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Introducgéo

A toxidez ao aluminio (Al) é um dos principais entraves para 0 desenvolvimento de uma
agricultura competitiva e sustentavel nos solos &cidos do cerrado brasileiro. O fato do
aluminio prejudicar o desenvolvimento das plantas ja foi reconhecido ha mais de 70 anos.
Em pH levemente 4cido ou neutro, o Al é encontrado em formas insollveis como
silicatos, 6xidos e cloretos. No entanto, em solos acidos, formas fitotdxicas de aluminio,
na forma de AIR*, sdo liberadas em concentracfes que afetam as raizes e,
conseqlientemente, o crescimento e a produtividade da planta (Kochian, 1995). O Al
induz efeitos diretos (Matsumoto, 2000) e indiretos nas plantas (Horst et al., 1997; Ma,
2000). Em vérias espécies, o0 estresse por Al induz degradacéo de tilacoides, causa
reducdo na concentracdo de clorofila a e b e inibe a taxa de fotossintese (Krizek e Foy,
1987). A seca fisioldgica induzida pelo Al restringe a proliferagdo da raiz, resultando na
incapacidade das raizes de absorver a quantidade de 4gua necessaria mesmo em ambientes
mais umidos (Krizek e Foy, 1987; Malathi et al., 2000). Geralmente, o Al interfere com a
divisdo celular nas pontas das raizes e induz a formacéo de raizes laterais, aumenta a
rigidez da parede celular e reduz a replicacdo de DNA aumentando a rigidez da dupla
hélice (Rout et al., 2001). Entretanto, ainda hoje, os mecanismos fisiolégicos,
bioquimicos e moleculares da tolerancia a esse estresse sdo ainda pouco entendidos
(Delhaize e Ryan, 1995). Assim, a identificagdo dos genes induzidos pelo Al pode ajudar
na elucidacéo de tais mecanismos. O objetivo deste trabalho foi identificar genes
diferencialmente expressos em apices de raizes de Brachiaria decumbens, espécie
reconhecidamente tolerante ao estresse causado pelo aluminio. A escolha da braquiaria se
deve ao fato de que, além de bem adaptada aos solos acidos do cerrado brasileiro, essa
espécie foi pouco modificada pelo homem e, provavelmente, conserva mais bem
preservados seus mecanismos de tolerancia ao aluminio.

Material e Métodos



Sementes de Brachiaria decumbens foram germinadas em camara de crescimento com
temperatura entre 25-27°C. Apo6s cinco dias de germinacéo, as plantulas foram
transplantadas para bandejas contendo solugéo nutritiva pH 4,2, segundo Magnavaca
(1982). Apo6s 24 horas de cultivo, metade das plantulas foram transferidas para a solucéo
contendo 1mM de AIK(SO4),.12H,0 e submetidas ao estresse por 1 hora. Apos este
periodo, as raizes foram imersas em agua destilada e 1 cm dos apices radiculares
cultivados na presenca e na auséncia do Al foram coletados, sendo diretamente
congelados em nitrogénio liquido e armazenados a -80°C. O RNA mensageiro (RNAmM)
foi extraido utilizando-se o "Kit Quickprep micro RNAm purification™ (Amersham
Biosciences) segundo as instrucdes do fabricante. As bibliotecas de cDNASs necessarias
para as reacOes de subtracdo foram realizadas utilizando o kit "PCR-Select cDNA
Subtraction™ (Clontech Laboratories). Para a etapa de subtracdo, a biblioteca "tester" foi
preparada com 0 mRNA extraido dos apices radiculares submetidos ao estresse de
aluminio e a biblioteca "driver " utilizou 0 mRNA dos apices cultivados em solu¢éo
nutritiva sem aluminio. O processo de hibridizacdo subtrativa e de PCR supressivo foi
realizado de acordo com Diatchenko et al. (1996), cujas etapas podem ser sintetizadas na
Figura 1.
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Apos a segunda amplificacdo por PCR, os produtos foram clonados utilizando o "Kit
TOPO TA Cloning for Sequencing™ (Invitrogen) e transformados em E. coli competente.
O DNA plasmidial das coldnias brancas foi extraido pelo método da lise alcalina
(Sambrook et al., 1989). Os clones que apresentaram insertos foram seqtienciados
utilizando-se como iniciador M13 direto. As reacdes de seqlienciamento foram
preparadas com o kit "DYEnamic ET Dye Terminator” (Amersham Pharmacia) de acordo
com as recomendac0es dos fabricantes e analisadas no sequenciador Meba Bace 1000
(Amersham Biosciences). As sequéncias obtidas foram comparadas com aquelas ja
depositadas em bancos de dados publicos "Genbank™ (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando-se o programa Blast X (Altschul et al., 1997).

Resultados e Discussdo



Foram sequienciados 113 clones obtidos pela biblioteca subtrativa, sendo os principais
descritos na Tabela 1.
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Dentre os clones encontrados podem-se destacar alguns deles:

(1) As catalases, proteinas envolvidas em mecanismos de estresses oxidativos (Malecka et
al., 2001). (2) As proteinas MYB, fatores de transcricdo envolvidos na regulacéo de
genes responsivos a déficit hidrico em Arabidopsis (Urao et al., 1993). A identificacdo
desses fatores neste trabalho sugere que eles podem também estar envolvidos no
mecanismo de tolerancia ao aluminio em Brachiaria decumbens. (3) Proteinas de
transporte do sistema fosfatidilinositol/fosfatidilcolina (PI1TPs), altamente conservadas e
envolvidas em eventos de sinalizacdo regulados por lipideos. O gene SEC14 codifica
proteinas de transporte fosfatidilinositol (PtdIns) requeridas na formacao de vesiculas
secretorias em leveduras (Bankaitis et al., 1989). Tal proteina pode também participar de
eventos de sinalizagdo relacionados aos mecanismos de tolerancia ao aluminio. (4) Vérias
proteinas ainda ndo estdo caracterizadas. Além disso, alguns clones ndo apresentaram
similaridade significativa com o banco de dados, indicando que podem ser genes ainda
nao descritos. Todos esses genes encontrados serdo utilizados em analises funcionais para
elucidacdo dos mecanismos de tolerancia ao aluminio, podendo ainda ser utilizados como
marcadores para identificacdo de linhagens de milho mais tolerantes ao Al e,
consequentemente, mais adaptadas aos solos acidos dos cerrado brasileiro.
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