1/°2/5)2 9({))20/55 com retrotransposon e DNA repetitivo ligado

° ° a um gene de receptor cinase

U17AL10 BLAST sem resultado
U17AL11 Resultado com esperanga desconsideravel
U17AL12 Resultado com esperanga desconsideravel




Tabela 13-c: Resultado de BLASTx versus banco de DNA

Clone Acesso  Esperanca Positivos GAPS Description

U17AL0O1 CAJ04956.1 8e-05 7(2/7102 )3 2(17g1<y?, :)3 Proteina hipotética [Leishmania major]
U17AL02  CAJ04956.1  0.005 5(22;2? 2(19,1(2? Proteina hipotética [Leishmania major]
U17ALO3 BLAST sem resultado

U17AL04 Resultado com esperanga desconsideravel
U17AL0S Resultado com esperanga desconsideravel
U17AL06 Resultado com esperanga desconsideravel
U17ALO7 Resultado com esperanga desconsideravel
U17ALO8 AAP55187.1 3e-58 1(093552/00)8 0/108 (0%) ADP-ribosylation factor [Daucus carota]
U17AL09 Resultado com esperanga desconsideravel
U17AL10 BLAST sem resultado

U17AL11 Resultado com esperanga desconsideravel
U17AL12 Resultado com esperanga desconsideravel
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Ha um grande numero de sequéncias de ESTs de aveia depositadas nos
bancos de genes. Embora os resultados de BLAST retornem varias sequéncias
de alta homologia com a sequéncia em teste, nenhuma delas apresenta
informacoes referentes a fungdo ou mesmo, predicdo de funcdo. A maior parte
delas foi usada para desenvolvimento de marcadores, usados posteriormente
em projetos de mapeamento da espécie. O ano de publicagcdo destas
sequéncias € de 2004, sem que tenha havido adigdo de comentarios as
mesmas, o que indica que ndo houve continuidade no estudo destas no que diz
respeito ao transcriptoma. No entanto, ja € de grande valia a informagao
referente a espécie e ao tecido do qual foi extraido o RNA. Dos doze clones,
nove retornam seqiiéncias de raiz com esperanga maxima de 2e>', sendo oito
sequéncias de aveia e uma de trigo (Triticum aestivum) (Tabela 13).

O fato de as sequéncias depositadas ndo serem oriundas, em sua
maioria, de condicoes de estresse, permite-se inferir que a maioria das
sequéncias isoladas na subtracdo possui carater de expressao constitutivo, ou
se forem genes induzidos ou com expresséo intensificada, estes sdo induzidos
por outros estresses além do aluminio. Os clones U17AL04, U17AL06, U17ALO7
e U17AL08 possuem alta esperanga com ESTs de bibliotecas de escrutinio por
diferentes estresses. A Tabela 14 apresenta as sequéncias com maior
esperanca para os trés tipos de resultados mais comuns em todos os BLASTSs:
raiz, folhas verdes, folhas estioladas e estresse. A relacdo com condicbes de
estresse € a seguinte: o clone U17AL04 tem alta homologia com a sequéncia de

Agrostis capillaris inoculado com dollar spot fungus; os clones U17AL06 e
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U17ALO7 parearam com ESTs de Festuca arundinacea Schreb sob estresse de

choque térmico de calor em brotos; o U17AL08 com mRNA extraido da bainha

de trigo sob estresse salino.

Tabela 14: Comparativo dos clones obtidos de hibridizacdo subtrativa de raizes
da cultivar de aveia UFRGS 17 em resposta a aluminio téxico e

ESTs com menores esperancgas de acordo com o tecido ou condicéo
de onde foram extraidos os mMRNAs.

Clone Raiz Folhas verdes Folhas estioladas Estresse
U17ALO1 2,003

U17AL02 3,00

U17ALO3 3,00E1%2 5,00E%

U17ALO4 7,00E77 7,00E48 6,00E%
U17ALO5 8,00E14° 2,00E7®

U17AL06 1,001 5,00E7°
U17AL07 1,000 1,00E32
U17ALO8 3,00E 124 6,00E %2
U17AL09 2,007’ 2,00E7%°

*Hordeum vulgare

O valor de abertura de GAPs nos alinhamentos com sequtiéncias de DNA
e de ESTs foram baixos e equivalentes para os dois tipos de analise (Tabela 13-
a e b), o que pode indicar que estes genes ndo possuam introns, ou que estes

sejam bastante pequenos.

5.4.1 Clone U17AL08

O resultado de BLASTx do clone U17AL08 apresenta evidéncias de que
este clone seja um fator de ribosilagdo-ADP, comumente chamados de ARFs, da
sigla em inglés ADP-ribosilation Factor. O BLASTx do clone tem esperanca de
2e™*" com fator de ribosilacdo-ADP de cenoura (Daucus carota). O mesmo

BLASTx da sequéncia isolada retorna os 50 primeiros acessos exclusivamente
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como fatores de ribosilagado-ADP confirmados ou supostos, com esperangas de
oscilam de 2e? a 2.

ARFs estdo envolvidas em componentes de passos de trafego de
membranas, incluindo o reticulo endoplasmatico, a envelopagem nuclear e
elementos das rotas endociticas, provavelmente a membrana plasmatica e o
endossoma em seus estagios iniciais (Boman e Kahn, 1995).

Ja ha relato de provavel relacdo de fatores de ribosilagdo-ADP com
estresse causado por metais. Minglin et al. (2005) isolaram 19 genes
diferencialmente expressos em Brassica juncea sob estresse por cadmio, dos
quais dois eram ARFs (AY701398 e AY331383). Concluiu-se que ARFs podem
exercer um papel regulatério significante no combate a estresses multiplos
impostos pelo acumulo de cadmio na planta. No macroarranjo avaliado
anteriormente existe um fator de ribosilagdo-ADP (E9), este foi identificado
através de hibridizagao subtrativa em sorgo apds quatro horas de exposigéo ao
aluminio toxico.

Fatores de ribosilagdo, como M95166 e X7738 de arabidopsis também
estdo envolvidos com o trafego intracelular por vesiculas formadas no complexo
de golgi, manutencédo da morfologia do reticulo endoplasmatico e reciclagem da
membrana plasmatica (Lee et al., 2002a).

O alinhamento das ARFs M95166 e X7738 isoladas por Lee et al.
(2002a), AY701398 e AY331383 isoladas por Minglin et al. (2005) mostrou alto

consenso com o clone U17AL08_ORF (Figura 12). A analise de Bootstrapping
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revelou que, entre as ARFs avaliadas, a mais similar a U17AL08_ORF & X7738
(Figura 13).

Zhuang (2005), através da transformagao de arabidopsis com uma ARF
de arroz, observou mudangas na regulagdo do crescimento da raiz devido ao
aumento do efeito da auxina. As hipdéteses geradas com este resultado
especulam o acumulo de auxina pela diminuicdo de seu transporte, pelo
aumento de sua produgado ou pelo aumento de sensibilidade a auxina. Plantas
transgénicas possuindo superexpressao de ARF apresentaram maior taxa
relativa de crescimento de raiz. Os autores concluem que a ARF esta
relacionada com a regulagéo do crescimento radicular em plantas. O principal
efeito toxico do aluminio € a inibigdo do crescimento radicular, como ja foi
discutido anteriormente.

A ARF X7738 pode estar envolvida na polimerizagao da actina e também
na reciclagem da membrana plasmatica. Ambas condigbes séo imprescindiveis
para o devido funcionamento celular. A actina usada como controle no
macroarranjo, foi expressa somente na presenca de aluminio, o que leva a crer
que o estresse por aluminio ativou a expressdo de mais genes de actina, como
ja discutido anteriormente. Mas este pode ser um sinal que confirma a hipotese
da relagdo entre actina e ARFs de Lee et al (2002) pode estar correta, pois

ambas sdo induzidas por aluminio.
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A toxicidade por aluminio também pode ser atenuada em leveduras por
um sistema de transporte de vesicula no qual o gene sec19 esta envolvido e,
acredita-se que o gene isolado em tabaco NtGDI1 exerca em plantas a mesma
funcdo que sec19 tem em fungos (Ezaki et al., 2005). Embora nédo haja alta
homologia entre sec19 e ARFs, ambas proteinas exercem fungdes similares, o
que permite especular que tanto sec19 quanto as ARFs AY701398 e AY331383
e a ORF U17AL08 podem conferir o mesmo fendtipo, neste caso tolerancia ao
aluminio.

Estes dados sugerem que talvez o mecanismo de tolerdncia em aveia
seja a presenga de uma ARF. Como os resultados de analise de EST
demonstram expressado constitutiva para esta mesma sequéncia, a tolerancia
deve ser resultado de um incremento de expressdo deste gene constitutivo. A
diferenca é grande suficiente para permitir o isolamento do mesmo por

hibridizag&o subtrativa.

5.4.2 Clones U17AL04, U17AL07 e U17ALQ9

O BLASTn da sequéncia U17AL07 revelou alta homologia com o receptor
cinase OP45 e as sequéncias U17AL04 e U17AL09 com o também receptor
cinase Pc68LrkC2.

Receptores-cinases pertencem a uma vasta familia génica, presente tanto
em animais como vegetais, que tém a capacidade de perceber e processar
informacgdes a partir de sinais quimicos via receptores na superficie celular (Shiu

e Bleeker, 2001"). Os receptores-cinases sdo proteinas caracterizadas pela
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presenca de trés sitios especificos: um dominio de percepgdo de sinal na
extremidade aminoterminal situado na regido extracelular, uma regiao
transmembranica e um dominio de atividade cinase na extremidade
caboxiterminal situado dentro do citosol (Walker, 1994).

Em uma revisdo bastante abrangente em receptores-cinases de plantas,
Shiu & Bleecker (2001°) classificam as relacdes de percepgao de acordo com as
seguintes respostas: fungdo de crescimento e desenvolvimento, interagdes
patdogeno-hospedeiro e resposta a estresse; controle de padrdo de expressao
por tecido especifico ou global e padrao de expressao por indugao. Para isso, 0s
motivos de percepcao exercem um papel decisivo. A interagdo de ativagédo da
cascata de sinalizagcdo pode ser diretamente com outra proteina, com
carboidratos diversos (como componentes de parede celular) ou com hormonios
esterdides, como BRI1 de arabidopsis. Nado ha relato até o momento de uma
interacdo entre o dominio receptor diretamente com metais toéxicos, o que
poderia ser uma possibilidade para a resposta ao aluminio. Acreditava-se que
resposta direta de receptores-cinases com metais fosse intermediada por sitios
EGFs (Epidermal Growth Factors), os quais exerceriam ligacbes diretas com
Ca®*. Estas ligacdes ocorreriam em uma familia de receptores cinases chamada
de WAK (Cell Wall-Associated Receptor Kinase). As pectinas sao importantes
sinalizadores das WAK e sabe-se hoje que o calcio intermedia todas as ligagdes
entre galactoronideos e os sitios dos receptores-cinases, provavelmente através

de pontes entre o receptor e a pectina (Decreux & Messiaen, 2005).
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A mutacdo de um gene WAK em arabidopsis (WAK2) levou ao
desenvolvimento radicular atrofiado devido a reducdo da atividade das
invertases vacuolares da raiz e do steady state dos mRNAs destes genes
(Kohorn, 2006). Como discutido anteriormente, o aluminio € um antagonista do
calcio. A mutagcao de Wak2 apresenta um fenétipo similar ao da toxicidade por
aluminio, ou seja, a redugdo no comprimento de raiz, talvez a tolerancia ao
aluminio seja através da presenca de um sitio de ligacdo com o célcio mais
especifico.

Em aveia, a expressao modificada de dois receptores cinases, mais
especificamente ALrk10 e Ork10 do cluster OP10rc (AY083679) estao
relacionadas com a resisténcia a ferrugem da folha (Cheng e Armstrong, 2002).
Andlise de expressao por Northen Blot indicou o carater constitutivo do gene e
especifico de folhas. Nado houve expressdo em raiz de aveia deste receptor-
cinase. A resisténcia deu-se através do silenciamento tanto de ALrk10 quanto
Ork10 e estes passaram a ser os primeiros genes cuja resisténcia se da através
da inibicdo de suas expressdes. Alrk10 e Ork10 pertencem a um grupo de
receptores cinases relacionados a defesa contra patdgenos e estresse oxidativo.

Os clones U17AL04 e U17AI09 tém alta homologia como mais de um
receptor-cinase: Pc68LrkC2 (9e>° e 4e>? esperanca, respectivamente),
Pc68LIkC1 (26 e 2e%'), Pc68LrkB1 (2e** e 2e?'), PcB8LIkC5 (3 e 6e°) e
Pc68LrkB2 (3e® e 6e°). O clone U17AL07 tem homologia unicamente com o

receptor cinase OP45 (3e™%).
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A maior evidéncia que caracteriza os clones U17AL07, U17AL04 e
U17AL09 como possiveis candidatos a tolerancia ao aluminio em aveia € a
identificagdo do receptor-cinase WAK1 de Arabidopsis thaliana como gene
capaz de conferir tolerancia ao aluminio nesta espécie. Além de ter sua
expressao identificada apos a indugdo de estresse por aluminio, o gene foi
capaz de introduzir tolerancia em um ecoétipo de arabidopsis sensivel, quando
expresso constitutivamente com o promotor 35S (Sivaguru et al., 2003).

O gene WAK1 é o gene com resposta mais rapida ao estresse por
aluminio ja isolado. WAK1 atingiu expressdo maxima em 1 hora apos a
exposi¢cdo, mantendo um padrao estavel até o término da medigéo (4 horas).

A relagado entre tolerancia ao Al, niveis de Ca, resposta a patdégenos e
regulacdo génica ja foi especulada em trigo, através de uma série de genes
afetados tanto por Al, quanto por Ca e patégenos (Hamel et al, 1998).

Varias evidéncias indicam a possibilidade de o fator de ribosilacdo e
receptor cinase serem candidatos a tolerdncia ao aluminio em aveia. Vale
ressaltar que ambos possuem respostas similares, as quais conferem
exatamente o mesmo fendtipo, como relagdes de crescimento celular adequado,
como ja discutido anteriormente. E possivel que estes genes atuem juntos na

tolerancia ao aluminio em aveia, em algum tipo de rota ainda n&o elucidada.
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6. Conclusdes

. O gene para tolerancia ao aluminio presente em UFRGS 17 ndo deve ser
ortélogo ao gene Alp presente no cromossomo 4HS em cevada uma vez
que nao esta associado ao marcador XBCD1117 que identifica a regiao
heterdloga em cevada

Na populagdo UFRGS17 com UFRGS930598 o SNP1117 € um marcador
associado ao rendimento de gréos, ciclo e PH e o SSR AM1 esta
associado ao rendimento de graos..

. A subtragdo em aveia é uma técnica eficaz e faz-se necessaria uma
selecdo grande de clones para se obter uma biblioteca mais
representativa.

. As doze sequéncias isoladas sao genes supostos a conferir tolerancia ao

aluminio em aveia.



7. Perspectivas

Os dados discutidos nesta dissertagdo somados ao QTL do mapa de
aveia do GrainGenes indicam um potencial para o marcador SNP1117 para uso
em programas de melhoramento de aveia branca que visem diminuir o ciclo e
aumentar o rendimento de grédos na espécie. Para tal, se faz importante a
validacdo do marcador SNP1117 em outras populagdes de aveia branca que
variem quanto ao rendimento e ciclo.

A nao existéncia de sequéncias com homologia com U17AL10, U17AL11
e U17AL12 torna-as com alto precedente para estudo de caracterizagdo, pois
podem caracterizar novos tipos de genes.

As demais sequéncias devem ser testadas para padrdo de expressao
temporal, ja que genes de receptores-cinases, como as U17AL04 e U17ALOQ9,
podem apresentar expressao intermitente.

As sequéncias obtidas permitirdo o desenho de novos primers para testar

se ha diferencas entre as variedades tolerante e sensivel.
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Apéndice 1. Autoradiografia das membranas controle (C) e testadora (T) do
macroarranjo com gabarito da posicdo das sondas na membrana
de acordo com Tabela 7

01 02 03 04 05 06 07 053 09 10 11 12

T & M m O O mw »

I & T m o O W >

Gabarito do carimbo das duas repeticdes na membrana com a amplificagdo das sondas responsivas ao
aluminio da EMBRAPA.

Al Al A3 A4 A AB AT AB AD A0 Al A12
B1 A1 g2 A2 g3 A3 ga A ps A9 g A8 g7 AT gr AP pg AY gip Al g AN gp A2

o1 Bl g B2 og B3 pg B4 5 B5 op BB o7 B7 g B8 og B9 £1gB10gqq B11 pyq B12
01 €1 p2 €2 p3 ©3 pg ©4 ps C5 pg CB p7 C7 pe C8 pg €9 pigC10pq1 C11 pigp €12
£1 D1 g9 D2 £ D3 gy D4 g5 DE g D6 g7 D7 g D8 gg DI gqnD10gq1 D11 15012
F1 Bl Fo B2 p3 B3 pq B4 pg BS pg BB g7 BV pg BO pg B8 pyg ET0pqq Bl E12
61 F1 g2 F2 53 F3 g F4 G5 F5 g F6 g7 F7 Gg F8 gg F9 GigF10G11 F11GgioF12
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