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RESUMO

SILVA, Regiane Kelly Gonzaga e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, nhovembro
de 2020. A sinalizacao diferencial de auxina mediada por diageotropica e entire
modula a tolerdncia ao aluminio em tomate (Solanum Ilycopersicum L.).
Orientador: Wagner Luiz Araujo. Coorientadora: Auxiliadora Oliveira Martins.

Solos acidos (pH < 5,5), associados a limitagdes nutricionais e hidricas sao as maiores
restricdes a producao agricola. Em solos acidos o aluminio (Al) destaca-se como um
dos maiores problemas por se encontrar solubilizado em sua forma catiénica
rizotoxica Al®*. Essa forma, toxica para a maioria das plantas, leva a inibicdo do
alongamento radicular e, consequentemente, reduz a absorcao de agua e nutrientes.
A auxina é um hormoénio vegetal de importancia crucial para diferentes aspectos do
crescimento vegetal, apresentando influéncia direta no crescimento radicular. Tem
sido demonstrado também que a inibigdo do crescimento radicular modulada por Al
parece interagir com as vias de sinalizagdo de auxina. Nesse contexto, a modulagao
das vias de biossintese e/ou sinalizagdo de auxina apresenta-se como uma
oportunidade para modular o desempenho vegetal em resposta ao Al**. Assim, o papel
da percepcao/sinalizacao diferencial de auxina em respostas a toxicidade por Al foi
investigado em tomateiro (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom). Para tanto, plantas
com baixa percepcao de auxina, diageotropica (dgt) e com sinalizagdo aumentada de
auxina, entire (AUX/IAA9), foram submetidas a diferentes doses de Al3* (25 e 100 uM)
e sua resposta analisada em detalhes. Foi possivel observar que a redugdo na
percepcao de auxina (dgt) levou a uma maior sensibilidade ao Al, ao passo que o
aumento na sinalizacdo (entire) promoveu uma maior tolerdncia ao Al**. Tais
respostas foram mediadas, em larga extensao, por mudang¢as no metabolismo central,
observadas por alteracées na capacidade de usar reservas (e.g. agucares, proteinas
e aminoacidos) que, em ultima insténcia, afetaram o crescimento radicular. Plantas
entire (tolerantes ao AIP*) foram caracterizados por pequenos distlrbios no
metabolismo central (e.g. fotossintese e respiragdo), ao passo que plantas selvagem
(Micro-Tom) e dgt (gendtipos sensiveis Al*+) foram caracterizadas por impactos
significativos no metabolismo primario e no ciclo celular apds exposicdo ao Al. Os
resultados aqui obtidos sugerem que a modulac¢ao das vias de sinalizagdo de auxina
pode, portanto, fornecer uma oportunidade para melhorar o desempenho de culturas

de importancia agricola em resposta ao estresse por AI**, e que as alteragdes



fisioldgicas e metabdlicas observadas parecem estar relacionadas, em larga escala,

com a disponibilidade de energia para o reparo do DNA e o ciclo celular.

Palavras-chave: Hormdnios vegetais. Crescimento radicular. Metabolismo central.
Toxidez.



ABSTRACT

SILVA, Regiane Kelly Gonzaga e, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November,
2020. Differential auxin signaling mediated by diageotropica and entire
modulates aluminum tolerance in tomato (Solanum lycopersicum L.). Adviser:
Wagner Luiz Arautjo. Co-adviser: Auxiliadora Oliveira Martins.

Acidic soils (pH < 5,5) promote the release of aluminum (Al) cation, imposing serious
constraints for root development in farmland soils around the world by impairing not
only nutrient and water uptake but also compromising food safety in developing
countries. Auxin, an important phytohormone for different aspects of plant growth, play
a key role on the regulation of root growth. It has been also demonstrated that Al-
inhibition of root growth interact with auxin signaling pathways. Thus, the modulation
of the auxin signaling pathways provide an opportunity to modify plant performance in
response to AI**. Here, | investigated the role of differential auxin perception/signaling
in response to Al in tomato plants (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom). To this end,
plants with either increased (entire) or reduced (diageotropica - dgtf) auxin signaling
were submitted to different doses of Al®* (25 and 100 uM) in an attempt to investigate
the connections between auxin signaling and Al responses. It was observed that the
reduced auxin perception (dgi) led to a higher Al sensitivity, whereas the increased
signaling (entire) culminated with higher Al tolerance. Such responses were largely
mediated by changes in central metabolism as revealed by the alterations in the ability
to mobilize reserves (e.g. sugars, proteins, and amino acids) that, ultimately, negatively
impacted root growth. Entire mutant plants (Al tolerant) were characterized by minor
disturbances in central metabolism (e.g. photosynthesis and respiration), whereas wild
type plants (Micro-Tom) and dgt (Al sensitive genotypes) were characterized by
significant impacts in both central metabolism and cell cycle following Al stress. The
results obtained suggest that the modulation of auxin signaling pathways may provide
an opportunity to improve crop performance in response to Al stress. Furthermore,
both physiological and metabolic changes observed following Al stress are seemingly

related to the energy availability for DNA repair and cell cycle.

Keywords: Plant hormones. Root growth. Central metabolism. Toxicity.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da histéria da humanidade, o estabelecimento das civilizagdes deu-
se, preferencialmente, em regides com solos férteis de modo a possibilitar a producao
de alimentos. Entretanto, com o intenso uso destes solos e pelo acentuado
crescimento populacional, novas civilizagdes foram estabelecidas em regides com
solos de baixa fertilidade. Tal fato foi devido, dentre outros fatores, a possibilidade de
correcao de solos acidos com o uso de calcario. Neste contexto, em solos acidos (pH<
5,5) e sem a aplicagao de calcario, é frequente a solubilizacao de cations de aluminio
(AI%+), os quais sdo responsaveis por reduzir a absor¢do de agua e nutrientes pelas
raizes das plantas (KOCHIAN et al., 2015; NUNES-NESI et al., 2014). Registre-se que
o AI** é um elemento reconhecido pelos seus diversos efeitos toxicos e causador da
reducdo da producdo agricola. Isso ocorre, pois, a presenca de Al** disponivel
promove a inibicdo do crescimento radicular (BORGO et al., 2020). Registre-se que
0s primeiros danos sao causados no apoplasto, onde o alongamento celular € inibido
devido a ligacao do AI** as paredes celulares da rizoderme e a parte externa do cértex
radicular, induzindo o endurecimento e impedindo essas células de realizar o processo
de remodelagao, necessario para o alongamento celular (KOPITTKE et al., 2015).
Cumpre mencionar também que a presenca de Al3* promove ndo apenas a inibicao
do crescimento radicular, mas também uma reducado na eficiéncia de absorcao de
agua e nutrientes (e.g. cations Ca?*, Mg?*, K*, e NH4*), além de induzir danos as
membranas celulares e alteracoes enzimaticas (BORGO et al., 2020). Em adicao, o
estresse por Al** altera, diretamente e de forma irreversivel, a estrutura fisica do DNA
e, de modo secundario, afeta também o ciclo celular impedindo o crescimento
radicular (EEKHOUT; LARSEN; DE VEYLDER, 2017; HORVATH et al., 2017).

O maior efeito inibitério do alongamento radicular promovido pelo Al*+ ocorre
nas células da epiderme e no cortex externo (JONES et al., 2006). Nessas células,
um impacto negativo do Al*+ foi demonstrado sobre as camadas de pectina e
hemicelulose nas paredes celulares (NAGAYAMA et al., 2019). As células da coifa da
raiz, revestidas por mucilagem, envolvem os @apices radiculares na maioria das
espécies vegetais. Tais células foram também sugeridas como capazes de aumentar
a tolerancia ao A+ por atuarem como uma barreira a entrada do Al* e por estarem
também envolvidas na producao de exsudatos radiculares (NAGAYAMA et al., 2019).

Ademais, o apice radicular tem sido reconhecido como um local de percepgéo e
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resposta a sinalizacdo enddégena de hormdnios vegetais e estimulos ambientais
exogenos, sendo a zona mais ativa para a agao de fitohormdnios incluindo auxina
(Aux), citocinina (CKs), etileno (ET), giberelinas (GAs) e brassinosteréides (BRs)
(BALUSKA et al., 2010). Todavia, a zona de transicao da raiz (TZ), localizada entre o
meristema apical e a regido de alongamento basal, é também considerada um local
de percepcao para varios estimulos ambientais como, por exemplo, o estresse
induzido por AI** e a baixa disponibilidade de fosfato inorganico (Pi) (KONG et al.,
2018).

Tém sido demonstrado que a inibicdo do crescimento radicular regulada pelo
Al3+ pode interagir com a sinalizagéo e transporte do horménio auxina (KOLLMEIER;
FELLE; HORST, 2000; KOPITTKE, 2016; WANG et al., 2016b; ZHANG et al., 2018).
A auxina, foi o primeiro horménio vegetal a ser descoberto e identificado com base na
sua capacidade de estimular o crescimento diferencial em resposta a diferentes
estimulos, incluindo embriogénese, organogénese e desenvolvimento de brotos e
raizes (DAVIES, 2004). Apesar da existéncia de diversas formas quimicas da auxina,
0 acido indol-3-acético (IAA) é a mais abundante e de maior relevancia fisiol6gica
(ENDERS; STRADER, 2015). Cabe ressaltar também que inUmeros processos podem
ser afetados pelo IAA incluindo a expansao celular, formacao de 6rgaos florais,
diferenciacao do tecido vascular, dominancia apical, ramificacao lateral, supressao da
abscisao foliar, padrao de crescimento, dentre outros (BATISTA-SILVA et al., 2018;
ENDERS; STRADER, 2015).

A auxina é produzida nos meristemas de brotos e raizes podendo ser
transportadas de forma nao polar por longas distancias, da vasculatura para outras
partes da planta, via floema ou através do transporte polar de auxina célula-a-célula
(do inglés, Polar Auxin Transport; PAT), empregando transportadores na membrana
plasmatica (KRAMER; BENNETT, 2006). A distribuicdo da auxina pelo corpo da planta
parece controlar uma variedade de processos associados ao desenvolvimento dos
tecidos vegetais (VANNESTE; FRIML, 2009). Diversos transportadores atuam em
conjunto para controlar a distribuicdo de auxina pelo corpo da planta, bem como as
concentragdes locais e a homeostase das auxinas, incluindo as proteinas de efluxo
PIN FORMED (PIN) (BILLOU et al., 2005; PAPONQV et al., 2005; TEALE; PAPONOV;
PALME, 2006), bem como o transportador de influxo AUXIN RESISTANT 1 (AUX1),
que promove o transporte polar de auxina ao apice da raiz (SWARUP et al., 2005).
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Vérios estudos tém demonstrado que o Al3* é capaz de interagir com as vias
de sinalizagdo da auxina. Em Arabidopsis, a auxina altera a expressao do gene Al
sensitive 1 (ALS1) influenciando o padrédo de distribuicdo de AlI** nas células vegetais
(ZHU et al., 2013). A aplicacdo exdgena de auxina, na zona de alongamento da raiz
em milho (Zea mays), diminui a inibicdo do crescimento radicular induzida por Al
(KOLLMEIER; FELLE; HORST, 2000). Em soja (Glycine max), a auxina aumenta a
exsudacido de citrato induzida pelo AI** na raiz, através da regulagdo positiva de
transportadores da familia génica MATE (Multidrug and toxic compound extrusion) e
também aumenta a fosforilacdo da membrana plasmatica (H*-ATPase) (WANG et al.,
2016a). Ja em alfafa (Medicago sativa), essa inibicao induzida por Al, parece estar
associada a inibicdo tanto da sintese de auxina nas gemas apicais quanto do
transporte de IAA nas raizes (WANG et al., 2016b). Registre-se, também, que Al**
apresenta como possiveis alvos os sistemas de transporte polar da auxina, levando a
alteragdes no acumulo e distribuicado desse hormbnio vegetal nas raizes (SUN et al.,
2010). Neste contexto, foi observado em plantas expostas a Al** uma regulagio
dindmica da transcricao de genes relacionados a auxina, provavelmente ajustando o
acumulo efetivo de AI®* dentro da planta de modo a garantir a sobrevivéncia dessa
espécie (KONG et al,, 2018). Adicionalmente, maiores niveis de auxina sao
encontrados sob condigdes de estresse por Al®*, principalmente no meristema apical
radicular, desempenhando um papel importante na inibicdo do crescimento radicular
(KONG et al., 2018). Cabe mencionar também que o estresse provocado pelo excesso
de AI®+ é, potencialmente, genotdxico e o tratamento com auxina exégena confere, ao
menos em parte, tolerAncia aos danos no DNA e no meristema apical radicular
(HASEGAWA et al., 2018). Deste modo, um maior acumulo de auxina pode atuar
como uma resposta protetora contra a genotoxicidade, prevenindo o ciclo celular de
danos no DNA em células filhas durante a proliferacdo celular em resposta ao Al
(HASEGAWA et al., 2018).

Registre-se que investigar possiveis mecanismos fisioldgicos e moleculares da
inibicdo do crescimento radicular modulada pelo Al®* interagindo com auxina, nao
apenas aumentaria a nossa compreensao sobre a plasticidade do crescimento
radicular sob varias condi¢des ambientais, mas também apresenta-se como potencial
uso para o melhoramento de culturas em solos acidos, onde a disponibilidade desse
elemento na solugéo do solo é naturalmente aumentada (YANG et al., 2017). Uma

vez que o AI** causa grandes impactos no desenvolvimento vegetal, as plantas
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desenvolveram diferentes mecanismos de tolerancia e varios desses mecanismos,
externos e internos a estrutura da raiz, impedem o acesso do Al®* nas células, bem
como os processos de complexacdo e compartimentacao celular (BIAN et al., 2013).
Uma estratégia que minimiza a entrada de AI** nas células radiculares é a exsudagio
de &cidos organicos (e.g. malato, citrato e oxalato), complexando o Al** na rizosfera e
reduzindo sua absorcédo, acumulo e danos celulares (BORGO et al., 2020). Todavia,
0s mecanismos envolvidos na tolerancia e os danos causados por Al®+ sdo altamente
variaveis dependendo das espécies e gendtipos (ARUNAKUMARA; WALPOLA;
YOON, 2013; FURLAN et al., 2018; SMITH; NAIK; CUMMING, 2011), ainda que
plantas consideradas resistentes ao Al apresentem, de modo geral, menor acumulo
de AI®* do que plantas sensiveis (MA et al., 2005).

Diante do exposto, este estudo buscou analisar como, e em que extensao,
alteracbes na percepgéao da sinalizacao da auxina estariam associadas a mecanismos
envolvidos na tolerancia ao Al** e suas conexdes moleculares com o ciclo celular e a
danos a estrutura do DNA e replicacdo do mesmo. Para tanto, foram utilizados dois
genotipos de tomateiro (Solanum lycopersicum) com alteracdes no balanco de
sinalizacdo de auxina submetidos a diferentes doses de Al3*, buscando-se elucidar o
envolvimento da sinalizacdo mediada por auxina nos mecanismos de respostas
fisioldgica, anatomica e genética ao AlI**. Em plantas de tomateiro, a regulagéo
negativa do gene AUXIN/ INDOLE ACETIC 9 (AUX/IAA9) (SIIAA9), também
conhecido como entire, gera uma resposta constitutiva de auxina associada a
fendtipos especificos, como morfogénese foliar, em que as folhas compostas de
tomate sdo convertidas em folhas simples e as plantas produzem frutos
partenocarpicos (WANG et al., 2005). Em contraste, o0 mutante diageotropica (dgt) €
caracterizado por sensibilidade reduzida a auxina causada pela perda de funcdo em
uma proteina, ciclofilina A. Plantas mutantes dgt foram caracterizadas por fenétipos
pleiotropicos, incluindo resposta gravitrépica prejudicada (RICE; LOMAX, 2000),
auséncia de ramificagcao lateral radicular (MUDAY; LOMAX; RAYLE, 1995), reducéao
do transporte de auxinas polares e dominancia apical (IVANCHENKO et al., 2015) e
desenvolvimento vascular alterado (ZOBEL, 1973). Em adicdo, plantas dgt foram
caracterizadas por uma gama de alteragdes morfolégicas e anatdémicas, bem como
capacidade fotossintética reduzida ao passo que plantas entire foram caracterizadas
por mudangas nos niveis de intermediarios do ciclo dos &cidos tricarboxilicos (Ciclo
TCA) e metabdlitos relacionados ao nitrogénio (BATISTA-SILVA et al., 2019).
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Tomados em conjunto, os resultados descritos acima indicam que ambos 0s
genes modulam a sinalizacdo a auxina promovem alteracbes nao apenas no
desenvolvimento, mas também uma extensa reprogramacao metabdlica intimamente
conectada as mudancas climaticas. Ademais, as alteracoes na sinalizagdo da auxina
parecem modular também respostas importantes ao estresse por Al, mediando nao
apenas alteragdes morfofisioldgicas, mas também mudancas no processo de divisao
celular particularmente, na regido de alongamento radicular. Os resultados aqui
obtidos demonstram que a redugao na percepc¢ao de auxina (dgt) culminou com uma
maior sensibilidade ao Al, ao passo que 0 aumento na percepcao (entire) promoveu
uma maior tolerancia ao Al®*. Tais respostas foram mediadas, em larga extensao, por
alteracbes no metabolismo central incluindo o uso de reservas (e.g., acucares,
proteinas e aminoacidos) que, em ultima instancia, afetaram o crescimento radicular.
Em sintese, a modulacao das vias de sinalizacao de auxina pode, portanto, fornecer
uma oportunidade para alterar o desempenho da cultura em resposta ao Al®+.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Material vegetal e condicoes de cultivo

Sementes de tomate (Solanum lycopersicum cv. Micro-Tom) do tipo selvagem
(WT) e linhagens com baixa percep¢ao a auxina, diageotropica (dgt) e com aumento
na sinalizacao da auxina, entire (AUX/IAA9), no mesmo background genético, foram
obtidas conforme descrito anteriormente (CARVALHO et al., 2011). Os fenétipos das
plantas dgt e entire no background genético Micro-Tom se assemelham aos
publicados anteriormente para as mesmas mutacdes em outras cultivares de tomate
(BALBI; LOMAX, 2003; IVANCHENKO et al., 2015; WANG et al., 2005). As sementes
foram desinfestadas em solugéo contendo hipoclorito de sddio a 0,5% (p/v) por 5 min,
seguida de trés lavagens com agua destilada e posteriormente semeadas em rolos de
papel “Gertmitest” umedecidos diariamente com &gua destilada. As sementes
permaneceram nessas condi¢cdes durante 8 dias, cobertas por sacos pretos para
evitar a entrada de luz, e apdés foram mantidas por trés dias na luz antes da
implementacéo da hidroponia. As plantas foram cultivadas em salas de crescimento
com temperatura controlada em torno de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16/8 horas com
intensidade da luz de 330 pmol de fétons m? s,

Foram implementados dois experimentos de hidroponia com tempos e
exposicoes ao A3+ distintos. No primeiro experimento utilizando plantulas com 10 dias
(5 a 8 cm) transferidas para vasos plasticos com solugao nutritiva de Hoagland e Arnon
(1950) modificada para tomate, contendo 500 mmol L' de Ca(NO3)24H20, 500 mmol
L-"de KNOs, 100 mmol L' MgS04.7H20, 50 mmol L' KH2PO4, 47,8 mmol L' H3BOs,
14,38 mmol L' MnCl2.4H20, 1,36 mmol L' ZnS04.7H20, 0,5 mmol L' CuS04.5H-0,
0,12 mmol L Ho2MoO4.H20 e 420 umol L' Fe-EDTA, pH 4.5, e a forga i6nica total. As
plantulas foram mantidas com aeracao forgada constante, utilizando uma bomba de
pressao positiva. Apds trés dias de aclimatacao, as plantulas foram transferidas para
uma nova solugdo nutritiva, como descrito anteriormente, com os seguintes
tratamentos em pH 4.5 (-Al) e duas doses de AICIz uma menor dose com poucos
efeitos de toxidez e uma maior que néo levasse a morte da planta, 25 uM e 100 uM,
respectivamente, foram baseadas em outros estudos utilizando as mesmas
concentragdes de Al para outras espécies (KOPITTKE, 2016; WANG et al., 2016b),
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onde permaneceram por quatro dias até a coleta. Nesse momento foram realizadas
as seguintes analises: andlises biométricas, citometria de fluxo, analises histoquimica
de hematoxilina e do estresse oxidativo (ROS), descritas, em detalhes, abaixo.

Um segundo experimento, utilizando plantas adultas, sob as mesmas
condicoes descritas acima, foi também realizado. Brevemente, plantulas de 10 dias (8
a 10 cm) ap6s germinacdo, foram transferidas para solucdo nutritiva. Apds a
aclimatacao por sete dias, as plantulas foram submetidas, por seis dias, aos
tratamentos: pH 4.5 (-Al) e duas doses de Al®* (25 uM e 100 uM), até a coleta do
material. Nesse momento foram realizadas as seguintes andlises: analises
biométricas, anatomia, parametros fotossintéticos, analises de metabdlitos e ensaios

bioquimicos, descritas, em detalhes, abaixo.
2.2. Crescimento radicular

A medicao diaria do comprimento da raiz foi realizada, do hipocdtilo até o apice
da raiz principal, com régua graduada, até o final de ambos os experimentos. Além da
avaliacdo da taxa de crescimento radicular, foi caracterizado o numero de folhas e
altura da parte aérea, sob as mesmas condigées.

2.3. Ensaios histoquimicos de hematoxilina

Apices radiculares (~5 cm) foram mergulhados em solugcdo de ferro
hematoxilina a 0,2% (m/v) com iodeto de sédio (NalOs) por 15 min (SOUZA et al.,
2016). Posteriormente, as raizes foram lavadas em agua deionizada com aeracgao
constante por 15 min para remover o excesso de corante e as amostras foram

observadas e fotografadas sob estereomicroscépio (Zeiss modelo Stemi 2000-C).
2.4. Ensaios anatémicos e histolocalizacao do Al

Amostras de apices de raiz (~1 cm) foram coletados e fixadas em FAA 50%
(formaldeido 37%, acido acético glacial e alcool etilico 50%, 1:1:18 v/v/v) por 72 horas
e posteriormente armazenadas em alcool etilico 70% (KRAUS; ARDUIN, 1997). Em
seguida, as amostras foram desidratadas, em série etilica crescente, e incluidas em

resina metacrilato (Historesin, Leica Instruments, Heidelberg, Alemanha).
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Posteriormente, cortes transversais e longitudinais (5 pm) foram realizados em
micrétomo rotativo de avanco automatico (modelo RM2155, Leica Microsystems Inc.,
Deerfield, USA) e submetidos a coloragdo com azul-de-toluidina e para deteccao do
Al foram corados com Chrome Azurol’S 0,5% (KUKACHKA; MILLER, 1980). Apés 1
min de incubagao no corante azul-de-toluidina e 60 min no corante Chrome Azurol’S,
os cortes foram lavados em agua destilada e confeccionadas laminas permanentes
em Permount, para documentacado em fotomicroscopio (modelo AX70 TRF, Olympus
Optical, Toquio, Japao) equipado com camera AxioCam Zeiss.

2.5. Parametros fotossintéticos

Os parametros de trocas gasosas foram determinados utilizando a terceira
folha totalmente expandida a partir do apice com um analisador portatil de gas no
infravermelho de fluxo aberto (Li 6400XT, Li - Cor, Inc., Lincoln, NE, EUA). As trocas
gasosas instantaneas, incluindo a taxa liquida de assimilacdo de CO2 (An), a
condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a concentragao interna de CO2 (C) e
a transpiracao (E) foram medidas ap6s 1 hora de iluminagao durante o periodo de luz
sob 330 umol fétons m2 s de intensidade luz ao nivel da folha. A concentragao de
referéncia de CO- estabelecida foi de 400 umol CO2mol ' ar. Todas as medidas foram
realizadas utilizando-se camara foliar de 2 cm? a 25°C, bem como uma relagéo
estomatica de 0,5 com fluxo de 300 umol s™' e o déficit de pressédo de vapor de ar da
folha mantido em 1,2 kPa, ao passo que a quantidade de luz azul foi ajustada em 10%
de PPFD (Photosynthetic Photon Flux Density) para otimizar a abertura estomatica.

A respiragéo (Rq) foi determinada usando o mesmo sistema de troca de gases
descrito acima, apds 1 hora no escuro, utilizando a mesma folha usada anteriormente

para determinar An.

2.6. Analises de metabolitos e ensaios bioquimicos

Amostras de folhas e apices radiculares (~5 cm) foram coletadas ao final do
experimento apds seis dias de exposicao ao Al3*, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80 °C até analises posteriores. A extracdo metandlica foi realizada
por trituracéo rapida em nitrogénio liquido e adicao do tampao de extracao apropriado.
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Os niveis de glicose, frutose e sacarose foram determinados como descrito
anteriormente (FERNIE et al., 2001), enquanto malato foi quantificado como descrito
por Nunes-Nesi et al. (2007) e os niveis de clorofila determinados conforme descrito
por Porra et al. (1989). Além disso, os niveis totais de aminoacidos foram
determinados como descrito anteriormente (YEMM; COCKING; RICKETTS, 1955) e
proteinas totais como descrito por Bradford (1976).

A andlise do perfil metabdlico foi realizada utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS), conforme descrito anteriormente por
Lisec et al., (2006). Brevemente, a extracao foi realizada com 1 ml de metanol e
agitacao (800 rpm) a 70°C durante 15 min com a adicao de 60 pl de Ribitol (0.2 mg
ml~') como padrdo interno. Em seguida, a derivatizagdo foi realizada exatamente
como descrito em Roessner et al., (2001). Os cromatogramas foram avaliados usando
o software TagFinder (ALLWOOQD et al., 2012), e a biblioteca de referéncia disponivel
no Golm Metabolome Database (KOPKA et al., 2004), seguindo as recomendacdes
de descricéo (FERNIE et al., 2011).

2.7. Ensaios histoquimicos do estresse oxidativo (ROS)

Amostras de parte aérea e apice de raiz foram coletadas para a avaliacao
qualitativa do peréxido de hidrogénio (H202) e superéxido (O2), por coloragdo
histoquimica, conforme descrito anteriormente por Kong et al.,, (2011) com
modificagcées no tempo de exposi¢cdo e na concentracdo dos reagentes. De modo
resumido, para a identificagao de espécies de O foi utilizado nitrobluetetrazélio (NBT)
a 0,1 mg mL", enquanto para H20, foi utilizada a 3,3'-Diaminobenzidina (DAB) a 1,0
mg ml', com exposicdo 1 e 3 h, respectivamente. Posteriormente, a solugdo de
coloragéao (DAB ou NBT) foi retirada e adicionada uma solucéo de coloracao (etanol:
acido aceético: glicerol 3:1:1) cobrindo todas as amostras e permitindo o
armazenamento até que as amostras fossem analisadas e fotografadas sob um

estereomicroscépio (Modelo Zeiss Stemi 2000-C).

2.8. Ensaio de citometria de fluxo

Para a analise do ciclo celular utilizando um citbmetro de fluxo, foram utilizadas

amostras de parte aérea e meristemas radiculares. Para cada combinagéo
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experimental, foram analisados, aproximadamente, 1 a 2 foliolos e 6 meristemas
radiculares.

As suspensdes nucleares foram obtidas por corte (GALBRAITH, 1983) de
fragmentos de foliolos e meristemas radiculares excisados de cada amostra (PRACA-
FONTES et al.,, 2011). Amostras e fragmentos de folhas foram cortados
simultaneamente com lamina em uma placa de Petri contendo 0,5 ml de tampao de
extracao nuclear OTTO-I (OTTO, 1990), suplementado com ditiotreitol (DTT) 2 mM e
50 pug ml'" de RNAse (PRACA-FONTES et al., 2011). Apds, 0,5 ml do tampao OTTO-
| foram adicionados e as suspensoes filtradas através de uma malha de nylon de 30
um, acondicionadas em microtubos e centrifugadas a 1100 rpm por 5 min. O
precipitado foi ressuspenso em 100 ul de tampao OTTO-I e incubado por 10 min
(PRACA-FONTES et al., 2011). As suspensdes dos nucleos foram coradas com 1,5
ml de solugdo OTTO-I: OTTO-Il (1: 2 LOUREIRO et al.,, 2006; OTTO, 1990)
suplementada com DTT 2 mM, 50 ug mi' de iodeto de propidio e 50 pg ml' de RNAse
(PRACA-FONTES et al., 2011). As suspensdes de nucleos foram mantidas no escuro
por 30 minutos e depois filtradas através de uma malha de nylon de 20 pum.

As amostras foram analisadas em um citdmetro de fluxo Partec PAS I/l
(Partec GmbH, Alemanha), e os histogramas foram analisados com as ferramentas
do software Partec Flow Max para medir o conteudo de DNA nuclear.

2.9. Analises estatisticas

Os resultados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) e as
diferengas estatisticas entre os tratamentos e entre os gendétipos foram comparadas
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (p<0,05) utilizando-se o programa Genes
(CRUZ, 2013).
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3. RESULTADOS

3.1. Alteracoes no crescimento radicular em resposta ao estresse por Al

Os impactos fisioldgicos e metabdlicos do estresse por Al* foram investigados
em plantas de tomate (S. lycopersicum) cv. Micro-Tom com altera¢des no balanco de
percepcao/sinalizacao de auxina e submetidas quando submetidas a diferentes doses
de AI*. As andlises foram efetuadas em plantas jovens com 18 dias apds a
germinacido (dag) e em plantas adultas (35 dag). Primeiro, na auséncia de Al**, foi
possivel observar que tanto em plantas com 18 dag (Fig. 1) quanto com 35 dag (Fig.
2), os mutantes apresentam um claro e distinto fenotipo. Assim, plantas com reduzida
sinalizac&o de auxina (diageotropica, dgt) apresentam menor crescimento de raiz e
parte aérea ao passo que plantas com aumento na sinalizacao de auxina (entire)
apresentam crescimento similar ao tipo selvagem (WT) (Fig. 1 e 2). Em presenca de
25 uM de AIP+, pouco efeito no crescimento de raiz e parte area dos gendtipos
utilizados foi observado (Fig. 1 e 2). No entanto, em presenga de 100 uM de A%+,
reducdes claras no alongamento radicular em plantas WT foram observadas tanto em
plantas jovens (40,4%) apos 4 dias sob estresse (Fig.1B), quanto em plantas adultas
(53,1%), apos 7 dias de estresse (Fig. 2C). Ainda nessa concentracao (100 uM de
Al3+), plantas com reduzida percepcéo/sinalizacdo de auxina (dgf) apresentaram
redugdes significativas no crescimento radicular na ordem de 42,1% e 53% em plantas
jovens (Fig. 1B) e plantas adultas (Fig. 2C), respectivamente. O menor efeito inibitdrio
no alongamento radicular ocasionado pelo estresse por Al foi observado em plantas
com maior percepgao da sinalizagao de auxina (entire), visto que, em 100 uM de A3+,
reducdes no alongamento da raiz tanto em plantas jovens (30,8% - Fig. 1B) quanto
em plantas adultas (18,1% - Fig. 2C) foram observadas, sugerindo, portanto, que este
gendtipo seja mais tolerante ao Al
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Figura 1: Caracterizagéo fenotipica de plantas jovens mutantes na sinalizagéo a auxina indica tolerancia diferencial ao Al. A) Imagem representativa
de plantas jovens (18 dag) de gendtipos com sinalizacao de auxina com reducao (diageotropica, dgt) ou aumento (entire), sob diferentes concentracdes

de AI** (25 e 100 uM), em comparagéo com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-Tom). B) Taxa do crescimento radicular ao longo do tempo de 4
dias sob estresse ao Al3*. Os dados sdo médias + SE (n=8). Barra de escala, 1 cm.

20



Controle 25uM AI* 100uM AI* B | 26
WT dgt dat entire Parte aérea W
== dgt
N cntire
1.5
g
=4 < 2 o
= < e L 1.0
R
F 0.5
25:M 100uM -0
= 2.0
az — T
= dgt
% N entire L 15

pH 4.5

25uM

100uM

Crescimento relativo

Crescimento relativo

Figura 2: Caracterizac¢ao fenotipica de plantas adultas mutantes na sinalizagéo a auxina indica tolerancia diferencial ao Al. A) Imagem representativa

de plantas adultas (35 dag) de gendétipos com sinalizagdo de auxina com redugéo (diageotropica, dgt) ou aumento (entire), sob diferentes
concentracdes de Al (25 e 100 uM), em comparagao com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-Tom). B) Crescimento relativo da parte aérea. C)
Crescimento relativo da raiz. Os dados foram normalizados em relagéo a resposta média obtido para cada genétipo na condi¢do controle (pH 4.5).
Assim, as variagdes em presenca de Al, refletem os impactos no crescimento (radicular e de parte area) causados pelo Al, em cada gendtipo. Os
dados sao médias + SE (n=8). Barra de escala, 5 cm e 3 cm. Letras minusculas comparam genétipos dentro do mesmo tratamento e letras maiusculas
comparam o mesmo gendtipo sob diferentes tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de
Tukey (p<0,05).



3.2. Acumulo diferencial de Al nas raizes de plantas jovens em mutantes da

sinalizagcao por auxina

A histolocalizacdo de Al foi avaliada nas raizes por coloracdo de hematoxilina
(GIAVENO; MIRANDA FILHO, 2000) em plantas de 18 dag (Fig. 3). Na auséncia de estresse
por AI**, ndo houve coloragéo efetiva em todos os gendtipos o que é justificada pela auséncia
do AIP*. Em adicdo, uma coloragcdo mais intensa em maiores concentragoes de Al foi
observada em gendétipos com baixa percepcao da sinalizacao a auxina (dgt) e com aumento
na sinalizacao da auxina (entire), quando comparados a plantas WT (Fig. 3). Cabe mencionar
também que em plantas dgt acumulou grandes quantidades de Al®*, mesmo em 25 uM de
Al3+ e principalmente no éapice radicular (Fig. 3B), foi observada quando comparado aos
outros gendtipos. Plantas entire, no entanto, em resposta a mesma concentracdo nao
apresentaram coloracéao tao intensa (Fig. 3C), o que indica um reduzido acumulo de Al na
superficie radicular. Nao obstante, foi possivel perceber também que em plantas tratadas
com 100 uM de AI®*, até mesmo o gendtipo com maior percepcdo de auxina (entire),
apresentaram coloracao intensa, indicando acumulo de Al nas raizes, principalmente nos
apices radiculares. Tomados em conjunto, tais resultados indicam que maior percepgao na

sinalizagao da auxina (entire) promove uma maior mais tolerancia ao estresse por Al3+,
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Figura 3: Apices radiculares avaliados com coloracéo de hematoxilina apresentou localizag&o diferencial de Al. Imagens representativas de plantas jovens (18 dag) com sinalizagdo

de auxina reduzida (diageotropica, dgf) ou aumentada (entire), sob diferentes concentragdes de Al3+ (25 e 100 uM), em comparacao com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-
Tom). A) WT; B) dgt; C) entire. Barra de escala = 1 mm.
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3.3. Alteracdes na anatomia de raiz de genétipos com sinalizacao diferencial a

auxina em resposta ao Al

Na auséncia de estresse por Al**, foi possivel observar que plantas adultas (35 dag)
dos gendtipos WT (Fig. 4A), plantas com reduzida sinalizacdo de auxina (dgt- Fig. 4B) e
plantas com aumento na sinalizagdo de auxina (entire- Fig. 4C) apresentam meristemas
apicais radiculares contendo pequenas células justapostas, com citoplasma denso e fileiras
de células com nucleo bem definido e esférico; todavia, foi possivel observar também que as
células do procambio nos genétipos WT e entire apresentam vacuolos maiores, indicando o
inicio da diferenciacao celular na zona de maturacéao (Fig. 4A,C).

Na presenca de 25 uM de Al%*, observou-se ainda em plantas WT a presenca tanto
de células meristematicas quanto de células ja diferenciadas, demonstrando que o
alongamento radicular continua ocorrendo (Fig. 4D). Na mesma concentracao de Al, tal fato
nao foi observado no gendtipo dgt, cujas células apresentaram-se, em sua maioria, nao
diferenciadas e com o nucleo menos evidente (Fig. 4F); em adicao, plantas entire também
expostas a essa concentragdo de Al, tiveram o seu processo de diferenciacdo celular
interrompido, como visualizado pela presenca de nucleos ainda menos evidentes (Fig. H).
Quando submetidas a 100 uM de AI?+, plantas WT foram caracterizadas pela presenca de
citoplasma colapsado e células meristematicas (Fig. 4J), ao passo que a presenca de
vacuolos maiores foi observado em plantas dgt; no entanto, na zona de maturagao de plantas
dgt, as células se diferenciaram tornando visivel o periciclo e a medula na regiao do cortex
(Fig. 4L); de forma contraria, no gendtipo entire nota-se ainda células meristematicas com
paredes achatadas e nucleo pouco evidente, grandes vacuolos com citoplasma colapsado,
possivelmente devido ao acumulo de Al, embora as células ndo se diferenciaram (Fig. 4N).
Um maior contetido de AI**foi observado em todos os &pices das raizes tratadas com Al,
principalmente nos nucleos celulares (Fig. 4E-O), no citoplasma (Fig. 4E,K,M), bem como
nas paredes celulares na regido do procambio (Fig.4K,M,0).
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Figura 4: O estresse por Al induz alteragdes nas estruturas celulares dos apices radiculares de plantas de tomate com
sinalizacao diferencial de auxina. Imagem representativa da anatomia dos apices radiculares de plantas adultas (35 dag)
com sinalizag&o de auxina com reducéo (diageotropica, dgf) ou aumento (entire), sob diferentes concentragdes de Al3*
(25 e 100 uM), em comparacgdo com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-Tom). E,G,l,K,M,O - Histolocalizagado do Al
pelo corante Chrome Azurol’S nos apices radiculares. A coloragao azul indicada pelas setas pretas, mostra reagao positiva
com o corante Chrome Azurol’'S. Cf - coifa; Cq - centro quiescente; Pc - procambio; Pt- protoderme; Mf — meristema
fundamental; Pe- periciclo; M- medula; (*) asteriscos- vacuolos; Barra de escala: 100 um.



3.4. O estresse por Al afeta parametros de trocas gasosas

Em funcéo das alteragdes no crescimento e morfologia em resposta a presenca de
A3+ em plantas adultas (35 dag) com sinalizagéo diferencial de auxina, uma caracterizagéo
da capacidade fotossintética foi realizada. Embora pequenas diferencas foram evidenciadas
em relacdo as variaveis de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a alguns padrdes
merecem ser destacados. Sob condi¢des controle, o gendtipo dgtf apresenta menor taxa de
fotossintese liquida (An) em relacdo aos demais (Tabela I), como observado anteriormente
(BATISTA-SILVA et al., 2019) além de uma menor taxa de transporte de elétrons (ETR),
observado na mesma condigdo. Ja plantas cultivadas a 100 uM de AI** a eficiéncia intrinseca
no uso da agua (WUE;) foi maior em plantas dgt (Tabela I). Ao comparar o mesmo genotipo

sob diferentes condigbes (controle, 25 uM e 100 uM), a R, foi alterada apenas nos genotipos

dgt e entire. Nota-se também que a medida que ha aumento na concentragdo de Al3*

aumentos significativos em Ry s&o observados.
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Tabela I. Comportamento de parametros de trocas gasosas e de fluorescéncia da clorofila a em plantas com sinalizagao diferencial a auxina em resposta
ao estresse por aluminio (Al). Plantas adultas (35 dag) com sinalizagdo de auxina reduzida (diageotropica, dgt) ou aumentada (entire) foram comparadas
com plantas do tipo selvagem (WT) cultivadas em presenga de AI** (25 e 100 uM). Valores representam médias + SE (n=4). Letras minlsculas comparam
gendtipos dentro do mesmo tratamento e letras mailsculas comparam o mesmo genotipo sob diferentes tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas
letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05). (A taxa liquida de fotossintese; g, condutancia estomatica; E, transpiragcdo; WUE,
(A\/gs) eficiéncia intrinseca ao uso da agua; R,, respiragéo no escuro; ETR, taxa de transporte de elétrons; FvFm, eficiéncia maxima fotoquimica do PSlI;

Ci, concentragao interna de COy).

. Tratamentos
Parametros 3+ 34
Controle 25uM Al 100pM Al
A, (mmol CO, m’s”)
WT 5,592 + 0,44256 Aa 5,307 + 0,392817 Aa 5,132 + 0,8915 Aa
dgt 3,502 + 0,41071 Ab 3,852 + 0,351681 Aa 3,999 + 0,81471 Aa
entire 5,405 + 0,21932 Aa 5,182 + 0,267066 Aa 5,707 + 0,33977 Aa
g,(molHOm"’s")
WT 0,236 + 0,02776 Aab 0,298 + 0,02439 Aab 0279 + 00969 Aa
dgt 0,100 = 0,01378 Ab 0,153 + 0,01101 Ab 0,142 + 0,06753 Aa
entire 0,269 * 0,00639 Aa 0,326 + 0,015588 Aa 0,284 + 0,03141 Aa
E(mmol HOm s")
WT 2,076 = 0,22601 Aab 2,522 + 0,344945 Aa 2612 + 0,69998 Aab
dgt 1,086 + 0,19536 Ab 1,473 + 0,08568 Aa 1,498 + 0,5239 Ab
entire 2,341 + 0,19334 Aa 2,711 + 0,314422 Aa 2,812 + 0,15105 Aa
WUE (A /g,)
WT 24,143 + 1,60717 Aa 18,159 + 2,024377 Aa 23,310 + 5,0994 Ab
dgt 35,680 = 2,57095 Aa 25,770 + 3,159418 Aa 39,458 + 11,4808 Aa
entire 20,064 * 0,40526 Aa 15,912 + 0,613173 Aa 20,513 + 1,25469 Ab
R, (mmol CO,m"s")
WT 2,572 + 0,14761 Aab 3,253 + 0,350651 Aab 3,100 *+ 0,24713 Aa
dgt 1,971 + 0,11029 Bb 2,653 + 0,044408 ABb 3,067 * 0,29193 Aa
entire 3,100 * 0,38903 Ba 4,087 + 0,277924 Aa 3,492 + 0,34701 ABa
ETR
WT 44,872 + 0,38737 Aa 43,931 + 0,44334 Aa 42,561 + 1,39655 Aab
dgt 41,494 + 1,14036 Ab 41,646 + 0,680679 Aa 40,077 + 1,1723 Ab
entire 44,439 + 0,2605 Aa 43,883 + 0,525302 Aa 43,304 + 0,43285 Aa
FJF.
WT 0,783 = 0,00226 Aa 0,780 = 0,000808 Aa 0,779 £ 0,00282 Aa
agt 0,759 * 0,00375 Bb 0,763 = 0,002184 Bb 0,780 £ 0,0028 Aa
entire 0,774 % 0,00273 Aa 0,781 = 0,002357 Aa 0,779 £ 0,00302 Aa
C
I
WT 350,640 * 2,50596 Aa 360,606 *+ 3,624944 Aa 345,801 + 9,59278 Aab
agt 333,321 + 3,57236 Aa 349,363 + 5,634784 Aa 326,023 + 18,5488 Ab
entire 357,503 + 0,33832 Aa 364,279 + 1,403033 Aa 355,496 + 2,10194 Aa
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3.5. Impactos do Al no metabolismo plantas com sinalizacao diferencial de auxina

Buscando explorar em detalhes as alteracées metabdlicas em resposta ao estresse
por Al em gendtipos de tomateiro (35 dag) com sensibilidade diferencial a auxina, uma
detalhada analise metabdlica da raiz e parte aérea foi realizada. Primeiro, os niveis totais de
aminoacidos e proteinas, acucares soluveis (glicose, frutose e sacarose), malato e amido
foram determinados no meio do periodo de luz. De modo resumido, plantas dgt foram
caracterizadas por um aumento significativo dos niveis de aminoacidos nas raizes em 25 uM
de AI**, quando comparadas a plantas WT e ao mutante entire (Fig. 6A). Este fato a parte,
nao foram observadas variacées significativas nos niveis de proteinas totais em raizes dos
genotipos em resposta ao estresse com Al (Fig. 6B). De modo geral, ndo foram observadas
alteracoes significativas nos niveis de aminoacidos e proteinas na parte aérea dos gendétipos
aqui utilizados (Fig. 6).

Foi possivel observar também que a reducdo na sinalizacdo de auxina (dgf) esta
associada ao acumulo de glicose (Fig. 7A) e frutose (Fig. 7B) na parte aérea e de sacarose
(Fig. 7C) na raiz em resposta ao estresse por Al. De modo interessante, ndo foram
observadas diferencas entre os genétipos aqui utilizados no que diz respeito aos contetidos
de glicose (Fig. 7A) e frutose (Fig. 7B) no sistema radicular e de sacarose (Fig. 7C) na parte
aérea em resposta ao estresse por Al. Observa-se também acumulo de amido na parte aérea
(Fig. 8A) e de malato na raiz (Fig. 8B) em plantas dgt em resposta ao estresse por Al.
Registre-se também que redugdes significativas nos niveis de malato na parte aérea de
plantas dgt e entire em presenca de 100 uM de Al®**, quando comparados a WT (Fig. 8B),

foram observadas.
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Figura 6: Impactos do AI** no contelido de aminoéacido e proteinas totais em plantas com sinalizagao diferencial de auxina no meio do periodo
de luz. Mudancgas foram observadas em plantas adultas (35 dag) de tomate com sinalizacdo de auxina aumentada (entire) ou reduzida
(diageotropica, dgtf) quando comparada com plantas de tipo selvagem (WT) em resposta a estresse por Al** (25 e 100 uM). A) aminoacidos
totais e B) proteina soluvel total na parte aérea e na raiz. Os dados sdo médias + SE (n = 6). Letras minUsculas comparam genétipos dentro
do mesmo tratamento e letras mailsculas comparam 0 mesmo genétipo sob diferentes tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas letras
nao diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Com o intuito de melhor compreender o impacto da sinalizagao diferencial de auxina
sobre 0 metabolismo do carbono e do nitrogénio em resposta as condicées de estresse por
A3+, foi realizada uma caracterizagéo do perfil metabdlico nas raizes dos genétipos utilizados
(Fig.9 e Tabela S1). Para tanto, um protocolo estabelecido mediante a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) foi utilizado (LISEC et al., 2006). Esta analise
revelou que, dentre os 43 compostos anotados com sucesso incluindo aminoacidos, acidos
organicos, agucares e intermedidrios metabdlicos, a maioria deles apresentou niveis
alterados (Fig. 9 e Tabela S1). De modo geral, foram observadas alteracées nos niveis de
compostos associados ao metabolismo do carbono e do nitrogénio em funcao da sinalizacao
diferencial de auxina e em funcao do estresse por Al aos quais as plantas foram submetidas
(Fig. 9 e Tabela S1).

De maneira especifica, pequenas diferencas foram observadas entre plantas WT e
plantas entire na auséncia de estresse; todavia, em plantas mutantes dgf, 13 dos
aminoacidos individuais foram significativamente aumentados, a saber, alanina, arginina,
aspartato, B-alanina, fenilalanina, GABA, glutamina, homoserina, lisina, metionina, tirosina,
treonina e valina (Fig. 9 e Tabela S1). Da mesma forma, os niveis de aconitato, glicerato,
gluconato, malato e succinato também foram maiores em dgt que nos outros genotipos, na
auséncia de estresse por Al** (Fig. 9 e Tabela S1). Os agucares frutose, idose, glicose e
sacarose, bem como os acucares alcodlicos, glicerol, manitol, manose e mio-inositol
seguiram o0 mesmo comportamento e foram maiores em dgt na auséncia de estresse (Fig. 9
e Tabela S1). Nao obstante, plantas dgt foram também caracterizadas por redugdes
significativas nos niveis de 7 aminoacidos (e.g. arginina, aspartato, 3-alanina, fenilalanina,
homoserina, lisina e metionina) quando expostas ao estresse por Al (Fig. 9 e Tabela S1). De
modo similar, os niveis de maleato, aconitato, gluconato, lactato, malato e succinato foram
reduzidos em plantas dgt submetidas ao estresse por Al (Fig. 9 e Tabela S1). Registre-se
ainda as redugdes significativas em frutose, glicose, manitol, mio-inositol e sacarose
observadas em plantas dgt em resposta ao estresse por Al, principalmente na dose de 100
uM de AP+ (Fig. 9 e Tabela S1). De maneira interessante, os niveis de prolina tendem a
aumentar em plantas dgt em presenca de 25 uM de AI** quando comparado aos outros
gendtipos (Fig. 9); em adicéo, plantas dgtem presenca de 100 uM de Al** tendem a aumentar
0s niveis de serina e treonina (Fig. 9).

Cabe mencionar também que o genétipo entire foi caracterizado por um

comportamento muito similar ao de plantas WT quando submetido ao estresse por Al e, com
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excecao no aumento dos niveis de prolina, todos os demais metabdlitos analisados no
sistema radicular apresentaram comportamento semelhante entre plantas WT e entire (Fig.
9).

33



Controle  25pM Al3+ 100pM A2+

34

entire
entire

b=
=

dgt

Aminoacidos E
Alanina
Arginina
Aspartato
B-alanina
Fenilalanina
GABA
Glicina
Gluamina
Homoserina
Izoleucing
Lisina
Metionina
Ornitina
Prolina
Serna *
Tirosina *
Treonina * %*
Valina *
Acidos Organicos
Acido maleico =
Aconitato * *
Citrato
Fumarato
Glicerato
Gluconato
Lactato
Malato
Malonato
Succinato
2-Cxoglutarato
Agucares e agucares alcélicos
Eritntal
Frutose
ldose
(Galactinaol
Glicose
Glicerol
Manitol
Manose
Miodnositol
Sacarose
Qufros
Acido fosférico
Putrescina

. 30
20
10 Leg
0.0
-1.0
2.0

| 30

% % % |%

* | %

* | % ¥

CHERE

*

| 2%

_

*| *

Figura 9: Heat map mostrando o comportamento metabdlico em raizes de plantas adultas (35 dag) de tomate com sinaliza¢édo
de auxina reduzida (diageotropica, dgt) ou aumentada (entire) em comparagao com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-
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3.6. Alteracdes na coloracao histoquimica de ROS em genétipos de plantas de
tomate sob estresse por Al

Ensaios histoquimicos permitiram observar uma coloracéo distinta com NBT e DAB
como uma avaliagdo qualitativa de superdxido (O2) e perdxido de hidrogénio (H205),
respectivamente, na parte aérea e em raizes (Fig. 10A,B) em gendétipos de tomateiro (18
dag) com sensibilidade diferencial a auxina. Em geral, em condigdes controle e em presenca
de 25 uM AI¥*, apenas uma fraca e incipiente coloragido apds ensaio com NBT e DAB foi
observada na parte aérea em todos os gendtipos (Fig. 10). Nao obstante, na maior
concentracdo (100 uM AI%+), uma forte e intensa coloragéo apds ensaios com NBT e DAB foi
observada em todos os genétipos, particularmente em plantas WT e entire, que
apresentaram coloragdes ainda mais intensas (Fig. 10).

Ensaios histoquimicos em amostras de raizes possibilitaram observar uma coloracéao
intensa de NBT e DAB ao longo do apice radicular, mesmo em condi¢des controle (Fig.
10A,B). Todavia, quando expostas ao Al, a cor escura ndo se mostrou muito maior ao longo
do apice dessas raizes (Fig.10), sugerindo que o acumulo de ROS (O2 e H20») foi menor
em plantas cultivadas em presenga de Al, particularmente em plantas entire (Fig. 10). Em
relacdo a coloracdao com DAB, foi possivel observar que o apice radicular em todos os
genotipos apresentou uma evidente e intensa coloracao, particularmente em presenca de
100 uM de Al®, indicando que as maiores doses de Al impostas as plantas induzem uma
superproducgéo de ROS (Fig. 10B).
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Figura 10: Ensaio histoquimico de espécies reativas de oxigénio (ROS) de plantas jovens (18 dag) de tomate com sinalizagdo
reduzida de auxina (diageotropica, dgt) ou aumentada (entire), sob diferentes concentragées de Al** (25 e 100 uM), em
comparagao com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-Tom). A) Imagens de 02' (NBT) parte aérea e raiz; B) Imagens de H,0,

(DAB) parte aérea e raiz, coradas de plantas no controle e expostas ao estresse por Al por 4 dias. Barra de escala: 1 cm; 1 mm.
DAB, tetrahidrocloreto de diaminobenzidina; NBT, tetrazolio nitroazul.
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3.7. Influéncia do Al no ciclo celular em gendétipos de planta de tomate

A paralisagao do ciclo celular e os danos ao DNA s&o as principais
alteragdes resultantes da toxicidade do Al em nivel celular. Neste contexto,
proteinas associadas ao reparo de DNA sao ativadas sob estresse por Al,
mediando o bloqueio do ciclo celular e, em Uultima instancia, alterando a
endoploidia do DNA radicular (EEKHOUT; LARSEN; DE VEYLDER, 2017;
SJOGREN; BOLARIS; LARSEN, 2015). Embora diferencas no crescimento
sejam observadas tanto na parte aérea quanto no sistema radicular entre os
gendtipos de tomateiro (18 dag) com sensibilidade diferencial a auxina utilizados,
nao se observaram diferencas no conteudo de DNA nuclear (Fig. 11). Nao
obstante, na maior dose de Al (100 uM), foi possivel observar que todos os
gendtipos apresentaram uma diminuigdo do conteddo percentual de DNA de
nucleos 2C (Fig. 11). Cabe mencionar que nucleos 2C referem-se a nucleos de
células diploides nas fases GO/G1 do ciclo celular. Ao mesmo tempo, foi possivel
observar um aumento dos nucleos 4C e 8C, quando comparado a condicao
controle (Fig. 11). Cumpre ressaltar que os nucleos 4C se referem a nucleos de
células diploides em G2/M do ciclo celular e nucleos de células tetraploides nas
fases GO/G1 do ciclo celular ao passo que nucleos 8C se referem a células
tetraploides em G2/M do ciclo celular e nlcleos de células octaploides nas fases
GO0/G1 do ciclo celular

No entanto, os graficos gerados a partir dos nucleos radiculares, foram
observados conteudo relativo de DNA 2C e 4C. Em todos os gendtipos
observamos um aumento de nucleos 2C e uma diminuicdo dos nucleos 4C

quando exposto ao estresse em 100 uM de Al (Fig. 11).
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Figura 11: Analise de citometria de fluxo do conteddo de DNA nuclear de folha e raiz de plantas jovens (18 dag) de tomate com sinalizagdo reduzida de auxina
(diageotropica, dgt) ou aumentada (entire), sob diferentes concentracdes de Al3* (25 e 100 uM), em comparacdo com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-
Tom). Os dados sdo médias = SE (n=4). Letras minusculas comparam genétipos dentro do mesmo tratamento e letras maildsculas comparam o0 mesmo gendtipo
sob diferentes tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4. DISCUSSAO

Embora a inibigdo do crescimento radicular modulada pelo Al®+ pareca interagir
com a sinalizacao por auxina (KOLLMEIER; FELLE; HORST, 2000; KOPITTKE, 2016;
ZHANG et al., 2018), os impactos metabdlicos dessa interacdo nao foram ainda
demonstrados. Os resultados aqui obtidos demonstram que, em resposta ao estresse
por Al, as mudancas no crescimento em dois gendtipos exibindo sinalizacdo
diferencial de auxina (reduzida - dgt ou aumentada - entire), parecem ser mediadas
por uma extensa reprogramacao metabdlica devido aos impactos diferenciais no
crescimento radicular. Nesse contexto, o menor efeito inibitério no crescimento
radicular observado no genétipo entire (Fig. 1 e 2) indica que a maior sinalizacao nos
apices radiculares mediada por auxina sustenta o crescimento radicular sob estresse
por Al em tomateiro. Evidéncias adicionais sobre o papel do transporte polar de auxina
na regulacdo do crescimento radicular induzida por Al sdo ainda necessaérias.

A auxina modula o crescimento vegetal impactando varios processos, tais como
fotossintese e respiracdo (BATISTA-SILVA et al., 2018; IVANOVA et al., 2014;
POONAM et al., 2015). O estresse por Al também afeta a fotossintese em espécies
distintas (AKAYA; TAKENAKA, 2001; MATTIELLO et al., 2014; ZHANG et al., 2007).
Em consonancia, os resultados aqui obtidos demonstram que parametros
fotossintéticos foram afetados na presenca de AP+ (Tabela I). Assim, tanto em dgt

quanto em entire aumentos na respiragao no escuro (R,) foram observados em fungéo

dos aumentos na concentracdo de AI®*, provavelmente, numa tentativa de
manutencédo da producdo de energia em presenca de Al. Associado a redugéao do
crescimento radicular e aos niveis de espécies reativas de oxigénio, levando danos
principalmente a mitocdndria, € plausivel sugerir que esse efeito tenha sido mediado,
ao menos em parte, pela atividade das vias alternativas da respiracdo. Cumpre
mencionar também que a oxidase alternativa afeta positivamente o crescimento e a
tolerancia a diversas condicbes de estresse, apesar de reduzir o rendimento
energético e a eficiéncia do uso de carbono da respiragcdo (VANLERBERGHE et al.,
2020). Por outro lado, a auxina aumenta indiretamente a taxa respiratéria, por meio
do aumento do suprimento de ADP, promovendo uma rapida utilizacdo de ATP
(FRENCH; BEEVERS, 1953) tanto na expansado como na divisédo celular (LEONOVA

et al., 1985). Por sua vez, plantas dgt apresentaram menor taxa de fotossintese liquida
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(An), respiracdo no escuro (R,) e taxa de transporte de elétrons (ETR) em condigbes

controle, mas um aumento na eficiéncia intrinseca no uso da agua (WUE;) quando
exposto a 100 uM de Al (Tabela I). Tais resultados corroboram com os de Batista-
Silva et al. (2018), onde a sinalizacao reduzida de auxina (dgt) aumenta a densidade
estomatica em ambos os lados da superficie foliar, resultando em maior eficiéncia do
uso da agua.

O metabolismo respiratério esta fortemente ligado a tolerancia e resisténcia ao
Al em uma variedade de contextos e de tecidos vegetais (NUNES-NESI et al., 2014).
Ademais, a auxina atua diretamente como um repressor do acumulo de amido,
controlando negativamente a expressao da ADP-glicose pirofosforilase de maneira
antagbnica a citocinina (MIYAZAWA et al.,, 1999). Registre-se que plantas dgt
parecem usar menos amido transitério durante a noite, levando ao acumulo
significativo de diferentes substratos respiratérios (por exemplo, aglcares e acidos
organicos), o que culmina em menor crescimento durante o estagio vegetativo
(BATISTA-SILVA et al., 2018). Acumulos de agucares sao usualmente observados
concomitante com a inibicdo de crescimento (CASPAR; HUBER; SOMERVILLE,
1985; SMITH; STITT, 2007; STITT et al., 2007). Os resultados aqui obtidos
demonstram aumentos nos niveis de agucares redutores (Fig. 7) e de amido (Fig. 8A)
na parte aérea de plantas dgt expostas ao Al, indicando que o menor crescimento
observado nessas plantas possa estar associado, a0 menos em parte, com uma
menor capacidade de mobilizagdo de carbono para o crescimento. Em adigéo, a
toxicidade ao Al** prejudica o metabolismo do amido e dos aglicares e favorece o
acumulo de hexoses ao aumentar as atividades das enzimas hidroliticas de sacarose
em plantulas de arroz (MISHRA; DUBEY, 2008). Os resultados aqui descritos também
demonstram que em raizes de plantas dgt, aumentos nos niveis de aminoacidos,
proteinas, sacarose e malato (Fig. 6;7C;8B), dando suporte a hip6tese de uma
reduzida mobilizagdo de carbono para sustentar o crescimento nessas plantas. Assim,
alteracbes nos niveis de malato na parte aérea em ambos gendtipos dgt e entire,
quando expostos a 100 uM de Al (Fig. 8B), pode ser explicado, a0 menos em parte,
por uma redugéo na operacédo do ciclo TCA ou reagdes Biosintética dos aminoacidos
(ARAUJO et al., 2010).

As plantas apresentam varios mecanismos que possibilitam a toleréncia e

exclusdo em resposta ao estresse por Al (KOCHIAN et al.,, 2015). Um desses
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mecanismos de tolerancia é associado a exclusao do Al mediado pela exsudacao de
acidos organicos que promovem a quelatacado do Al (DE LA FUENTE et al., 1997),
evitando assim sua captacéao através da membrana plasmatica. Todavia, a exsudacao
de acidos organicos, por si s6, ndo € um mecanismo de resisténcia ou tolerancia, mas
sim resultado das reacdes bioquimicas necessarias para a tolerancia ao Al (NUNES-
NESI et al., 2014). Nesse contexto, a analise do perfil metabdlico demonstrou
reducbes significativas de alguns acidos orgéanicos (e.g. malonato, aconitato,
gluconato, lactato, malato e succinato) (Fig. 9; Tabela S1), associadas a reducdes de
alguns aminoacidos e aglcares em raizes de plantas dgt expostas ao Al (Fig. 9;
Tabela S1). Tomados em conjunto, tais resultados sugerem que plantas dgt possam
estar consumindo aminoacidos (e.g. arginina, aspartato, B-alanina, fenilalanina,
homoserina, lisina e metionina) e agucares (e.g. frutose, glicose, manitol, mio-inositol
e sacarose) para produzir acido organicos em uma tentativa de compensar o fluxo
metabdlico que é, aparentemente, essencial para a complexacao extracelular do Al
via exsudacao de acidos organicos (SINGH et al., 2009). Em contraste, as pequenas
mudancas metabdlicas observadas em plantas entire e WT podem ser explicadas, ao
menos parcialmente, pela manutengao nos niveis dos intermediarios do ciclo TCA ou
mesmo nos aminodacidos envolvidos no metabolismo do nitrogénio, como também
observado anteriormente (BATISTA-SILVA et al., 2018). No entanto, estes mesmos
genotipos, apresentam aumentos em prolina em presenca de 100 uM de Al (Fig. 9;
Tabela S1). Plantas sob estresse sdo usualmente caracterizadas por uma elevada
producao de prolina que, além de conferir tolerancia ao estresse per se, desempenha
papel como quelante metalico e mantém concentragbes de espécies reativas de
oxigénio (ROS) dentro de intervalos aceitaveis evitando, assim, a explosao oxidativa
nas plantas (HAYAT et al., 2012).

Diversas evidéncias tem demonstrado que mecanismos de toxidade por Al
associados a membrana plasmatica da raiz e a parede celular afetam o arranjo dessas
estruturas, causando danos significativos no sistema radicular (HORST; WANG;
ETICHA, 2010; SUN et al., 2016; YANG et al.,, 2011). De fato, os resultados
anatébmicos aqui obtidos fornecem evidéncias que a toxidade por Al promoveu
desarranjos nos nucleos celulares bem como citoplasma colapsado em todos os
genodtipos em resposta a maior concentracdo de Al (Figura 4). Em adigdo, em

presenca de 100 uM de Al®, tanto plantas WT quanto entire ndo apresentaram
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diferenciacdo celular, indicando que a divisdao celular esta comprometida e
prejudicando, assim, o alongamento radicular (Fig. 4J,N). Cabe mencionar também
que para uma melhor compreensao dos impactos do estresse por Al tanto na divisao
e diferenciacao celular quanto no alongamento radicular em plantas com respostas
diferenciais da sinalizagao de auxina estudos envolvendo um detalhamento anatémico
aprofundado bem como analises de expressao génicas sao ainda necessarios.

A absorcédo de Al torna a parede celular mais rigida reduzindo a expanséao
celular e extensibilidade mecénica (LIU et al., 2019; YU et al., 2015). Nesse contexto,
o acumulo de Al observado principalmente nos nucleos celulares, citoplasma e na
parede celular (Fig. 4E-O) indica uma expansao desigual das células culminando em
estresse mecanico que, consequentemente, modifica a organizacao e estrutura dos
tecidos periféricos da raiz. Registre-se, ainda, que apds a exposicao ao Al, em
algumas espécies incluindo feijao-caupi (KOPITTKE; BLAMEY; MENZIES, 2008),
milho (SOUZA et al., 2016) e soja (KOPITTKE et al., 2015), o acumulo de Al também
alterou a organizacao e estrutura das células da coifa radicular. Foi possivel observar
também que esse acumulo de Al, observado apds coloracées com hematoxilina,
ocorre principalmente nos apices radiculares em todos genétipos na maior
concentragdao de Al (Fig. 3). Saliente-se também uma coloragdo menos intensa
observada em plantas entire em presencga de 25 uM de Al (Fig. 3C), indicando que a
maior sinalizagdo de auxina nesse gendtipo facilita, ao menos em parte, um menor
acumulo de Al na raiz ao mesmo tempo que sustenta um maior crescimento radicular
e favorecendo, ainda que parcialmente, uma maior tolerancia ao estresse por Al.

Em resposta a varios estresses, sejam bidticos ou abidticos, a ocorréncia de
estresse oxidativo é usualmente observada como consequéncia de um desbalango
entre a geragao e a remocao de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KOHLER et al.,
2009). Em consonéncia, a maior coloragao histoquimica com DAB e NBT tanto na
parte aérea quanto na raiz, em todos os genotipos expostos ao Al (Fig. 10), indicam
que o estresse oxidativo ocorre independentemente da sinalizagdo de auxina. Nao
obstante, o metabolismo oxidativo parece estar provavelmente envolvido no
alongamento da raiz (LISZKAY; VAN DER ZALM; SCHOPFER, 2004). Assim, foi
também demonstrado que ROS, em conjunto com a auxina, tém papel importante na
ativacao do ciclo celular em células foliares diferenciadas (FEHER et al., 2008).
Evidéncias adicionais obtidas nesse mesmo trabalho demonstram ainda que o
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estresse oxidativo (ROS) acelera a entrada no ciclo celular (GO/G1) mediada por
auxina e pode, portanto, ter um efeito positivo na maquinaria do ciclo celular vegetal
(FEHER et al., 2008). Aqui, observou-se um aumento no conteido de DNA de nucleos
foliares (4C e 8C) em todos os gendtipos, quando expostos a 100 uM de Al (Fig. 11).
Uma vez que as ROS atuam também na resisténcia ao estresse por Al, esse aumento
no conteudo de DNA sugere um potencial envolvimento entre a sinalizacao de auxina
e ROS nos mecanismos de defesa ao estresse induzido por Al na planta. No entanto,
nossos dados gerados a partir dos nudcleos radiculares, em que se observaram
aumentos de nucleos celulares 2C e uma diminuicdo de 4C em todos gendétipos
quando exposto a 100 uM de Al (Fig. 11) indicam que a significancia da sinalizacao
mediada por auxina na divisdo celular e seus possiveis danos no processo de
replicacdo do DNA permanecem ainda sobremodo obscuras. Portanto, estudos
futuros sdo ainda necessarios para um melhor entendimento desses comportamentos
bem como da influéncia do Al em associa¢cdo com a sinaliza¢do por auxina.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

Os resultados aqui obtidos apresentam novas perspectivas sobre como a
inibicdo do crescimento radicular modulada pela toxidade ao Al interage com a
sinalizacdo de auxina, controlando ndao apenas o crescimento vegetal, mas também
ajustando o metabolismo central e impactando, simultaneamente, o metabolismo
fotossintético e respiratério bem como respostas anatébmicas e o ciclo celular.
Tomados em conjunto, os resultados ora apresentados indicam que a inibicdo do
alongamento radicular em resposta ao Al acontece rapidamente apds o estresse em
plantas jovens (18 dag), ao mesmo tempo que culmina em impactos severos na
producdo de ROS e no ciclo celular comprometendo, em larga extensédo, o
crescimento dessas plantas. Registre-se, ainda, que tais efeitos sdo mantidos, ou
mesmo exacerbados, em plantas adultas (35 dag), tendo em vista os impactos nos
metabolismos fotossintéticos e respiratorios associados as mudangas no metabolismo
central incluindo o uso de reservas (e.g. agucares, aminoacidos, proteinas e amido).
Saliente-se também que mesmo acumulando maiores niveis de Al, plantas entire
(gendtipo mais tolerante) minimizam os efeitos metabdlicos negativos causados pelo
Al** tanto em plantas jovens (18 dag) quanto adultas (35 dag).

Em resumo, os resultados ora apresentados demonstram que alteracdes na
sinalizacdo de auxina parecem modular também importantes respostas ao estresse
por Al. Coletivamente, uma melhor compreensdo dos mecanismos utilizados pelos
gendtipos de tomate com sinalizag&o diferencial de auxina para evitar, ou ao menos
minimizar, a toxicidade do Al, principalmente na regido do alongamento radicular,
foram demonstrados. Nao obstante, estudos visando elucidar os mecanismos de
absorcéo de Al em resposta a sinalizacao diferencial de auxina, incluindo mudancas
na expressao de genes envolvidos nas respostas ao Al (SOG1, ATR, ATM), bem como
genes centrais do metabolismo de auxina (IAA9 e DGT) sob estresse, sdo ainda
necessarios. Ademais, tais aspectos devem ter importancia crucial na regulagcéo de
aspectos anatdémicos, moleculares e fisiol6gicos que sao, aparentemente, importantes
para mediar o crescimento e funcdo das plantas particularmente para fins
agronémicos. Em sintese, a modulacdo das vias de sinalizagdo de auxina parece,

portanto, fornecer uma oportunidade para alterar o desempenho de culturas de
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interesse agrondmico quando cultivadas em solos acidos em resposta ao estresse por
Al3+,
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APENDICE

Tabela S1- Mudanca no perfil metabdlico de raizes de plantas adultas (35 dag) de tomate com sinalizacdo de auxina reduzida (diageotropica, dgt) ou
aumentada (entire) em comparagédo com o tipo selvagem (WT, tomate cv. Micro-Tom) submetidas a estresse por Al3+ (25 uM e 100 puM). Os dados foram
normalizados em relacdo a resposta média calculada a partir do WT. Os valores séo apresentados como média + SE (n = 6). Letras mindsculas comparam
genotipos dentro do mesmo tratamento e letras mailsculas comparam o mesmo genétipo sob diferentes tratamentos. As médias seguidas pelas mesmas

letras ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p<0,05).

Aminoacidos
Alanina
Arginina
Aspartato
B-alanina
Fenilaianina
GABA
Glicina
Glutamina
Homoserina
Isoleucina
Lisina
Metionina
Crnitina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Valina
Acidos Organicos
Acido Maleico
Aconitato
Cifrato
Fumarato
Glicerato
Gluconato
Lactato
Malato
Malonato
Succinato
2-Oxoglutarato
Acgucares e aglicares alcdlicos
Eritritol
Frutose
ldose
Galactinol
Glicose
Glicerol
Manitol
Manose
Miodnositol
Sacarose
Outros
Acido Fosfarico
Putrescina

Confrole 25uM de AICI 100uM de AICI
WT dgr entire WT dgr entire WT dgt entire

6668 £ 670 Aab 13251 £ 2466 Aa 6037 £ 757 Ab 63.64 £ 14.37 Aa 7056 + 10.83 Aa 4657 £ 673 Aa 6701 £ 765 Aa 12560 £ 4542 Aa 6453 £ 877 Aa
15.04 £ 578 Ab 5545 £ 1872 Aa 1772 £+ 285 Ab 1393 £ 340 Aa 13.76 + 480 Ba 19686 £+ 465 Aa 2817 £674 Aa 1875+ 521 Ba 1699 + 630 Aa
3814 + 587 Ab 7544 £+ 827 Aa 3224 + 401 Ab 2803 +548 Ab 6346 + 666 ABa 2629+ 468 Ab 3350 + 4590 Aa 4996 + 1501 Ba 4174+ 475 Aa
687 £+ 123 Ab 1698 £ 280 Aa 873 +145 Ab 532+ 094 Aa 977 +£1.35 Ba 732161 Aa 1032 £ 177 Aa 785+ 170 Ba 826+ 072 Aa
1731+ 219 Ab 2760 £171 Aa 1412 £ 2.02 Ab 1012+ 1.01 Aa 18.08 £+ 1.78 Ba 10,786 £ 1.62 Aa 1922 £+ 223 Aab 2358 £+ 606 ABa 1270+ 113 AD
3814 £ 587 Ab 24140 £ 8304 Aa 7430 £ 1072 Ab 9268 £ 2745 Aa 11481 + 2069 Aa 8585 £ 23.44 Aa 11840 +£ 2211 Aa 12327 £ 5013 Aa 9573 £ 2273 Aa
34.66 £ 10.78 Aa 3173 £+ 280 Aa 1788 + 268 Aa 1468 £+ 246 Aa 3831 £ 1314 Aa 1467 £+ 1.91 Aa 1722 £+ 091 Aa 7601 % 5224 Aa 1756 + 163 Aa
102+ 015 Ab 475+ 068 Aa 168 + 045 Ab 114+ 019 Ab 361 +057 Aa 081+026 Ab 074 £+ 014 Ab 322+105 Aa 161 + 042 Aab
469 £ 107 Ab 971 £173 Aa 606 £ 1.57 Aab 336 +£0095 Aa 553+ 078 ABa 303+£081 Aa 724 £134 Aa 480+ 141 Ba 522+ 094 Aa
2837 + 500 Aa 4423 £ 615 Aa 2507 +6.30 Aa 18.16 £ 3.68 Aa 2071+ 264 Aa 2385509 Aa 3852 + 967 Aa 3370+ 966 Aa 2453+ 430 Aa
587 +111 Ab 1056 £+ 178 Aa 585 +147 Ab 439 +118 Aa 6.00 +1.06 Ba 555+132 Aa T77T +124 Aa 631 + 136 ABa 549+ 091 Aa
1.51 £ 0.37 Ab 362+ 072 Aa 183 £ 037 Ab 120+ 030 Aa 237 £ 038 ABa 134+ 026 Aa 219 £ 033 Aa 201+ 056 Ba 173+ 028 Aa
459 + 1.58 Aa 388 £+049 Aa 270 £+ 065 Aa 194+ 049 Aa 267 £ 049 Aa 165+ 030 Aa 262 £+ 038 Aa 848 £+ 565 Aa 229+ 033 Aa
18103 + 7480 Aa 18911 +7285Aa 11168 + 5741 Aa 22095 + 131 84 Aab 51501 + 24004 Aa 5281 +1125 Ab 4440 + 1134 Aa 27550 + 12571 Aa 9270 + 5476 Aa
66.04 + 12.36 Aa 8782 £+ 964 Aa 4541 £ 537 Aa 4423 £ 287 Aa 6353873 Aa 36671436 Aa 53096 + 839 Aab 10510 + 4674 Aa 43351 381 Ab
2438 + 389 Aa 4225 £ 765 Aa 2800 £+ 680 Aa 1695 + 432 Aa 2548 + 497 Aa 19.08 £+ 412 Aa 2838 427 Aa 3489+ 1081 Aa 1848+ 241 Aa
2873+ 3092 Ab 5418 £ 329 Aa 2637 £ 319 Ab 2446 £ 370 Aa 3830 £ 345 Aa 2537 +£420 Aa 3300 £+ 663 Aab 4393 £ 1054 Aa 25921 106 Ab
53.74 + 914 Ab 9272 + 1067 Aa 5138 + 1052 Ab 3689 +624 Aa 6830 £ 571 Aa 4534 £ 878 Aa G996 + 15684 Aa 7076 £ 1469 Aa 4953+ 553 Aa
13.73 £ 265 Aa 2457 £ 313 ABa 1190 £ 3.20 Aa 1381 £ 544 ADb 3774 £1031 Aa 1450+ 374 Ab 600 £ 219 Aa 2050+ 368 Ba 1455 + 437 Aa
077+ 018 Ab 148 £+ 028 Aa 065 £ 005 Ab 067 +0.09 Ab 129 + 0.32 ABa 061+008 Ab 076 £+ 008 Aa 086+ 008 Ba 070+ 012 Aa
15030 + 60.94 Aa 15050 + 4293 Aa 7324 + 5057 Aa 13968 + 5359 Aa 30258 +14035Aa 8318 +50.90 Aa 5001 + 2017 Aa 19435+ 7856 Aa 10469 + 6774 Aa
715+ 423 Aa 738 £073 Aa 273040 Aa 304 +£133 Aab 953+ 263 Aa 26412026 Ab 257 £+ 040 Aa 533+125 Aa 4911190 Aa
6.66 £+ 210 Aab 1018 £ 243 Aa 444 £1.03 Ab 506 +043 Aa 943 +225 Aa 618 £1.05 Aa 65T £117 Aa 748 £ 093 Aa 483+ 098 Aa
0.47 £ 0.08 Ab 136 £ 031 Aa 048 £ 0.07 Ab 043+ 005 Aa 078 +012 Ba 057 £013 Aa 062 £+ 005 Aa 076 £+ 014 Ba 045+ 003 Aa
4821 + 10.27 Ab 8783 £+ 11.50 Aa 4412 + 366 Ab 3995+ 502 Aa 5237 +654 Ba 33781547 Aa 4274 £+ 770 Ab 7641 £ 1301 ABa 4254 + 850 Ab
10057 + 17.03 Ab 26020 + 2305 Aa 9391 + 1151 Ab 9567 + 2040 Ab 21661 + 3382 Aa 8468+746 Aa 10528 + 1101 Aa 14408 + 3136 Ba 11825+ 1441 Aa
436 £ 114 Aa 703 £090 Aa 371 £ 062 Aa 3.04+£119 Aa 38312073 Aa 469116 Aa 649 £ 151 Aa 332+ 079 Aa 528 + 181 Aa
21479 + 3283 Ab 54525 + 5752 Aa 25610 + 2053 Ab 204.51 £ 2456 Ab 45636 + 57.00 Aa 20844 + 3348 Ab 23885 £+ 2005 Az 30796 £ 4542Ba 24163 + 3463 Aa
725+ 5099 Aa 319+ 076 Aa 135 + 013 Aa 267 £182 Az 324+083 Aa 094 +020 Aa 140 + 038 Aa 096 + 027 Aa 193 + 056 Aa
076 £ 013 Aa 112 £+ 005 Aa 077 011 Aa 062 +0.08 Aa 107018 Aa 0.71+010 Aa 065 £ 013 Aa 100+ 030 Aa 054+ 006 Aa
24419 + 5228 Ab 78176 + 21046 Aa 33703 + 5005 Ab 20425+ 6231 Aa 36966 + 6865 Ba 30879+ 5418 Aa 36008 + 6335 Aa 43216 + 7474 Ba 28067 + 3060 Aa
13.85 £ 3.84 Ab 6807 £ 3352 Aa 2269 £ 1062 Ab 2535+981 Aa 2472+ 580 Aa 2074x811 Aa 3049 £+ 818 Aa 2619+ 520 Aa 1630 £ 283 Aa
1345+ 523 Aa 17989 + 720 Aa 611+ 406 Aa 913 +440 Aa 3074 £+ 1712 Aa 855+ 460 Aa 800 +265 Aa 1562+ 607 Aa 861+ 370 Aa
a7.74 £ 26 17 Ab 38166 £ 15478 Aa 13747 + 4879 Ab 14494 + 4441 Aa 16454 + 3628 Ba 130.06 £ 42.48 Aa 18287 + 4068 Aa 17511 £ 3437 ABa 11450 £ 1842 Aa
71.13 £ 6.00 Ab 11360 £+ 681 Aa 8063 670 Aab 6297773 Ab 10992 +1937 Aa 6015+940 Ab 6279 £ 815 Aa 9282 + 1327 Aa 6136 + 600 Aa
231+ 033 Ab 687 £+134 Aa 267 £+ 029 Ab 246 +035 Aa 414 + 063 Ba 249+ 050 Aa 342 + 045 Aa 337+ 043 Ba 267+ 042 Aa
500+ 124 Ab 1764 £ 398 Aa 672 £1.36 Ab 446148 Aa 1259 £+ 360 Aa 1086+ 417 Aa 952 £+ 189 Aa 858 +£ 359 Aa 1201+ 456 Aa
135.77 £ 20.03 Ab 26852 + 5478 Aa 11661 £ 1452 Ab 128632 + 2666 Aab 22733+ 5168 Aa 67911662 Ab 9504 + 1688 Ag 17811 £ 2055 Aa 12154 + 1993 Aa
301.46 + 2016 Ab 77086 + 8527 Aa 30116 + 2546 Ab 28802+ 816 Ab 50351 +5820 Ba 31762+ 2557 Ab 32500 £ 2372 Aa 45003 £ 3648 Ba 32321+ 1811 Aa
22779 + 96.02Ab 47692 + 9609 Aa 25246 + 5277 Aab 19554 £ 6167 Aa 23103 £ 7316 Ba 28361 +£8223 Aa 24086 + 1264 Az 20424 + 7120 Ba 23319 + 4818 Aa
2061 £ 715 Ab 6221 £1913 Aa 4087 £+ 95 Aab 2512 £12.39 Aa 3098 + 868 Aa 2050+038 Aa 4088 £ 024 Aa 3243 +£1552 Aa 2843 x 551 Aa
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