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RESUMO
ALMEIDA, R. S. Perfil fisiolégico e da expressdo de transportadores de fosfato de cana-de-agucar
(Saccharum spp.) durante a simbiose com micorrizas arbusculares. 2007. 187 F. Tese (Doutorado) -

Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2007.

As plantas apresentam diversas adaptacgoes fisioldgicas a baixa disponibilidade de fésforo (Pi) do solo.
Este trabalho discute os custos fisioldgicos e energéticos associados com essas estratégias, focado nas
respostas da cana-de-aclcar (Saccharum spp.) a disponibilidade de Pi durante a simbiose com
micorrizas arbusculares (Glomus clarum). Esses custos sdo importantes componentes para a
adaptacdo a solos com baixo Pi, afetando a aquisicdo e conteldo de fdsforo; o crescimento e
concentracdo de aglUcares em tecidos vegetais. Plantas de cana-de-acglcar foram cultivadas em vasos
com ou sem micorrizas (Glomus clarum), e sob a disponibilidade de baixo (20 mg kg™) ou alto (202
mg kg™) fésforo. Raizes e parte-aérea foram coletadas para as andlises ap6s 14, 30, 44 e 58 dias pds-
inoculacdo (dpi) com Glomus clarum . A condicdo de BP causou a deficiéncia de Pi nas plantas,
micorrizicas ou ndo. As plantas sob AP continham um teor foliar de Pi adequado, e partir dos 44 dpi
acumularam pelo menos 6 vezes mais Pi parte-aérea, do que as cultivadas sob BP, efeito mais
evidente nas micorrizicas. A eficiéncia de absorgdo, indicada pelo acimulo de Pi na parte-aérea a uma
dada biomassa da raiz, foi igual para todos os tratamentos, sugerindo que as eficiéncias radicular e
micorrizica da absorcdo de Pi foram similares, independentemente da doses de Pi. A disponibilidade de
fésforo ndo afetou a biomassa total das plantas, sendo as cultivadas sob BP mais eficientes na
utilizagdo deste nutriente. Por outro lado, as plantas micorrizicas suplementadas com BP apresentaram
maior crescimento da raiz e reducdo na parte-aérea, resultando no aumento da proporgdo raiz:parte-
aérea. Aos 58 dpi, a glicose, frutose e sacarose presente nas folhas de plantas micorrizicas foi 3,8, 2,3
e 2,4 vezes respectivamente mais concentrada do que nas ndo micorrizicas. Esses resultados sugerem
que, nestas condicdes experimentais, o estabelecimento da simbiose nao foi uma associagao
mutualistica tipica, afetando o perfil de crescimento e a alometria da cana cultivada com BP. As
concentracdes de fotoassimilados na folhas de planta micorrizicas indicam que houve aumentos nas

taxas fotossintéticas, mas isso ndo resultou no maior crescimento do macrosimbionte. A tecnologia de



amplificagdo quantitativa de transcritos reversos (RT-PCR) se tornou uma opgao para a validacao
funcional de genes, com alta sensibilidade, acurada quantificacdo e eficacia. A quantificacdo relativa da
expressao génica é conseqlientemente facil e determina a expressao de um gene em relagdo a outro
expresso e relativamente constante. Neste trabalho foi analisada a variabilidade de expressdao dos
genes de cana-de-agucar codificando a actina (Actina), gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH),
tubulina (Tubulina), e ubiquitinas (UbiQ1l e UbiQ2) em diversos tecidos, e comparou-se a variabilidade
obtida utilizando os programas Genorm e NormFinder. Em seguida, foram realizadas analises de
expressdo génica utilizando o programa REST para a validagdo estatistica da expressdo de genes de
cana-de-aglcar. O gene UbiQl foi mais estdvel nos tecidos ou oOrgdos testados: meristema,
inflorescéncia, folha, colmo e raizes tratadas com alto e baixo fésforo. Tendo o gene UbiQl como
referéncia, a expressao relativa dos genes transportadores de fosfato de alta afinidade de cana-de-
aclcar PT7 e PT8 foi avaliada em amostras de raiz fertilizadas com alto ou baixo Pi, inoculadas ou nao
com fungo micorrizico e coletadas aos 58 dpi. Esses dois genes pertencem a familia Phtl de
transportadores de fosfato e sdo similares aos ortdlogos de arroz ORYsa;tPht1;7 e ORYsa;Pht1;8. Sob
a deficiéncia de Pi, o transportador de fosfato PT7 foi induzido em raizes ndo colonizadas; ja nas
micorrizicas foi pouco expresso, sendo que altas taxas de colonizacdo radicular suprimiram a
expressao do PT7. O gene PT8 pouco variou sua expressao, sendo sutilmente mais expresso em
plantas micorrizicas do que nas ndo micorrizicas sob o suprimento de BP. Estes resultados indicam que
o PT7 é induzido em raizes sob estresse por fosforo e provavelmente associado a absorgdo radicular de
Pi. Enquanto o gene PT8 possui uma modulagdo pouco varidvel provavelmente envolvido na
manutencdo do fluxo ou homeostase de Pi, possivelmente associado com a absorcao radicular e
micorrizica de fosfato. O PT7 e o PT8 foram expressos em tratamentos de médio/longo prazo,
apresentando expressdo ou indugdo em resposta a privacdo por Pi, o que é consistente com a fungao
proposta de aquisicdo e mobilizacdo de Pi para esta familia de transportadores. A cana-de-agUcar

micorrizica mostrou alta plasticidade de resposta ao BP..

Palavras-chave: micorrizas arbusculares, fésforo, expressdo génica, RT-qPCR, sacarose.
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ABSTRACT

Almeida, R. S. Sugarcane (Saccharum Spp.) physiological profile and phosphate transporters
expression during an arbuscular mycorrhizal symbiosis . 2007. 187 P. Thesis (Doctoral) - Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2007.

Plants display a wide array of physiological adaptations to low soil phosphorus (Pi) availability. This
work discussed physiological and energetic costs associated with these strategies, focusing on
sugarcane responses to Pi availability during the development of arbuscular mycorrhizal (AM)
symbiosis. Such costs are important components of adaptation to low phosphorus soils affecting
phosphorus acquisition and leve, growth and soluble sugars concentration in plant tissues. Sugarcane
plants were grown in pots, with or without AM (Glomus clarum), and with low (20 mg kg™) or high
(200 mg kg'!) phosphorus supply. Roots and shoots were harvest for analysis after 14, 30, 44 and 58
days post-inoculation (dpi) with the fungus Glomus clarum,. The low Pi supply caused Pi deficiency in
mycorrhizedl or non-mycorrhizedl plants. The efficiency of Pi absorption, indicated by shoot Pi
accumulation in correlation to root biomass, suggested that root and mycorrhizal Pi absorption were
similar, regardless of the Pi doses. Phosphorus availability did not affect the whole-plant biomass, and
plants under low Pi supply, used more efficiently this nutrient. On the other hand, mycorrhized plants
supplemented with low Pi presented the highest root growth and shoot reduction, resulting in high
root:shoot ratio. At 58 dpi, glucose, fructose and sucrose concentrations in leaves of mycorrhized
plants were 3.8, 2.3 and 2.4-fold higher respectively, than in non-mycorrhizedl plants. These results
suggested that, under these experimental conditions, mycorrhizal symbiosis establishment was not a
typical mutualistic association affecting sugarcane growth profile and allometry, when cultivated under
low Pi. The photosynthate levels of leaves from mycorrhizd plants indicated an increase in
photossynthetic rate but withut resulting in higher macrobiont growth. The quantitative amplification of
reversed transcripts (RT-PCR) technology has become a method of choice for functional gene
validation, with sensitiveness, accurate quantification and high-throughput. The relative quantification
is easier determined by relative expression in comparison to a constitutively expressed refernce gene.
Here, the expression variability of a sugarcane actin gene (Actin) glyceraldehydo phosphate

dehydrogenase (GAPDH), tubulin (Tubulina), and ubiquitins (UbiQl and UbiQ2) from various tissues



were analysed and compared based on the ranking list from the Genorm and NormFinder softwares.
Expression analysis based on the REST software gave the proper statistic validation. UbiQl was the
most stable gene among the candidate gen-references along the various tissues or organs tested:
meristem, inflorescence, leaf, stem and roots treated with high and low phosphorus. Considering
UbiQl as the reference gene, the relative expression of the sugarcane high-affinity phosphate
transporters genes PT7 and PT8 were assessed from roots fertilized with low Pi or high Pi , inoculated
or not with the mycorrhizal fungus, harvest 58 dpi. Both genes belong to the Phtl Pi transporter and
share similarity with the rice orthologs ORYsat;Phtl;7 and ORYsat;Phtl1;8. Under Pi deficiency, the
phosphate transporter PT7 was induced in non-colonized roots, but less expressed in mycorrhizedl
ones, with high root colonization rate suppressing PT7 expression. PT8 showed low variability in
expression, slightly more expressed in mycorrhized plants than in non-mycorhized plants under low Pi
supply. These results indicated that PT7 was induced in Pi stressed roots, and possibly associated with
the root Pi uptake, while PT8 had limited modulation in expression and probably involved on Pi fluxes
or homeostasis, likely associated with both root and mycorrhizal phosphate uptake pathways. PT7 and
PT8 were induced during medium/long-term treatments, showing induction or constant expression in
both acquisition and mobilization of Pi in response to Pi deprivation, which is consistent with the
proposed role of this tranporter family. Mycorrhizedl sugarcane showed a highly plastic response to low

Pi.

KEYWORDS: ARBUSCULAR MYCORRHIZAL, PHOSPHORUS, GENE EXPRESSION, RT-QPCR, SUCROSE.
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SYBR GREEN  Molécula capaz de ligar-se a acidos nucléicos e produzir fluorescéncia
BLAST Ferramenta de bioinformatica para busca de seqliéncias similares de NA
TC Seqiliéncia de gene potencial obtida pelo agrupamento similares
UTR Regido ndo traduzida de um gene
Ct Ciclo limite de deteccao de fluorescéncia em PCR em Tempo Real
ORF “Quadro aberto de leitura”, seqliéncia esta contida a regido transcrita de
um gene
LISTA DE SIMBOLOS
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U unidade de enzima (Weiss)
min Minuto
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uL Microlitro
H Hora
ug Micrograma
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1. INTRODUCAO

o fosforo (P) é um elemento essencial a vida, entretanto a exploragdo dessa fonte
mineral ndo renovavel nas atuais proporcoes nao é sustentavel. No ultimo século, as reservas
minerais de fésforo vém sendo intensamente exploradas e consumidas pelas atividades
humanas. A utilizacdo de fertilizantes é responsavel por 80 % desse dispéndio [!l. Nas terras
cultivaveis, a indisponibilidade do P restringe em 30 a 40 % a produtividade  3J, assim os
fertilizantes fosfatados sdo largamente aplicados na agricultura para garantir a disponibilidade
de P e a produtividade. Diante da corrente taxa de consumo de P, alguns autores estimaram
que dentro dos préximos cem anos as reservas de rochas de fosfato no mundo estardo
esgotadas *°!. O amplo uso do fésforo estd relacionado em parte com a contaminacgdo da
agua, elevando a concentracdo do mesmo e causando a eutroficagdo de ambientes aquaticos.
O manejo do fésforo, especialmente na agricultura sustentavel, deve considerar esse nutriente
como fonte mineral escassa e agente potencial da eutroficacdo!!!. Nesse sentido, o uso
eficiente do fosforo na agropecuaria é tatico para se atingir o manejo global sustentavel.

A introducdo da cultura da cana-de-aglicar e a sua histéria agro-econémica
confundem-se com a fundacdo do Brasil. Nesta nacdo tropical, esta atividade agricola
tornou-se num agronegocio capaz de gerar, em termos de produto final, mais de 10 bilhGes
de délares ano™, com 1 milhdo de empregos diretos. A cana brasileira possui 0 menor custo
de producdao do mundo e seqliestro de 20 % das emissdes de carbono que o setor de
combustiveis fosseis emite no pais!®.

A cadeia produtiva canavieira contribuiu para a agroindustria do estado de S3o Paulo
com 370 mil equivalentes homem ano™, o que representou 46 % do total empregado na
agropecuaria paulista, segundo a Organizacdao dos Plantadores de Cana-de-agucar do Estado
de S3o Paulo 7). O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-aglcar, sendo que o estado

de Sao Paulo foi responsavel por aproximadamente 60% da producdo nacional e 69 % da



producdo da regido Centro-Sul no pais, na safra 2006/07. A area da cultura agricola
aumentou 6%, passando de 5,84 milhdes de hectares no ciclo 2005/06 para 6,19 milhdes
ha™ em 2006/07 8,

Dado a importancia mencionada do setor sucroalcooleiro na economia nacional e a
demanda global para os préximos anos, em alcool principalmente, novos investimentos e
pesquisas sdo necessarios para atender os desafios que o setor enfrentara para continuar
crescendo as taxas atuais, mantendo a sua lideranca mundial. Nesse contexto, o emprego
da biotecnologia no melhoramento genético é de grande valia para acelerar a obtencao de
variedades mais produtivas ou eficientes, visando reduzir a aplicacdo de insumos e, por
conseguinte diminuir os custos e efeitos indesejaveis ao ambiente.

Na questao do fésforo como recurso natural e do seu emprego na cultura canavieira,
o estudo de micorrizas pode fornecer subsidios para desenvolvimento de biotecnologias a
fim de incrementar a producdo de uma maneira mais limpa, através da reducdo das
adubacdes fosfatadas, do manejo e conservacdo do solo, possibilitando os beneficios
ambientais e econdmicos desejados.

A analise do crescimento e, conseqientemente, da produtividade (biomassa, frutos,
grdos), é uma abordagem funcional para o estudo do desenvolvimento '®} que pode ser
empregado para esclarecer as respostas das plantas ao estresse. A determinacdo de
mudancas moleculares, alteracdes no crescimento, alometria, estado nutricional,
metabolismo e suas implicagdes contribuem para o melhor entendimento da produtividade
de uma cultura %' integradas a condicdes de estresse induzido ou sob interacdo com
microrganismos, como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA), podem resultar em
contribuicdes para o desenvolvimento sustentavel. Ndo foram realizados estudos prévios em
cana-de-aglcar durante a simbiose com micorrizas arbusculares (MA) descrevendo a cinética
do crescimento, estado nutricional e correlacdes fisioldgicas e moleculares com o teor de
acucares sollveis e a expressao de transportadores de fosfato. O objetivo deste trabalho foi

descrever a alteracdo do estado nutricional por fosforo em cana-de-aglUcar associada a

19



efetividade simbidtica de micorrizas e suas relagdes com o crescimento e a modulagdo de
dois genes de transportadores de fosfato desta versatil graminea C4, fonte global de

sacarose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O Fésforo

O fésforo € o componente central dos principais processos metabdlicos, incluindo a
fotossintese e a respiragdao, portanto é um dos nutrientes essenciais requeridos para o
crescimento e desenvolvimento das plantas. Esse elemento possui distintas funcdes atuando
em diversos processos bioldgicos: producdo de energia, glicélise, sintese de acidos
nucléicos, sintese e estabilidade de membrana, inativacdo/ativacao de enzimas, reagoes de
redox, sinalizagdo, metabolismo de carboidratos e fixacdo de N [*2], No metabolismo celular,
existem varios compostos intermediarios que se apresentam como ésteres de fosfato,
enquanto outros metabdlitos intermediarios possuem ligacdes fosfo-anidricas funcionais,
como ATP e pirofosfato (PPi), que transferem energia de processos energéticos como a foto-
fosforilacdo, fosforilagdo oxidativa, fosforilacdo de substratos, para processos dependentes
de energia, como a biossintese de compostos, bombeamento de ions e trabalho mecénico.
Em certas vias e processos metabdlicos, como a desfosforilagdo enzimatica de ligacdes éster
ativada por Pi, a atividade da amido-fosforilase, podem ser substituidas via hidrélise de H,0,
como uma etapa intermediaria na conservacdo de energia. A vital funcdo do Pi na
fotofosforilacdo e translocacdo de triose fosfato entre plastidios e citosol atesta a central

[13.14] "Em virtude da sua essencialidade, a deficiéncia de

importancia do Pi na fotossintese
fésforo afeta o crescimento, desenvolvimento vegetal, conseqlientemente a produtividade
agricola.

Na natureza o fosforo apresenta baixa mobilidade no solo, sendo um dos nutrientes

que mais limita o crescimento e desenvolvimento das plantas [**]

, principalmente em regides
tropicais e semi-aridas !'%l. O fésforo ocorre no solo principalmente na forma de ortofosfato,

cuja concentracdo total é taxada, por alguns autores, na faixa de 500 a 800 mg kg™ de solo



seco!’”) ou ainda entre 100 a 2000 mg kg* [1&

. Embora a quantidade total no solo seja
relativamente abundante, boa parte do P encontra-se indisponivel para absorgdo. Menos de
0,1 % desse total encontra-se na solucao do solo. Essa variacdo esta associada ao material de
origem, grau de intemperismo, teor de matéria organica e da reacdo do solo [*9],

A disponibilidade de P é controlada pela forca i6nica, pH baixo, concentracdo de P e
metais (Fe, Al e Ca), e dnions competitivos e/ou acidos organicos 2. Além destes fatores, as
reagbes que controlam as quantidades de P, na solucdgo do solo incluem a
dissolucao/precipitacdo de minerais carreadores de P, adsorcdo/desadsorcao do fosfato das

superficies do solo e a hidrélise da matéria orgénica 15 2%,

2.2 Absorgdo e utilizacao do fosforo

O fésforo é absorvido na forma anibnica oxidada de ortofosfato, H.PO,” e HPO,2 (P),
presente na solugdo do solo em baixas concentragdes que variam entre 0,1 e 10 uM 2%, Em
meédia, a concentracdo do fosfato inorganico (P;) na solucao do solo é de 1 uM, enquanto na

planta pode exceder em duas mil vezes 2 22!

. No solo, o P encontra-se em quantidades da
ordem de 500 a 2000 ppm 23, Metade deste pode ser de origem orgénica, o qual precisa ser
mineralizada antes de poder ser absorvido pelas plantas ?3!. O pH favoravel a absorcdo de P;
encontra-se na faixa de 4,5-5,0 onde as plantas obtém preferencialmente o &nion
monovalente H,PO,” em relagdo ao HPO,2 [*2], Em virtude de sua capacidade reativa com os
componentes do solo, o transporte de P para as plantas ocorre via difusao e nao via fluxo de

[23]

massa Na superficie radicular o P; é facilmente adquirido formando uma zona de

depressdo de P, de 0,2 a 1,0 mm em torno da raiz (24,

Estudos da cinética de absorcdo de P; utilizando inibidores, demonstraram que o
transporte ativo de P; é necessario para que as plantas superarem a diferenca de concentragdo
entre a solucao do solo (uM) e o simplasto (mM), assim como o potencial negativo de

membrana ™2, A redugdo drastica no acimulo de P, em tecidos tratados com inibidores para

transporta-lo, ratifica o requerimento de energia para manter a absorcdo [** 211, Associado ao
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transporte do ion ortofosfato, observou-se a acidificagdao do citoplasma quando da adicao de P;
a células vegetais sob deficiéncia de P. Este fato sugere que H* é o produto co-transportado
durante a absorcdo de fosfato na maioria das plantas [22.

As diversas espécies de plantas apresentam capacidades de absorcdo de nutrientes
variaveis. Em relagdo apenas a eficiéncia de absorgdo, esta pode ser definida pela absorgdo
total do nutriente na planta (g ou mg planta™), influxo ou taxa de absorcdo especifica (mol
cm™ st ou mol gt st) [2°], Entre gramineas e leguminosas, as primeiras sdo mais agressivas
no crescimento sob limitagbes por fésforo, embora as leguminosas apresentem maior influxo
de Pi, conciliado com um crescimento radicular mais lento. Enfim, a eficiéncia de absorcdo
esta relacionada com a maior producdo de area radicular em fungdo das limitacGes da difuséo

de P no solo, do que a velocidade de absorcdo em si [%%),

As limitagbes nutricionais,
principalmente por N e P, acarretam restricbes ao crescimento vegetal aumentando ainda
mais o consumo de carbohidratos pelas raizes, reduzindo o crescimento da parte aérea e
alterando a proporcdo raiz:parte-aérea [?°1. As espécies com alta eficiéncia de absorcdo de Pi
apresentam elevado influxo ou elevada proporcao raiz:arte-aérea, enquanto espécies com
baixa eficiéncia apresentam baixo influxo e baixa razdo raiz:parte-aérea ?’). Algumas medidas
fisioldgicas sdo comumente utilizadas para avaliar a eficiéncia de absorcdo de P para espécies
de plantas e cultivares dentre espécie: contetido de P acumulado por planta (mg planta?) que
permite uma comparacdo preliminar entre genotipos; razdo da eficiéncia radicular (RER)
definida como a quantidade de P absorvida pela planta por unidade de peso da raiz (mg gr’™}),
traduzindo a habilidade da planta em obter o P do solo, parametro pouco relatado em
trabalhos %8, A taxa de acimulo absoluta (TAA) ou taxa de crescimento absoluto (TCA), que
relaciona a velocidade do acimulo por unidade de tempo (mg P dia?); atividade especifica de
32p e outros [26:29],

A eficiéncia de utilizacdo de um nutriente pode ser definida pela quantidade de
biomassa total por unidade do nutriente absorvido (gust mg* P) ou por nutriente aplicado no

[25,30]

solo Essa razao tem sido descrita como “coeficiente de utilizacdao”, “quociente de
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utilizacdao” ou “razdo de eficiéncia”. A relacdo entre a quantidade total de P absorvida, seu
efeito tanto no metabolismo quanto no acimulo de biomassa determinara a eficiéncia com
gue esse nutriente esta sendo utilizado. Ao se estudar o coeficiente de utilizacdo do P em
funcdo de sua disponibilidade, esse coeficiente produz uma relagdo inversa entre o valor do
coeficiente e a dose de fésforo !, Isto indica que, para a mesma biomassa acumulada, as
plantas submetidas a menor dose de Pi sdo mais eficientes. Entretanto, a severa limitacdo por
Pi causa a deficiéncia do nutriente que, por sua vez, restringe o crescimento. Assim o
coeficiente de eficiéncia de uso do P podera ser aparentemente alto pelo efeito de diluicdo do P
no limitado crescimento. Um valor baixo do coeficiente pode ser obtido sob efeito de alta dose
de Pi quando a absorgdo é continua, devido ao acimulo de reservas no vacuolo, sem que haja
um incremento proporcional na biomassa. Ao se avaliar a eficiéncia de utilizacdo a
concentracdo total do nutriente deve ser considerada, a qual deve estar acima de um nivel
critico para o6tima atuacdo no metabolismo, resultando no pleno desenvolvimento e maximo
crescimento 1. Portanto, é interessante expressar a eficiéncia de utilizacdo de P com base na
concentracdo foliar do nutriente, levando em conta que as folhas sdo os érgdos fonte de
fotoassimilados destinados ao crescimento. Apds a absorcdo de fésforo pelas raizes, a
expressdo de eficiéncia de utilizacdo do fésforo podera contribuir para avaliar diferencas
observadas no crescimento vegetal sob efeito de doses de Pi. Entretanto, os resultados
disponiveis na literatura ndo possibilitam definir qual componente fisiolégico € mais importante
para crescimento vegetal sob fonte limitante de Pi, a “eficiéncia de absor¢ao” ou a

“eficiéncia de utilizagdo” [*¢,

2.3 Efeitos da deficiéncia de fésforo nas plantas

As plantas possuem uma variada gama de adaptacGes morfoldgicas, fisioldgicas e
bioquimicas, em resposta a deficiéncia de fésforo '%. Para demonstrar a significincia dessas
modificacGes, os efeitos do estresse por fosforo no metabolismo devem ser considerados e

demonstrados. O Pi é importante modulador da expressdo génica em plantas e, sendo assim o
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status nutricional de Pi possui uma influéncia central nos niveis de expressdo de varios
transportadores de membrana e enzimas 33, Possivelmente, a principal fungdo do fésforo nas
plantas, sob a deficiéncia de Pi, € monitorar bioquimica e ou metabolicamente as respostas,

s 11233, ym

exercendo um papel central no controle fino e acurado das enzimas pré-existente
bom exemplo, é a regulacdo da fosfatase acida (Apase) durante o estresse por Pi, envolvendo
tanto a sintese de novo de fosfatases acidas adicionais, quanto a ativagdo de Apases pré-

[331 O envolvimento do Pi como substrato ou

existentes que sao potentemente inibidas por Pi
produto de reacdes enzimaticas é amplamente difundido dentre as vias do anabolismo e
catabolismo celular de plantas. Contudo, o Pi também é um potente ativador ou inibidor
alostérico de enzimas regulatorias que possuem uma fungdo essencial na restricdo de taxas

o) [34, 35

bioquimicas do metabolismo primari 1, Outro exemplo é a principal enzima regulatéria da

via de sintese de amido, a adenosina-5 "-fosfato-glicose pirofosforilase (ADPG pirofosforilase),

[35] A produgdo de plantas transgénicas de

que possui potente inibicdo alostérica por Pi
tomateiro acumuladoras de amido, pela expressdo da enzima ADPG pirofosforilase de bactéria,
insensivel ao Pi, demonstrou que o carater alostérico da regulacdo dessa enzima de plastidios
€ a principal regulagao fisiolégica que coordena a biossintese de amido. Presume-se entao,
que o acumulo de amido em células de plantas sob deficiéncia de fésforo tem como o
mecanismo regulatério principal a libertacdo da ADPG pirofosforilase da inibicdo por Pi B%). E
evidente que o profundo conhecimento das respostas metabolicas a deficiéncia por fosforo
necessita ndo somente da caracterizagdo de como o Pi é indutor da expressdo génica, mas

também da compreensdo de como alteracdes fisioldgicas relevantes do fésforo intracelular

regulam a expressdo génica de enzimas pré-existentes 32,

2.3.1 Regulacao do metabolismo
O equilibrio harmonioso das concentracdes de Pi na matriz citoplasmatica é
importante para a regulagdo de reagbes enzimaticas. Esta homeostase resulta do re-arranjo

das reservas (pools) de fésforo intracelulares de Pi e das trocas através de compartimentos
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e do equilibrio com o meio externo. Essas reservas na planta sao classificadas de varias
formas: (i) de acordo com sua localizagdo em compartimentos fisicos ou organelas
(citoplasma, apoplasto, vacuolo, nucleo), (ii) pela forma quimica de fésforo tais como
ortofosfato ou fésforo inorganico (Pi), ésteres de P, fosfolipidios e acidos nucléicos; (iii) de
acordo com sua funcdo fisioldgica nas formas de reserva e ciclica. A mais rapida e comum
manifestacdo da privacdo de fésforo é o decréscimo na concentracdo intracelular de Pi [37],
Em 1963, estudos feitos com radioisétopos demonstraram a primeira evidéncia da funcao do
vactolo e do citoplasma como compartimentos de Pi distintos em células das plantas [2!,
Subseqiientemente, estudos in vivo de ressondncia magnética nuclear com 3!p [22 38]
confirmaram que as células vegetais das plantas distribuem seletivamente o Pi entre o
citoplasma e o vacuolo. O vacuolo contém cerca de 85 a 95 % do total do fésforo celular em

[37]

plantas sadias Esse Pi vacuolar ndo é metabdlico e atua como tamponante para

flutuacbes do Pi citoplasmatico devido a alteracGes transientes do ambiente. Durante as

limitagdes de fdésforo, o Pi vacuolar é liberado para o citosol de forma controlada de modo

i [32]

correlacionado com o estresse por P . A manutencdo seletiva do fésforo citoplasmatico

preserva, relativamente constantes as concentracdes de Pi, nos compartimentos

(401 Assim

metabolicamente ativos durante flutuagdes momentaneas da disponibilidade de Pi
a célula garante as condicdes minimas favoraveis ao metabolismo, evitando perturbacoes
transientes devido as flutuagdes de foésforo no ambiente e a indugdo desnecessaria e
energeticamente dispendiosa da inducdo de respostas adaptativas ao estresse por fésforo
[32]'

A regulacdo do efluxo de Pi através do tonoplasto, como parte dos mecanismos de
manutencdo da homeostase citoplasmatica de Pi, ndo é compreendida completamente.
Entretanto, varios estudos indicam que a permeabilidade do tonoplasto é baixa, porém

[22, 38, 39, 40]

cresce significativamente quando da deficiéncia de Pi Somente quando as

reservas do vaculolo estdo completamente exauridas, desprovidas de Pi, é que comegam a

declinar as concentragdes do citoplasma % 4 42 431 " concomitantemente com varios

26



mecanismos de recuperacdo e mobilizacdo de Pi diante da deficiéncia de fésforo. Estimativas
da concentragdo 6tima de Pi, em células de plantas sadias variam entre 5 a 17 mM [40: 41,431,
Em plantas de soja deficientes por P, a concentracao citoplasmatica de Pi variou entre 0,01 e
0,23 mM, enquanto a concentracdao nas folhas suficiente para o bom desenvolvimento
estava acima de 5 mM 42,

O fosforo € modvel na planta, podendo ser transportado tanto para a parte aérea
guanto para a raiz. A maior parte do Pi absorvido pelas raizes é transportada via xilema para

o [0 4] Nos estagios

as partes da planta em crescimento, como folhas novas e em expansa
iniciais da deficiéncia de Pi, quando o crescimento ainda nao foi afetado, o Pi € menos retido
nas raizes, sendo maior o transporte para a parte aérea do que em plantas ndo deficientes
[46], Sob a deficiéncia de Pi em um nivel mais avancado, ocorre o transporte da raiz para os
tecidos jovens e a re-alocacdo de Pi das folhas velhas para as novas e regides de

[2238]  Corroborando com essa afirmacdo, plantulas de Brassica nigra

crescimento
retardaram cerca de 10 dias os sintomas foliares de Pi em relacdo as raizes [*®l. A re-
alocacao de Pi, acredita-se, que ocorra via floema, embora pouco se saiba sobre os
mecanismos de distribuicdo de fésforo na planta como um todo sob a deficiéncia de Pi 3%,
As plantas desenvolveram diversas estratégias para aquisicdo e uso do P em ambientes
de baixa fertilidade, sendo umas abalizadas na conservacao do uso e outras direcionadas a
eficicia de aquisicio e absorgdo do P 1. Processos que otimizam o uso do P envolvem
reducdo na taxa de crescimento, incremento de massa por unidade de P absorvido,
mobilizacdo e (re-) alocacdao do fosfato inorgéanico (P;) interno, modificacdes no metabolismo
de carbono ativando reacdes que ndo requerem P; e vias alternativas da respiracdo [1% 2% 32,48
49,501 ' Os processos que levam a absorcdo eficaz de Pi incluem: incremento na producgdo e
secrecdo de fosfatases, exsudacdo de acidos organicos, maior crescimento das raizes
combinado com modificagdes na arquitetura radicular, expansao das superficies de absorcdo

o 12481 por

pela proliferacdo de pélos radiculares, e expressao de transportadores de fosfat
fim, a simbiose com micorrizas, predominante entre as plantas terrestres.
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Em plantas supra-supridas com 125 pM de Pi, as concentracdes de P no xilema
chegam a 7 mM enquanto em plantas deficientes o status de P é em torno de 1 mM 1%, O
transporte de fésforo ocorre via xilema das raizes para parte aérea. A re-alocagdo via
floema, da parte aérea para regides de crescimento, tanto na parte aérea quanto na raiz, é

[22,38]

dependente do grau da deficiéncia de fésforo . Essa mobilizacdo de P das folhas mais

velhas envolve o consumo das reservas de Pi e a quebra do P organico, prevalecendo o

transporte de Pi no xilema e P organico no floema 221,

2.3.2 Inducao de fosfatases acidas

A indugdo de atividade da fosfatase acida (APase) é um sintoma bioquimico comum
em resposta ao estresse por fosforo 133, Esse tipo de resposta a privacdo de Pi é comum
entre bactérias, fungos e leveduras [*”). As Apases de plantas podem funcionar como um
sistema intra- ou extra-celular de salvaguarda de fosfato, liberando Pi de ésteres fosfato
assim como solubilizando o fésforo mineral do solo 33 371, A inducdo da atividade de Apases
intracelulares tem sido descrita em plantas, incluindo-se, dentre outras, plantulas ou células

em suspens3o de B. nigra e B. napus 3% 46,

2.3.3 Reciclagem do P: ativacao de rotas alternativas

O RNA é uma fonte importante de fosforo que pode ser explorada em funcdo de severa
deficiéncia de fdsforo. Foi demonstrada uma forte inducdo de ribonucleases intra e
extracelulares diante da privacdo por fésforo em Arabidopsis, fumo e células em suspensao de

tomateiro [32],

A degradacdo de moléculas de mRNA disponibiliza varios componentes,
incluindo o fosforo, que contribui para a sua reciclagem e sobrevivéncia das plantas sob
deficiéncia de Pi. De forma andloga, a indugdo de vias alternativas na glicdlise, tais como:
fosfofrutoquinase (PFP) dependente de pirofosfato (PPi), fosfoenolpiruvato (PEP), fosfatase e
PEP carboxilase (PEPcase), assim como enzimas centrais envolvidas na biossintese de
compostos aromaticos induzidas pela deficiéncia de fésforo, podem facilitar a busca de Pi

intracelular 2!, Portanto, estas constituem parte do sistema metabdlico de reciclagem de
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fésforo com dupla funcdo. A ativagdo desse sistema metabdlico possivelmente favorece a
respiracdo, exsudacdo de acidos organicos, ou a biossintese de compostos aromaticos em
fungdo do estresse por fésforo 32, e simultaneamente libera o Pi para sua re-assimilagdo no

metabolismo [32 33, 34],

2.3.4 Exsudatos radiculares

A exsudacdo de compostos orgéanicos da raiz pode alterar a quimica da rizosfera, a
populacdao de microrganismos do solo, a competicdo e o crescimento vegetal. Estes compostos
possuem funcdes diversas podendo afetar processos como sinalizacdo das interagdes planta-
microrganismo, alelopatia e aquisicdo de nutrientes !,  Sob influéncia do ambiente

(estresse), os compostos exsudatos da raiz variam em quantidade e qualidade [ 52, A

2+

exsudagdo de acidos organicos (malato e citrato) permite a quelagdo de AI*Y, Fe3* e Ca’* e

subseqiente solubilizacdo do P; ligado ou precipitado como mecanismo aliviador do estresse
(211 possivelmente também tornando o P organico mais suscetivel a hidrélise por APases [*8,

2.3.5 Alteragdo no desenvolvimento e fungao radicular
As raizes sdo o ponto inicial da absorcdo de elementos minerais necessarios ao
crescimento das plantas. Assim, o crescimento e desenvolvimento da raiz apresentam a

plasticidade e variabilidade em funcdo de variantes do solo (fertilidade, umidade, concentracao

[53]

de oxigénio, densidade, pH e fatores bioticos) As plantas respondem tipicamente a

deficiéncia de P; alocando mais carbono na raiz, o que resulta no crescimento da raiz,

formagdo de raizes laterais, maior capacidade de exploracdo da superficie do solo,

g [54, 551

aumentando o comprimento e nimero de pélos radiculare , aumentando a expressao de

o [56, 57, 58]

transportadores de fosfat , e exsudacdo de acidos organicos e fosfatases que

incrementam a disponibilidade de P; [12 991,
Cluster roots (ou proteoid roots) é uma estrutura radicular que compreende um
agrupamento de alta densidade de raizes laterais formadas a partir do eixo principal que se

encontra em espécies adaptadas a solos de baixa fertilidade, incluindo-se membros das
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Betulaceae, Casuarinaceae, Curcubitaceae, Cyperaceae, Eleagnaceae, Leguminosae,
Moraceae, Myrtaceae e Restionaceae %% 62 31 A formacdo de cluster roots é induzida pela
deficiéncia de P, resultando em modificacdes bioquimicas coordenadas no desenvolvimento da
raiz [*®), O tremogo branco (Lupinus albus L.) é uma planta pequena que produz copiosas
quantidades de acidos organicos, protons (H*) e fosfatases acidas (APase) que sdo exsudadas
e provocam modificacGes bioquimicas na regido ocupadas por cluster roots durante o estresse
por P [®2, Esta leguminosa tem sido um sistema modelo de elucidacdo e entendimento das

adaptag®es ndo micorrizicas a deficiéncia de P 3,

2.3.6 Modificagcbes na proporgdo raiz:parte aérea

Adaptacdes no crescimento e/ou morfologia durante o estresse por fésforo consistem
na preservacao do conteldo de Pi nas folhas. O fésforo é importante na distribuicdo de
massa seca entre raiz e parte aérea. Sob efeito do estresse por Pi, alteragdes alotrdpicas na
relacdo raiz:parte-aérea sdo resultantes da reducdo do crescimento da parte superior da

planta, incremento na absorgdo do fosfato e o favorecimento do crescimento das raizes [**

221 Em plantas de fumo sob estresse por fdésforo foi observado o aumento na razdo
raiz:parte-aérea e a manutencao da atividade da invertase de raiz em relacdo a atividade
nas folhas ®*, Um resultado similar foi encontrado em estudos que monitoraram a taxa
fotossintética, a translocacdo de fotossintato marcado com '*C e a radiacdo especifica das
fragdes de acglUcares nas raizes de plantas sob estresse ou ndo por Pi de feijdo. A
radioatividade das fracdes de acglcar assim como os niveis de sacarose e glicose nas raizes

indicaram um intenso transporte de aclcares das folhas para as raizes das plantas sob

estresse por fosforo [,

2.3.7 Modulagao da expressao de transportadores de fosfato

A plasmalema das células radiculares da epiderme e do cértex é a fronteira entre o
apoplasto e o simplasto. O transporte de nutrientes através da membrana é um critico
processo seletivo e regulatério da homeostase celular de nutrientes, inclusive do fésforo.
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Pesquisas de cinética demonstram que as plantas possuem os sistemas de absorcdo de baixa
e de alta afinidade por fosfato [?'!, sendo o Ultimo ativado sob deficiéncia de fosforo 2. O
isolamento de genes de plantas que codificam transportadores de fosfato (TP), similares aos
encontrado em leveduras e fungos, deu origem a familia Pht-1 de transportadores de fosfato
que atuam na absorcdo, transporte e reciclagem de Pi na planta. A resposta desses genes é
consideravelmente intensificada sob a privagdo por fosforo, seguida da desativacdo diante da
disponibilidade do nutriente, assim primeiramente demonstrado para os genes Pht-1;1 e Pht-
1;2 de Arabidopsis ¢”). A dindmica do transporte de fosfato em plantas demonstrou que status
de P na planta desencadeia a regulacdo de expressdo de membros da familia Pht-1 envolvidos
na aquisicdo de Pi pelas raizes 1267 68 Qutras pesquisas em plantas, como tomateiro, batata,
fumo, arroz, Hourdeum vulgare, Betula pendula, Medicago truncatula, milho, vém mostrando
que transportadores de fosfato radiculares possuem respostas similares aos genes Pht-1;1 e
Pht-1;2 de Arabidopsis [1267 68 69 oy apresentam expressdo constitutiva ou induzida pela
deficiéncia de Pi, ou ainda serem induzidos sob efeito da simbiose com micorriza arbusculares
[69, 701 A partir do complemento funcional de mutantes de leveduras deficientes para o
transporte de Pi, surgiu a oportunidade para o isolamento e caracterizagdo de novos

a [56, 66, 72

transportadores de fosfato (TP) de diversas plantas: Arabidopsis thalian 1 Solanum

tuberosum ®3!, Catharanthus roseus ”3!, Lycopersicon esculentum % 74, Medicago truncatula

[75, 76 [78]

1, Hourdeum vulgare ”71, Saccharum spp. 78], Oryza sativa [”°). A identificacdo de pelo
menos 16 transportadores de fosfato no genoma da Arabidopsis e 13 no de arroz sugerem
que as plantas possuem multiplos TP funcionais em tecidos e érgdos especificos 1% >4,

Alguns transportadores de fosfato processam o carregamento de Pi para o xilema ou
floema, transporte para células das raizes, folhas, flores e tecidos de reserva, e o efluxo de
fosfato para fora da raiz também [*? 871, A seqiiéncia deduzida da proteina indica que os TP
possuem uma massa de 58 kDa arranjada em 524 a 550 residuos de aminoacidos. A utilizacdo
de anticorpo especifico para o transportador LePT1 confirmou sua ativacdo mediante a

privagao por fosforo em tomateiro, indicando que indugdo do mRNA do gene traduziu-se na
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proteina LePT1 %, Portanto o nimero total de transportadores fosfato nas plasmalemas da
raiz aumentou quando o fosfato disponivel estava subdtimo.

Andlises via western blot indicam que essas proteinas transportadoras de fosfato
possuem vida curta e sdo rapidamente recicladas ®%, concordando com uma vida média do
mRNA de cerca de 2 h, sugerido por Smith et al. (1997), possibilitando a modulacdo rapida
dos transportadores de fésforo pelo controle transcricional [®®. A regulagdo do transporte de
fosforo por modificagdes pos-traducionais, em especial via glicosilacdo ou fosforilacdo, € uma
forte evidéncia presente nos sitios regulatérios fortemente conservados nas seqliéncias de

aminoacidos de TP em mono e dicotiledoneas [ 55 57, 67,67, 68]

2.4 Fungos micorrizicos arbusculares (FMA)

A simbiose conhecida como micorriza surgiu a mais de 400 milhGes de ano atras,
coincidente com a conquista do ambiente terrestre pelas plantas ®!!, Essa relacdo ancestral
precede qualquer outro interacao planta-microorganismo em uma era em que possivelmente
nao fazia sentido a palavra simbiose na relagdao planta-fungo, pois antes do surgimento das
micorrizas, ndo se tem noticia da interagdo biotréfica microrganismo-planta #2), A sofisticada
interacdo mutualistica entre plantas e fungos micorrizicos, € um processo co-evolutivo que

| Bl Existem varios tipos de

vem afetando o funcionamento e a biodiversidade ambienta
simbioses micorrizicas, sendo a mais comum a associacdo simbiodtica de micorrizas
arbusculares (MA) estabelecida entre plantas vasculares e fungos do filo Glomeromycota 6%,
exceto uma minoria ndo-micotréfica, pertencente as familias Chenopodiaceae, Brassicaceae,
Cyperaceae, Junaceae e Proteaceae *3), E no minimo curioso como plantas ndo micotréficas
possuem notoria habilidade para crescer e desenvolver-se em solos inférteis, refletindo
como evoluiram com maior eficiéncia de climatizacdo as condicGes adversas de solos com

j [32]

baixa disponibilidade de P . Hoje, sabe-se que mais de 80 % das plantas terrestres se

associam com fungos micorrizicos arbusculares (FMA) 791,
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Simbiotréficos obrigatérios, os FMA sbé conseguem completar seu ciclo de vida na
presenca de hospedeiro, o qual fornece carboidratos e outros fatores necessarios ao
desenvolvimento e esporulagdo. O processo de infeccdo que ocorre quando hifas infectivas,
provenientes de esporos, hifas no solo ou intra-radiculares entram em contato com as raizes
das plantas, nos espacos intercelulares. Em seguida, a hifa avanca para dentro das células
corticais internas, onde produz ramificagdes dicotdmicas, chamadas de arbusculos [84 851,
Embora o fungo esteja localizado fisiologicamente interno a célula do coértex, permanece
separado do citoplasma da planta pela membrana peri-arbuscular vegetal, criando-se ai um
espaco apoplastico entre os simbiontes onde ocorrem as trocas de nutrientes 3% 8J, As hifas
sao prolongacdes funcionais do sistema radicular podendo diferenciar-se em intra e
extracelulares, sendo importantes para a formacao de propagulos, esporos e para agregagao
no solo, capazes de aumentar a disponibilidades de certos nutrientes, em particular o ion
fosfato (84 85,

O processo de colonizacao é controlado, ndo ocorrendo em regides meristematicas e
em vasos condutores. Nao ha colonizagdo de todas as células do cortex, nem formagao de
arblsculos em todas as extremidades das hifas intra-radiculares. A diferenciagdo em
arbusculos requer alteracGes estruturais e metabdlicas, tais como a deformacgdo da parede
celular fungica, sintese de membrana plasmatica, fragmentacdo do vacuolo, aumento do
volume citoplasmatico e rearranjo do citoesqueleto ®°!, No hospedeiro ocorre a ativagdo e
expressao de genes relacionados com absorcdo de Pi e transporte de sacarose, detectadas

através do acUmulo de transcritos, atividade enzimatica e proteinas [©%.

Os aspectos
anatomicos e fisioldgicos na colonizacdo de raizes por FMA sdo conhecidos, enquanto as
bases moleculares desta simbiose, assim como a absorcdo de P pelas plantas neste sistema
ecoldgico, ndo sdo bem compreendidas 67/ &7,

A seqléncia de eventos que levam a simbiose é amplamente conservada para as
diversas combinacdes entre fungo:planta e independente da efetividade simbidtica. Em

sintese, podem ser citados os seguintes eventos do processo de colonizagdo: (i) fase pré-
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simbiotica, (ii) contato e penetracdao do fungo nos tecidos da raiz; (iii) proliferacao intra-
radicular do fungo e (iv) invaginagdo celular e transferéncia de nutrientes %), Esses estagios
descrevem a ordem cronoldgica de uma infeccdo primaria e colonizacdo. Uma vez que o
fungo ja tenha penetrado na raiz, o estabelecimento da simbiose de MA ocorre de forma
continua e em locais diversos da raiz ®°). O processo de reconhecimento ocorre em sintonia
com as alteragdes morfoldgicas e fisioldgicas de ambos os simbiontes, sugerindo que as MA
sdo resultado de uma fina modulagdo de eventos de sinalizagdo [8> 86,

Em varias interagbes simbidticas entre planta-microrganismo, a deteccdo ou atracdo
ocorre antes do contato direto, este didlogo molecular desencadeia eventos esséncias ao
progresso e desenvolvimento da interagdo fisica entre simbiontes 8% 871, A ativacdo de genes
especificos da simbiose parece ser conseqliéncia da percepgao de sinais primarios em células
adjacentes ao ponto inicial de colonizacdo, e subseqliente transducdo do sinal em uma

[86]

cascata de eventos, que atingem o nucleo da célula a ser colonizada . Nao foi identificado

ao certo o sinalizador (ou sinalizadores) primario(s) da micorrizacao arbuscular, ou se este é
de origem flingica ou vegetal [6° 86871,

Na fase pré-simbiotica, o esporo do fungo possui reservas de carbono que limitam
seu crescimento assimbidtico, favorecendo a germinagdo com minimo de energia e
subseqliente colonizagdo. Eventualmente podem ocorrer germinacdes sucessivas nha

(85 86] Existem evidéncias da

auséncia ou busca do hospedeiro apropriado (receptivo)
distingdo pelo fungo, em certo grau, entre raizes hospedeiras ou ndo. Exsudatos radiculares
ou compostos volateis como o CO, podem inibir ou promover a germinacdo de esporos,
demonstrando haver receptores do esporo responsivos a alteracdes quimicas do ambiente

[88] O crescimento e intensa dicotomia de hifas é estimulado na presenca de raiz hospedeira

[86] como o fator indutor de ramificacdo o 5-desoxi-estrigol 8%, As

ou de seus exsudatos
estringolactonas, identificadas como derivados da biossintese de carotendides °°), tém sido
encontradas em mono e dicotiledéneas, e suas concentracdes em exsudatos radiculares

coincidem com a especificidade do hospedeiro a FMA [8%, Qutros estudos detectaram o

34



acumulo de produtos da clivagem de carotenoides, como micorricinas (pigmentos amarelos)
e ciclohexenonas, em raizes micorrizicas %, Esses resultados indicam o envolvimento de
derivados de carotendides em multiplos estddios de desenvolvimento de MA, possivelmente
estimulando a ramificacdo de filamentos intra-radicular do fungo ®¢l. Certos compostos
fendlicos, em concentragoes reduzidas sem efeitos nutricionais, podem estimular ou inibir o
crescimento de FMAs. A principio os flavonodides sdo ativos em baixas concentragdes e
poderiam atuar na rizosfera de forma a controlar o crescimento e a colonizacdo de FMA [84],
Entretanto, experimentos com mutantes de milho deficientes na producdo de flavonodides

[88] O envolvimento de

indicaram que estes ndo esséncias ao estabelecimento de micorrizas
compostos, fendlicos ou ndo, no processo de sinalizagdo e colonizagdo, ndo pode ser
descartado e possivelmente certos genes que regulam a formacdao de MAs tém sua
expressdo regulada por um composto ou uma combinacgdo destes 85,

A percepcdo a presenga do fungo através de elicitores do microbionte desencadeia
vias de sinalizacdo na plantas que ativam respostas de defesa na planta, de forma parcial ou
transiente, antes de serem suprimidas durante a simbiose com FMA 8 °1 Um estudo com o
promotor de um gene fungico, um presumivel fator de micorrizagdo (MtENDO11 ou Myc
factor), demonstrou intensa atividade do gene repdérter GUS em uma seccdo da raiz
adjacente a hifas assimbidtica em intensa atividade dicotdmica °2!. J4 quando o contato e a
penetragdo foram permitidos, a atividade do gene GUS restringiu-se as células infectadas e
as associadas ao ponto de penetracdo. Esse fator Myc ndo foi encontrado em trés fungos
patogénicos testados !°3!, Esses resultados indicam que na regido da raiz a ser colonizada
provavelmente ocorre a ativagao de programa de antecipagdao do macrosimbionte no qual se

inclui o gene MtENOD11 8¢,

2.5 Uso sustentavel do Fdsforo

Na agricultura intensiva, a producdo de 6 a 9 ton ha de milho requer a absorcdo de

30 a 50 kg de P ha™ ®* %] sendo dois tercos deste P removidos pela ocasido da colheita. O
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uso de fertilizantes fosfatados cresceu de quatro a cinco vezes entre 1960 e 2000, e projeta-
se um crescimento da demanda de 20 x 10° ton ano™ até 2040 °l. Nesse contexto, sdo
crescentes os interesses na descubra mecanismos mais eficientes de aquisicdao de P pelas
plantas, fungos ou outros organismos, e explorem estas caracteristicas para aprimorar a
eficiéncia de absorgdo e uso de fosforo, desenvolvendo germoplasmas fosfato-eficientes em
sistemas avancados que permitam maior disponibilidade de P e incorporagdo de areas
marginais de baixa fertilidade de P.

A resposta da planta a micorrizacao depende de sua eficiéncia de utilizagdo do Pi do
solo, que é controlada por suas caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e fenoldgicas que
refletem em sua demanda de Pi e também seu déficit por esse nutriente ¥, Estudos em
Latossolo Roxo, em condicGes controladas mostraram que o efeito da inoculagdo é equivalente
a 20, 30, 60, 120 e 200 kg ha™ de P respectivamente, para braquidria, milho, soja, cafeeiro e

estilosantes 81,

Essas espécies apresentam eficiéncia decrescente da utilizagdo de Pi e
crescente magnitude de resposta a MAs. Portanto em solos tropicais, o aumento da absorcao
de Pi parece ser o beneficio primario das micorrizas, porém nao o Unico. A maior absorcao de
fésforo exerce efeitos secundarios sobre outros nutrientes favorecendo as relagGes hidricas,
tolerancia ao estresse, e outros como aumento da nodulacdo e fixacdo bioldgica de N, nas
leguminosas %, Por isso, as MAs s30 mais uma estratégia para alcancar a sustentabilidade
dos ecossistemas e apresentam grande potencial biotecnoldégico. Embora exista um bom
conhecimento da acdo de MAs para a nutricdo fosfatidica e do potencial da sua aplicacéo, o
emprego destes facilitadores em larga escala é ainda problematica. A compreensdo das
respostas moleculares dessa associacdo simbidtica, relacionadas as respostas fisioldgicas do
hospedeiro, assim como o entendimento da absorcdao e mobilizacdo in situ do P podem
contribuir para desenvolvimento de estratégias e avancos para a sustentabilidade e

manutengdo da produtividade das culturas reduzindo a necessidade da aplicacdo de Pi, o que

prorrogaria a vida Util desse recurso natural em vias de exaustdo.
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3. PERFIL FISIOLOGICO DA CANA-DE-AGUCAR SOB EFEITO DO FOSFORO DURANTE A

SIMBIOSE COM MICORRIZAS ARBUSCULARES
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REsSuMO

Este trabalho examinou os efeitos da fertilizagdo de fésforo durante o desenvolvimento de
micorrizas arbusculares e da sua interacdo, no crescimento da raiz e da parte-aéra, no
contelido de fosforo e na concentracdao de agUcares em cana-de-agucar (Saccharum spp.).
Plantas de cana-de-aglUcar foram cultivadas em vasos com ou sem micorrizas (Glomus
clarum), e sob a disponibilidade de baixo (BP) ou alto (AP) fésforo. Apds 14, 30, 44 e 58
dias pos-inoculacdo (dpi) com Glomus clarum as raizes e parte-aérea foram coletadas para
as analises. O BP induziu a deficiéncia de Pi nas plantas, micorrizicas ou ndo. A eficiéncia de
absorcdo, indicada pelo acumulo de Pi na parte-aérea a dada biomassa da raiz, foi igual para
todos os tratamentos, sugerindo que as eficiéncias radicular e micorrizica da absorcao de Pi
foram similares, independentemente da doses de Pi. A disponibilidade de fosforo ndo afetou
a biomassa total das plantas. Por outro lado, as plantas micorrizicas suplementadas com BP
apresentaram maior crescimento da raiz e redugdo na parte-aérea, resultando no aumento
da proporcdo raiz:parte-aérea. Aos 58 dpi, a glicose, frutose e sacarose presente nas folhas
de plantas micorrizicas foi 3,8, 2,3 e 2,4 vezes mais concentrada do que nas nao
micorrizicas, respectivamente. Esses resultados sugerem que, nestas condigoes
experimentais, o estabelecimento da simbiose ndo foi uma associagdo mutualistica tipica,
afetando o perfil de crescimento e a alometria da cana cultivada com BP. As concentracdes
de fotoassimilados na folhas de planta micorrizicas indicam que houve aumentos nas taxas

fotossintéticas, mas isso ndo resultou no maior crescimento do macrosimbionte.



ABSTRACT

This work examined the effects of phosphorus fertilization during the arbuscular mycorrhizas
(AM) development and their interaction, on the root and shoot growth, phosphorus content
and soluble sugars concentration in sugarcane (Saccharum spp.). Sugarcane plants were
grown in pots with or without AM and with low or high phosphorus availabilities. After 14,
30, 44 and 58 days post-inoculation (dpi) with the fungus Glomus clarum, roots and shoots
were harvest for analysis. The low Pi supply cause Pi deficiency in mycorrhizal or
nonmycorrhizal (NM) plants. The efficiency of Pi absorption, indicated by shoot Pi
accumulation in correlation to root biomass, suggested that root and mycorrhizal Pi
absorption were similar, regardless of the Pi doses. Phosphorus availability did not affect the
whole-plant biomass. On the other hand, mycorrhizal plants supplemented with low Pi
presented the highest root growth and shoot reduction, resulting in high root:shoot ratio. At
the 58 dpi, glucose, fructose and sucrose concentrations in leaves of mycorrhizal plants were
3.8, 2.3 and 2.4-fold higher than in NM plants, respectively. These results suggest that,
under these experimental conditions, mycorrhizal symbiosis establishment was not a typical
mutualistic association affecting sugarcane growing profile and allometry when cultivated
with low Pi. The photosynthate concentration of leaves from mycorrhizal plants indicated an

increase in photossynthetic rate but this did not result in higher macrobiont growth.



3.1 INTRODUGAO

O fésforo (Pi) € um nutriente-chave no metabolismo da cana-de-aclcar, embora seja
absorvido em pequenas quantidades, quando comparado com outros nutrientes como o
nitrogénio (N) e o potassio (K). Atua na formacdo de proteinas, processos de divisdo celular,
no ciclo fotossintético C4, armazenamento de energia, desdobramento de aglicares e
respiracdo. A partir do fornecimento da energia bioquimica do ATP, a glucose-1-fosfato e
frutose sdo catalisadas a sacarose, a matéria-prima para a producdo de acgtcar e alcool °%,

Apesar da sua importancia sécio-economica, os estudos da associacdo de cana-de-
aclcar com micorrizas arbusculares sdo escassos, embora esta simbiose ocorra em campos
de produgdo. Algumas trabalhos recentes apresentaram importante contribuicdo para a

gendmica e protedmica sobre a interacdo cana-micorriza 7 %8,

porém pouco relataram
sobre a eficiéncia simbidtica, respostas fisioldgicas a micorrizacdo ou confrontam esses
efeitos aos aspectos moleculares da interacdo. Os poucos estudos em cana-de-agucar
podem ser devido, principalmente, a sua baixa dependéncia micotrofica desta robusta

| %), Por ser uma graminea de ciclo longo, os efeitos da inoculagdo com

espécie vegeta
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) sdo dificeis de ser avaliados em condicdes
controladas até a produgdo [°8. Assim, a maioria dos estudos esta relacionada a diversidade
de fungos em diferentes manejos culturais. Um exemplo é o trabalho de [ sobre a
diversidade espécies fungicas em cultivos de cana-de-aglicar em Minas Gerais. A adogdo da
gueima da palhoca nos canaviais por ocasido da colheita diminui o nimero de esporos no
solo e a diversidade dos FMAs em canaviais do Rio de Janeiro e Pernambuco %%,

A cana-de-aglcar € uma graminea de importdncia econémica e estratégica ndo
apenas para o Brasil. Neste capitulo da tese objetivou-se avaliar os efeitos indiretos da

nutricdo por fésforo em cana-de-aglcar (Saccharum spp., representada pela variedade

SP80-3280) durante a simbiose com o fungo micorrizico arbuscular Glomus clarum e da



interacdo destes dois fatores no tempo. Os resultado foram avaliados através de medidas do
acumulo e concentracdo do P e demais nutrientes, eficiéncia de absorcdo e utilizagdo do Pi,
alometria entre raiz e parte-aérea, e do teor de acglcares sollveis (sacarose, frutose e
glicose) na parte-aérea. Apesar da cana ser pouco micotrofica o estudo de micorrizas nesta
monocotiledénea robusta pode auxiliar no entendimento da simbiose e da sua dinamica,
deste modo, poderia inspirar o desenvolvimento de estratégias para a aplicacdo efetiva e em
larga escala das micorrizas na agricultura moderna, mantendo ou aumentando a
produtividade e minimizando o impacto do manejo agricola. A literatura sugere, de forma
geral, que os fungos micorrizicos arbusculares tém efeito positivo no crescimento, absorgao
e ou utilizacdo de Pi e outros nutrientes, principalmente sob efeito de baixa disponibilidade
de fosforo. Assim foi realizado um experimento para avaliar a eficiéncia simbidtica das
micorrizas na cana-de-aguUcar sob efeito indireto da nutricdo por Pi. As doses baixo e alto
fésforo foram fornecidas de forma maximizar e minimizar a micorrizagao na cana-de-acucar,
respectivamente, sem um efeito direto do Pi no acumulo de biomassa total das plantas. A
hipétese inicial era observar uma resposta positiva da cana-de-agUcar durante o

desenvolvimento de micorrizas arbusculares e avaliar a sua efetividade.
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

A simbiose é um termo comum, que define a vida comum entre duas espécies,
independente do resultado individual dessa interacdao. As micorrizas arbusculares (MA) sdo
comumente conhecidas pela relacdo de mutualismo, que beneficia as espécies envolvidas
porém, pode se expressar como agonismo (parasitismo ou predagdo) ou comensalismo [10?]
(Figura 1). Varias espécies de isolados de fungos exibem elevada infectividade (capacidade
de colonizacdo), mas podem ser pouco eficientes para a planta. As respostas da planta a
colonizagdo podem ser positivas, neutras ou negativas 1%, Portanto as relagdes entre FMAs
e plantas nem sempre enquadram no seguimento do mutualismo, mas se movem dentro dos
seguimentos da simbiose (Figura 1), dependendo dos gendtipos simbiontes, das interagoes
com o ambiente e das condicdes de crescimento. O saldo liquido da simbiose micorrizica
pode variar, mesmo que exista boa compatibilidade entre parceiros, podendo ndo haver
“beneficio” em termos de crescimento para a planta. Nos sistemas naturais a sobrevivéncia
e a fecundidade sdo bons indicadores da eficiéncia da simbidtica; nos sistemas agricolas o
acumulo de biomassa e a produtividade sdo varidveis que indicam a resposta do
macrosimbionte & micorrizagdo 193, Os custos da simbiose podem ser expressos em termos

de fotoassimilados gastos para a manutenc¢do dos fungos no sistema radicular [103: 104, 1051,



+ 0 -
+ MUTUALISMO
B 0 COMENSALISMO competigdo
- AGONISMO amensalismo Neutralismo

Figura 1. Interacdo entre duas espécies (A e B) classificada quanto ao beneficio (+),
neutralidade (0) ou prejuizo (-) da interacdo. As micorrizas arbusculares englobam
as relagbes mutualistica, comensal e agonistica (NEGRITO). Adaptado de Lewis

(1985) 1921 e Johnson, Graham e Smith (1997) [103],

A especificidade hospedeira é definida como a “capacidade de estabelecer ou nédo
a associacdao” e pode ser traduzida pelo grau de compatibilidade entre o fungo e a planta
hospedeira. A base da compatibilidade é determinada pela compatibilidade dos parceiros, no

[85]  Esta ndo deve ser

entanto a regulagdo desse mecanismo ndao € bem conhecida
confundida com efetividade ou eficiéncia simbiodtica que é a “capacidade do fungo de
promover o crescimento ou outro beneficio qualquer para a planta em condigdes definidas”
envolvendo outro mecanismos %, J4 os hospedeiros variam quanto ao grau de beneficio da
associacdo, principalmente em termos de crescimento, que ¢é definido como
responsividade ou magnitude de resposta da planta & micorrizagdo 8%,

As micorrizas sdo sistemas bioldgicos compartimentalizados capazes de responder a

estimulos do ambiente e de inumeros fatores edaficos dos componentes: ambiente, manejo,
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solo, planta e fungo [,

Estes componentes e as inter-relagdes dos diversos fatores
influenciam de modo direto ou indireto na formacgdo, funcionamento e ocorréncia de
micorrizas. Dentre os principais fatores podem ser citados: o ambiente do solo (pH,
nutrientes, metais, temperatura e umidade); a agregacdo e exploracdo de micrositios
(interagoes fungo-solo); a absorcdo de agua e nutrientes, exsudatos, fotoassimilados e os
efeitos fisiologicos (relagdo fungo-planta); suporte fisico, nutrientes, agua, rizodeposigdo,
agregacao e protecao (relacdes solo-planta); e trocas gasosas, temperatura, umidade,

precipitacdao, luminosidade (relagbes planta-atmosfera); histérico da area, biota, cultivo, uso

de fertilizantes, corretivos e biocidas, atividades humanas (manejo do ecossistema) %1,

3.2.1 Fatores que afetam as micorrizas arbusculares

3.2.1.1 Efeitos do fosforo

As micorrizas arbusculares (MAs) sdo geralmente inibidas sob o efeito da alta
fertilidade de fésforo do solo e favorecidas pela baixa fertilidade onde a germinacdo e taxas
de colonizagdo sdo geralmente maximas. Em geral, a adicdo do P suficiente para o pleno

crescimento da planta reduz a colonizagdo [85 1061,

Para o milho, houve a reducdo do
crescimento enquanto para a soja observou-se uma resposta positiva a colonizagdo diante
da adicdo de 20 mg de P kg™ solo, em funcdo da pequena quantidade aplicada do nutriente
em solo de cerrado, deficiente em P_[3%, J4 para o sorgo no cerrado, a inibicdo comeca
quando se aplicam 50 mg P kg solo %), Nestes exemplos, fica clara a influéncia da dose
de P e seu efeito para diferentes culturas, desconsiderando-se outros fatores como a
combinacdo genotipica entre simbiontes e tipo de solo. Em cana-de-agucar (SP80-3280),
uma avaliacdo da colonizacdo para trés tipos de FMA indicou que o Glomus clarum
proporcionou o maior contraste no percentual de colonizacdo em relagdo a aplicagdo de 20

) [108

ou 200 mg P kg do substrato areia/vermiculuta 2:1 (v/v 1. Para mudas de cafeeiro, a

inibicdo de colonizac3o inicia-se com doses acima de 50 mg de P kg* em substrato, sendo

esse efeito acentuado acima de 100 mg kg™ 8%,
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Em condigbes proximas do supra-6timo para o crescimento da planta hospedeira ha
inibicdo da micorrizagdo, ndo havendo efeito fungiostatico sobre os propagulos do fungo na
rizosfera._Nesta condicdo, a colonizacdo é reduzida por mecanismos de auto-regulacao da

simbiose [8°!

. Quando hd um aumento da concentracdo da disponibilidade de Pi, sua
absorcdo pela planta e a concentragdao na parte-aérea, onde o nutriente atua em processos
bioquimicos e ou metabdlicos (fotossintese, particdo, crescimento, distribuicdo de
fotoassimilados na planta e, possivelmente, em sinais moleculares), influenciam, e assim,
ajustam de modo auto-regulatério a simbiose. Esses mecanismos sdo complexos e podem
diferir para fungos micorrizicos, até combinacgdes fungo-planta do mesmo tipo, dificultando
as generalizacbes sobre os mecanismos de regulacdao da simbiose. Os efeitos negativos da
alta disponibilidade de Pi sdao muito consistentes, representando quase que uma regra na

ecologia da micorriza. Contudo, o mecanismo exato dessa inibicdo ndo esta resolvido, e

existem algumas hipdteses sobre esse fendmeno [8>!:

a) Inibicao por lectinas presentes na raiz, as quais se ligam a carboidratos da parede
do fungo inibindo seu crescimento. Sob a deficiéncia de P, a raiz possui alta
atividade de fosfatases, capazes de formar dimeros com as lectinas, inativando-
as, e favorecendo o crescimento intra-radicular do fungo. A alta disponibilidade de
fosforo proporciona a baixa atividade de fosfatases, deixando as lectinas livres
para atuar;

b) Efeito da disponibilidade de Pi na permeabilidade da membrana de células
radiculares do hospedeiro. O alto suprimento de fésforo favorece a biossintese de
fosfolipidios da membrana, que por sua vez afeta sua permeabilidade. Esse fato
pode influenciar as trocas com o meio, reduzindo a quantidade de exsudatos
(agucares, aminoacidos, moléculas sinalizadoras) na rizosfera, que podem reduzir
a germinacdo, crescimento micelial, e por fim reduzir a colonizagao.
Recentemente foi proposto que a qualidade é mais importante do que a

quantidade do exsudato; a identificacdo de certos tipos de flavondides como
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fatores ativadores da micorrizacdo, ao contrario do preconizado pelo efeito da

permeabilidade da membrana;
c) Com base no efeito inibitério da alta concentracdo de acUcares sobre propagulos
do fungo in vitro e os efeitos do Pi no metabolismo de carboidratos da planta,
Siqueira (1983)'?°! formulou uma terceira hipdtese para o controle do Pi na
micorrizacdo. A maior disponibilidade de P no solo e na planta poderia favorecer a
maior exportacao de triose-fosfato do cloroplasto para o citoplasma da folha,
onde a sacarose é sintetizada e, posteriormente, translocada, via floema, até as
raizes. A sacarose e ou seus derivados, quando presentes em baixas
concentracdes, beneficiam o crescimento do fungo conforme revelam estudos in
vitro, mas quando em concentragBes elevadas (>4 g L), torna-se inibitéria ao
simbionte. Admitindo-se um comportamento semelhante in vivo esse mecanismo
atuaria na regulacdo da taxa de colonizacdo das plantas.
d) O Pi pode controlar indiretamente a colonizacao, atuando como um sinalizador
bioquimico, atuando na modulacdo da supressao e indugdo génica no processo de
micorrizacao.
Conclusivamente ndo se sabe ao certo como o alto suprimento de Pi regula a
micorrizacdo das plantas, esse efeito embora mais evidente e estudado no P, ndo é
exclusivo desse nutriente. O nitrogénio e outros nutrientes podem inibir a
micorrizacdo quando disponibilizados em excesso.
3.2.1.2 Efeitos de outros nutrientes

Alguns micronutrientes, como Zn, Cu, Mn e Fe, atuam diretamente sobre os
propagulos dos FMAs, os quais apresentam elevada sensibilidade e assim afetam a
micorrizacdo. Os efeitos fungiostaticos da maioria dos metais sdo reversiveis e diferenciados
sobre as micorrizas. A alteracdo da disponibilidade desses elementos sofre influéncia do pH,
caracterizando um efeito indireto desse Ultimo sobre a colonizagdo micorrizica. A aplicagao

conjunta de calcdrio e fosfato tém efeito na colonizagdo micorrizica. No milho, a taxa de
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colonizagdo foi maxima pelo Glomus mosseae e Glomus margarita com aplicagdo de 240 mg

kg' de P associada a 8 e 4 meq CaCOs;, respectivamente, evidenciando diferencas
especificas de ambas espécies em relacao a fatores edaficos, especialmente o pH. A calagem
e adicdo de fosfato alteram as condicGes quimicas e bioldgicas do solo, afetam a microbiota,
favorecendo certas espécies, portanto tém efeito sobre MAs principalmente em solos

deficientes em P e acidos, como os tropicais.

3.2.1.3 Efeito do pH

As MAs exibem grande plasticidade em relagdo ao pH, ocorrendo em solos com o pH
variando de 3 a 10. Estudos ecoldgicos em solos tropicais identificaram trés categorias de
espécies de FMAs em relagdo a acidez:

a) Predominantes em solos com elevada acidez - Glomus daiphanum, Paraglomus
occultum, Entrophosphora colombiana, Scutellospora sp., Gigaspora margarita e
Acaulospora laevis.

b) Encontrado em solos pouco acidos ou neutros - Glomus mosseae, G. clarum, G.
fasciculatum, G. etunicatum e Sclerocystis sp.

c) Indiferentes a acidez do solo: Acaulospora scrobiculata, A. morro-wiae e G.

agregatum

3.2.2 Efeito no crescimento da planta hospedeira
Os efeitos das micorrizas no crescimento das plantas foram inicialmente relatados,
detectados indiretamente pela reducdao do crescimento da plantas cultivadas em solos

esterilizados, por volta de 1940 [8%],

Nas décadas seguintes, estudos revelaram maior
acumulo de nutrientes em macieira cultivada com certos fungos (hoje pertencentes ao
género Glomus), e resultados semelhantes em milho e outras espécies de plantas %> 1%, No
entanto, a deteccdo de um efeito direto no crescimento foi observada na década de 70,
guando a producao de graos de soja que chegou a ser 122, 67 e 12 % maiores do que a

obtida em solos isentos de propagulos de FMAs cultivados com baixo, médio e alto Pi,
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respectivamente [#°), Hoje, existem estudos e registros de efeitos benéficos no crescimento

1991 Esta capacidade do fungo de

do hospedeiro, podendo esses valores alcangar até 8000 %
estimular o crescimento da planta é determinada por todos os componentes da simbiose,
particularmente pelo microbionte que pode apresentar graus de eficiéncia variadveis, que
podem ser até de ineficacia ou parasitismo temporario, dependendo das caracteristicas do

[85] Assim, a eficiéncia do fungo e a

macrobionte e das condicdes de crescimento
disponibilidade do Pi sdo determinantes na magnitude de resposta a micorrizacdo. Como
exemplo podem-se citar duas plantas contrastantes quanto a responsividade: o
estilosantes (Stylosanthes guanensis) e a Brachiaria decumbens, dependendo esta
caracteristica, dentre outras, da exigéncia nutricional e da capacidade em absorver Pi. O
estilosantes ampliou seu crescimento relativo de 40 % para quase 100 %, enquanto a B.
decumbens variou por volta de 70 a 95 %, entre plantas ndo inoculadas e micorrizicas

i [85]

respectivamente, sob a baixa disponibilidade de P . Neste caso, o estilosantes mostrou

ser muito mais responsivo e dependente da micorrizagao.
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3.3 MATERIAL E METODOS

3.3.1 Material vegetal e condugao do experimento

Plantulas micropropagadas de cana-de-agucar (SP80-3280), produzidas na biofabrica
do Centro Tecnoldgico Canavieiro (CTC), Piracicaba-SP, foram cultivadas em bandejas de
isopor contendo substrato estéril de areia e vermiculita (2:1; v:v) sob plastico transparente,
durante 10 dias. Apds a climatizacdo, transferiram-se as plantas para vasos com 1 kg do
substrato suplementados com a solugdo nutritiva (210 mg de N em trés aplicacGes; e uma
aplicacao de: 245 mg de K; 200 mg de Ca; 48 mg de Mg; 64 mg de S; com base na solucao
nutritiva de Sarruge (1970) 3!, sendo a pressdo osmética média de 0,77 e 0,79 atm para os
tratamentos com alto e baixo P, respectivamente. O Fe-EDTA e micronutrientes foram
aplicados via 1 mL por vaso das respectivas solu¢gdes 1000 x de Hoagland e Arnon (1950) (114
(micronutrientes na solugdo 1000x = 0,2 g de ZnS0,.7H,0; 0,074 g de CuS0,4.5H,0; 0,025 g
de Na,Mo00,.2H,0 e 2,86 g de Hs3BOs3). O fosfato inorganico foi aplicado nas doses de 20 ou
200 mg de P kg, denominadas de baixo (BP) e alto fésforo (AP), respectivamente. A solugdo
nutritiva foi aplicada uma unica vez. No transplantio, inoculou-se o fungo micorrizico
arbuscular (FMA) Glomus clarum em metade das plantas de cada nivel de P, originando-se
dois niveis para a colonizagdo das raizes por FMA: inoculado com G. clarum (Gc) ou nao (ni).
O indculo (= 35 cm?®) era constituido de solo com 500 esporos em média, hifas e fragmentos
de raizes de Brachiaria decumbens. O experimento foi conduzido na casa de vegetacdo, do
Laboratério de Microbiologia Molecular da Esalg-USP, a qual possui sistema de ventilagdo
forcada programada para manter a temperatura 28°C (Figura 2). As regas utilizaram agua
destilada em quantidades para manter a capacidade de campo, eliminando-se o excesso por
dreno no vaso. Aos 14, 30, 44 e 58 dias pos-inoculagdo (dpi), coletaram-se a parte aérea (PA)

e raizes (R), individualmente identificadas e separadas.



O modelo experimental adotado foi de parcelas subdivididas em faixa no tempo (14,
30, 44 e 58 dpi), apresentando-se como parcelas as doses de P e sub-parcela a presenca ou
ndo do indculo de Glomus clarum, arranjados num fatorial 4 x 2 x 2, totalizando 16
tratamentos. Para o primeiro periodo de coleta (14 dpi) foram usadas 5 plantas (repetices)
para as quatro condigdes de cultivo: baixo P ndo inoculado (BPni) ou com G. clarum (BPGc), e
alto P ndo inoculado (APni) ou com G. clarum (APGc). Para os demais periodos (30, 44 e 58

dpi) foram usadas 4 plantas.

Figura 2. Conducdao do Experimento I em casa de vegetacdo. Climatizacdo (A) e uniformidade de
plantulas de cana (SP80-3280) selecionadas (B) para experimento. Detalhe das mudas
com os tratamentos baixo (C e D) e alto (E e F) fosforo, inoculadas com Glomus clarum (D
e E) ou ndo (C e F). preparo dos vasos com substrato estéril areia e vermiculita (2:1) e
logo apos a inoculacdo (H). Visdo geral das plantas apds primeira coleta (I).
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3.3.2 Coleta e processamento de amostras

No momento da coleta, imediatamente apds o corte da parte aérea, a folha +2 foi
separada, identificada, congelada em nitrogénio liquido e estocada a -80°C. As raizes foram
lavadas em agua corrente, separando-se duas amostras de raizes finas do tergco médio, uma
para contagem de colonizacdo de FMA e extracdo de RNA. O restante do material, raizes e
parte aérea foram secos em estufa a 65° até atingirem o peso constante, cerca de 72 h, para
determinagdo da massa seca. Cada componente seco foi moido, em moinho tipo “Willey” em

peneira de 1 mm (20-40 mesh), identificado e acondicionado em saco de papel.

3.3.3 Taxa de colonizacao de raizes

As amostras do terco médio de cada raiz, aproximadamente um grama (1 g), foram
preservadas em alcool 70%, extraindo-se o conteldo citoplasmatico com 10% KOH a 90°C
durante 60 min. As raizes foram submetidas a coloracdo com 5 % tinta azul esferografica
diluida em solucdo 5% de acido acético a 90°C por 3 min, sendo em seguida lavadas em 5%

| 1331 A presenca de estruturas flingicas no

acido acético e armazenadas em lacto-glicero
tecido cortical foi contabilizada em placas reticuladas utilizando-se um microscépio

estéreocdspico, conforme [11®), e as imagens capturadas em midia digital.

3.3.4 Determinacao do teor de nutrientes

Amostras de raizes e parte aérea (0,5 g) de material seco moido foram encaminhadas
ao Laboratério de Nutricdo Mineral e Plantas do CENA/USP para determinacdo do teor de
macronutrientes (N, P, K, S, Ca e Mg) e micronutrientes (Fe, Cu, Mn e Zn) (Malavolta et al.,
1997). As concentracdes de macro (g kg™') e micronutrientes (mg kg?) foram utilizadas para
calcular o teor acumulado nas raizes (g R™; mg R?), parte aérea (g PA'*; mg PA?) e na planta

(g planta ™!; mg planta™).
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3.3.5 Taxa de crescimento absoluto (TCA)

Estes indice avalia a produtividade primaria liquida. Determinado pela soma da taxa de
crescimento de diversos componentes da planta [117, 118].

TCA = (W, -W;) / (t; - ty)

(W = massa seca total; t = tempo em dias; 1 e 2 = duas amostragens sucessivas).

3.3.6 Taxa de crescimento relativo [TCR (g g™ t1)]
Esta Taxa expressa o incremento de matéria seca, por unidade de massa inicial, em um

dado intervalo de tempo '), Para valores médios usa-se:

TCR=(Ln W, -LnW,) / (t2 - t,)
(Ln = logaritmo neperiano)

A TCA e TCR foram calculadas para as raizes, parte aérea e planta.

3.3.7 Razdo da eficiéncia radicular (RER)
E definida como a quantidade de P absorvida pela parte-aérea da planta por unidade de

peso da raiz (g gr™'), que representa a habilidade da planta em obter o P do solo 1],

3.3.8 Indice de utilizacdo de P (IUP)

E definido por Siddigi & Glass (1981) 2’1 como sendo o produto do “quociente de
utilizacdo” pela quantidade de biomassa total. O “quociente de utilizacao” ou “coeficiente de
utilizacdo” é dado pelo quociente da biomassa total por unidade de nutriente absorvido (gmsr
g!de P). Assim o IUP é obtido pela férmula:

IUP=W2/P(g’gldeP)
(W = massa seca total; P = quantidade de P acumulada na planta).

Esse indice de utilizagdo também foi calculado para o N (IUN) e o K (IUK).

3.3.9 Proporcgao entre raiz e parte-aérea (R:PA)

Proporcdo estabelecida pelo quociente entre massas da raiz e parte aérea, com base no

peso fresco (R:PApr) ou massa seca (R:PAys).
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3.3.10 Determinacoes de aciicares sollveis

As determinacdes de acucares sollUveis foram realizadas no Laboratério de Botanica
aplicada do Instituto de Biociéncias (IB-USP) sob a supervisao do Prof. Dr. Marcos S.
Buckeridge.

Amostras com cerca de 1 g de massa fresca de folha e raiz de cana-de-agUcar foram
maceradas em N liqguido com auxilio de almofariz e depois liofilizadas até a secura. Uma vez
desidratado, uma aliquota desse material, cerca de 20 mg de cada amostra, foi utilizada para
extracdo de agUcares em solucao de etanol 80 %. Foram feitas quatro extracdes com 1 mL de
etanol 80 % cada, incubando as amostras a 75-80°C por 20 min. Procedeu-se uma breve
centrifugacdo e os sobrenadantes das 4 extracbes de cada amostra foram combinados. Ao
todo foram obtidos 4 mL do extrato em etanol, com base no método descrito por McCready et
al. (1950)*2Y, Em seguida, realizou-se uma extracdo com 2,5 mL de cloroférmio e 0,5 mL
agua mQ. Apods breve agitacdo, as amostras em cloroféormio foram centrifugadas a 9000 g a
20°C por 2 min, sendo a fase liquida superior transferida para um novo tubo. Dessa forma
removeram-se pigmentos, principalmente a clorofila, para evitar interferéncias na detecgao de
agUcares. O sobrenadante coletado em novo tubo, cerca de 1 mL de cada amostra, foi entdo
liofilizado e resolubilizado em 500 pL de agua mQ. Essa desidratacdo deve ser feita a
temperatura baixa, evitando-se a caramelizacdo de acUcares. Apds a extracdo com
cloroférmio, foi realizado um teste colorimétrico qualitativo para verificar a eficiéncia de
extracdo dos aclicares com o método fenol-sulftrico 122,

As amostras ressuspensas em 500 pyL de agua, foram aliquotadas em 10 nuL para
serem analisadas através de uma coluna de troca aniénica CarboPak® PA-1 de 4 x 250 mm
(Dionex Corporation®), em um sistema de cromatografia liquida de alta resolucdo de troca
anidnica (HPAEC), acoplado a um detector de pulsos amperométricos (PAD/Dionex®). A fase
movel foi constituida de um gradiente de hidréxido de sédio (NaOH) a 200 mM e agua com

fluxo de 1 mL min™, durante 25 min. Os cromatogramas das amostras, gerados pelo
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detector, foram comparados com o do padrdao 5 mM de glicose (Glc), frutose (Fru) e
sacarose (Sac) para determinagdo das concentragdes 123,

O ajuste do método e a exploragcao dos cromatogramas foram realizados com auxilio
do programa PeakNet Work Station (Dionex). Os picos correspondentes a cada um dos
acucares (Glc, Fru e Sac) foram identificados com base no tempo de deteccdo do padrdo e
tiveram suas areas convertidas em valores numeéricos com auxilio do programa PeakNet e
transformados em concentracdes de Glc, Fru e Sac na parte-aérea (aos 30, 44 e 58 dpi) e
algumas amostras de raiz. Também se determinaram a concentracao de aclcares redutores
totais (ART) e a razdo entre as concentragdes de sacarose e monossacarideos (glicose +
frutose). Esses dados da parte-aérea foram submetidos a analise de variancia (n = 3)
considerando os fatores Tempo (30, 44 e 58 dpi), Dose de Pi e Presenca do Fungo
Micorrizico. Os tratamentos que apresentaram diferencas significativas pela anadlise de

ANOVA foram submetidos ao teste de médias de Tukey.

3.3.11 Analise estatistica

Os dados foram analisados no pacote estatistico SAS, para os trés fatores: dose de
fésforo (DP), presenca do fungo [inoculagdo com G. clarum (GC) ou ndo (ni)], € o tempo (T),
e para as interacoes [DP x GC], [T x DP] e [T x DP x GC]. As variaveis massa seca total (MS),
massa seca da raiz (MSg) e da parte aérea (MSp,) foram analisadas. Segundo este padrdo de
denominacgdo, tem-se que a letra “R” designa as raizes e “PA” a parte aérea para as demais
variaveis analisadas, enquanto a auséncia destas letras designa a analise de uma variavel na
planta como um todo.

Portanto, as demais variaveis analisadas foram: N, P, K, S, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn, Zn (na
planta); Ng, Pr, Kr, Sr, Car, Mgg, Fer, Cur, Mng, Zng (raiz); Npa, Ppa, Kpa, Spa, Capa, MGpa, Fepa,
Cupa, Mnpa, Znpa (parte aérea); e MA, = micorrizacdo (taxa de colonizacdo de raizes). As
variaveis que apresentaram diferenca estatistica na analise de varidncia foram submetidas ao

teste de médias de Tukey.
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Realizou-se a andlise de varidncia considerando os fatores Tempo, Dose de Pi e

Presenca do Fungo Micorrizico, seguido do teste de médias de Tukey.
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3.4. RESULTADOS E DiscussiAo

3.4.1 Avaliagao do estado nutricional das plantas

No primeiro periodo de coleta (14 d), um tempo relativamente curto considerando o
ciclo da cana-de-agucar, previu-se que as plantas cresceriam pouco, e foram obtidas cinco
repeticdes dentro de parcelas e subparcelas. O material vegetal disponivel foi suficiente para a
contagem da taxa de colonizagdo de raizes, extracdo de RNA e determinacdo do teor de P, K,
S, Ca, Mg, Fe, Cu, Mn e Zn. Mesmo com cinco plantas por tratamento, o material vegetal foi
insuficiente para as determinacoes de N de todas as amostras de raizes com 14 dpi. Embora o
N seja um macronutriente importante, este elemento nao foi o objeto principal de estudo. Por
outro lado, para os demais periodos de coleta, 30, 44 e 58 dpi, foram feitas todas as
determinacbes, inclusive do N. Para novos experimentos, considerando plantas
micropropagadas de cana-de-aclUcar e periodos experimentais menores ou até 20 dias,
recomenda-se pelo menos 7 plantas para aumentar a confianca dos dados e obter matéria
suficiente para tantas analises como descrito no presente trabalho.

A analise de variancia foi realizada para os trés fatores: dose de fésforo (DP), presenca
do fungo [inoculagdo com G. clarum (GC)], e o tempo (T), e para as respectivas interagbes
[DP x GC] e [T x DP] e [DP x GC x T] seguindo o delineamento fatorial de parcelas
subdivididas no tempo. Exceto para o teor de P, os demais nutrientes ndao apresentaram efeito
significativo do seu acumulo em funcdo dos fatores: P, Gc, “P x Gc”, "Tempo x P” e “Tempo x
P x Gc"” (Tabela 1). Esse resultado demonstra que o estado nutricional das plantas, exceto
pelo P, manteve uma tendéncia experimental comum, diante da imposigao dos tratamentos.

Em relagdo ao fator tempo, houve efeito significativo do acimulo de macronutrientes
(g planta®): N, K, S, Ca e Mg (P<0,05); e para os micronutrientes (mg planta™): Fe e Zn

(P<0,05), e o Cu (P<0,10) (Tabela 1). Desconsiderando o P, os demais nutrientes



apresentaram variagao significativa ao longo do tempo, exceto para Mn. Esse resultado era
esperado pois ocorreu uma variagdo das médias em fungdo do tempo, uma vez que as plantas
cresceram no periodo experimental absorvendo nutrientes com aumento da biomassa,
acumulando MS e nutrientes. Em geral, essa variacdo ao longo do tempo ocorreu devido ao
efeito de diluicdo. A fertirrigacdo realizada no comeco forneceu os nutrientes de uma so vez,
exceto para o N que foi aprovisionado no 1°, 20° e 40° dpi. No inicio do experimento os
nutrientes estavam prontamente disponiveis via solucdo nutritiva, tiveram a absorcdo
favorecida. Mesmo parcelado, detectou-se o efeito de diluicdo de N até o final aos 58 dpi.
(Tabela 3)

A analise foliar exige maior rigor na amostragem que a analise de solo. As chamadas
faixas de variacdo do teor disponivel dos nutrientes: “baixa”, “média” ou “alta” admitem
variacoes de até 100 % quando se usa a analise de solo para determinacao de recomendagoes
de adubacdo [*?Y, A folha é considerada com bom indicadora do estado nutricional da planta
porém, a idade e amostragem podem refletir variagdes dos teores de nutrientes. Outros
fatores como: gendtipo, fase fenoldgica, desenvolvimento, tratos, estimulos bidticos e
abidticos devem ser considerados como fatores potencias de variagdao no teor de nutrientes.

A Tabela 1 apresenta nas duas primeiras linhas e a Tabela 2 na primeira linha, os

teores de nutrientes, que em geral, sdo considerados adequados para a cana-de-aglcar 124,

Esses valores sdo compativeis aos indicados pelo Instituto Agrondmico de Campinas [?°]
(Quadro 1). Deve-se ter presente, entretanto, que sdo valores de indicacdes gerais: condigcdes

de solo, clima e variedade poderao influenciar os mesmos, aumentando-os ou diminuindo-os

[124]
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Tabela 1.

Efeito da nutricdo por macro e micro nutrientes em funcdo do tempo na matéria seca (MS) da Planta. ANOVA apresentando valores
de quadrado médio (QM) para de cada nutriente. Os fatores e interagdes avaliados sdo os seguintes: Tempo, DP, Gc, repeticOes
(Rep.), (Gc x DP), (Tempo x DP) e (Tempo x DP x Gc).

Variavel GL Macronutrientes (QM) Micronutrientes (QM)
N K S Ca Mg Fe Cu Mn Zn

Tempo 3 9193.9667***  82600.4010*** 2973.0237*** 1692.9513*** 20460,2901*** 870.7089***  0.0787***  9.3069***  0.9286***
Gc 1 333.6109 78.1456 2.4219 8.2153 464.7797 2.7818 0.0083 0.1874 0.1314
DP 1 519.1960 487.9681 0.5094 9.2188 7.4597 7.5123 0.0242 1.1294 0.0372
Gc x DP 1 2295.0885 1.8496 50.3922 11.9629 72.9102 68.3701 0.0142 0.0161 0.1508
Tempo x DP 3 73.8670 578.8947 14.8130 12.2702 218.7251 37.2649 0.0210 0.2052 0.0079
Tempo x Gc 3 57.4194 1363.0019 21.3884 47.0362 201.7657 19.1071 0.0195 0.0749 0.0827
Tempo x DP x Gc 3 91.7786 628.1486 6.4718 1.2759 366.4075 47.2214 0.0146 0.0580 0.0187
Rep. 3 104.3501 296.9237 6.8462 27.3444 209.8546 32.5914 0.0115 0.0520 0.0040
CV (%) 13,59 14,02 13,67 24,87 17,72 33,70 97,99 20,91 46,02

**x* yalores significativos para P< 0,001, respectivamente; CV (%) = coeficiente e variagdo.

Tabela 2. Efeito da nutricdo por fésforo (P) e da simbiose com G. clarum (Gc) na matéria seca (MS) e no acumulo de P nas raizes, parte
aérea e na planta. ANOVA apresenta os valores do quadrado médio (QM). Os fatores e interacGes avaliados sdo: Tempo, dose de
P (DP), inoculacdo com G. clarum (Gc), repeticdes (Rep.), (DP x Gc), (Tempo x DP) e (Tempo x DP x Gc).
Variavel GL MS (QM) P acumulado (QM)
raizes parte aérea Planta Raizes parte aérea planta
Tempo 3 150.9875%** 171.5755%*x* 644.0375*** 89.0442**x* 1380.7921**x* 2109.2124***
Gc 1 0.3094 3.9650** 6.4961 0.6581 17.2432 10.3684
DP 1 0.4048 3.5485** 1.5531 354.3335*** 10376.9875*** 14537.1249***
Gc x DP 1 0.5568 1.7062 0.3150 0.6868 1.5314 0.1156
Tempo x DP 3 2.1924 0.6729 2.3031 32.0888**x* 909.7641*** 1133.4976***
Tempo x Gc 3 0.1465 0.8929 0.6519 3.5028 18.5604 36.7441
Tempo x DPx Gc 3 4.1219 0.2864 3.4597 3.7507 12.2907 27.2451
Rep. 3 0.8004 0.3358 1.8425 0.1742 11.9945 18.7101
CV (%) 20,01 15,91 15,73 28,00 20,49 17,12

** e *x** yalores significativos para P< 0,05 e 0,001, respectivamente; CV (%) = coeficiente e variagao.
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O coeficiente de variagdo € um numero abstrato, comparavel mesmo em casos de
unidades diferentes, permitindo avaliar-se a dispersdo dos dados por ser uma medida
relativa. Em trabalhos agron6micos de campo essa medida relativa pode ser considerada
alta quando acima de 30 %. Mas esta regra ndo é geral, por exemplo, para determinagdes
de teores de nutrientes no solo sdo observadas variagdo de 50 % e de até 100 % [*24],

Os coeficientes de variagdo (CV) apresentados para o acumulo de nutrientes e teor de
matéria seca variam entre 13,6 e 46 % (Tabelas 1 e 2), valores toleraveis para este tipo de
experimento em casa de vegetacdo. Exceto para a varidavel Cu cujo CV inicial foi de 98 %
devido a variacOes nas leituras durante a sua determinacgao, cujas repeticdes nao alteraram
em muito esse resultado. Para as varidveis MS na folha, raiz, parte-aérea e P acumulado os

valores de CV ndo passaram de 28 % (Tabela 2) refletindo a robustez da analise.

Quadro 1. Exemplo pratico da parte amostrada da planta, época de coleta e os niveis considerados
adequados para a cultura, especificamente para o estado de Sdo Paulo. LimitagOes estdo
atreladas ao potencial genético das plantas, e a capacidade do solo de suprir o nutriente.
Instituto Agrondmico de Campinas [12%1,

Nutriente g kg™ Nutriente mg kg™
N 18 - 25 Bo 10-30
P 1,5-3,0 Cu 6-15
K 10 - 16 Fé 40-250
Ca 2,0-8,0 Mn 25-250
Mg 1,0- 3,0 Mo 0,05-0,20
S 1,5-3,0 Zn 10-50

Os teores de N, K, Ca, Mg e S (g kg''), e Fe, Cu, Mg e Zn (mg kg!) observados ndo
variaram praticamente entre tratamentos, considerando os tempos individualmente. Ao longo
do tempo, por efeito da diluicao de nutrientes, os teores de N, K, Fe, Cu, Mn e Zn reduziram
chegando aos 58 dpi, na média geral, com cerca de 40, 120, 40, 70, 10 e 65 % dos
considerados adequados para a cultura da cana-de-acucar (Tabela 3 e 4). Por outro lado, os
teores de Mg e S mantiveram-se praticamente constantes, enquanto o de Ca (baixo no inicio)

aumentou sutilmente, e ao final estes nutrientes apresentaram 195, 80 e 20 % dos valores
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adequados. Esse desbalanco nutricional em termos teor de nutrientes, constante para todos
tratamentos, ndo foi detectado estatisticamente quando se avaliou o acumulo de cada
nutriente na massa seca da raiz, parte-aérea (dados ndao mostrados) e da planta, ou efeitos
da interacdo entre os fatores Tempo, Dose de P e Presenca de Micorrizas (Tabela 1). Também
nao foram observados sintomas tipicos de deficiéncia ou toxidez desses nutrientes nas
plantas.

Os baixos teores de calcio podem ser efeito da sua indisponibilidade temporaria. Na
solucdo nutritiva, o cation calcio reage com Pi para a formacgdo do fosfato tricalcico [Ca(PQO,),],
o qual ao flocular precipita tornando o Ca ndo label, caso o pH esteja acima de 6,5. Esse
fendbmeno implica na menor solubilidade do Pi, sem necessariamente diminuir sua

disponibilidade no solo [124 126,

Outro fator que pode explicar esse comportamento é a
amostragem da folha +2 (com nervura), que por ser mais nova possui menor teor de Ca do
que a +3 (sem nervura central) de referéncia.

Em geral as variacOes observadas dos teores de nutrientes estdao relacionadas em
parte com a variedade e idade das plantas em comparacdao aos valores de referéncia, mas
principalmente com o sistema de cultivo (adubacdo) e a amostragem. Os teores de
nutrientes indicados como adequados por Raij e Cantarella (1996) [1?°) e Malavolta (1997)
[124] foram obtidos de amostra composta da folha +1 ou +3 de cana-planta, terco médio de
20 a 30 folhas sem nervura central, cultivadas no campo (4-6 meses) com manejo voltado
para maxima produgdo. As amostras foliares deste trabalho sdo provenientes do terco médio
da folha +2, incluindo a nervura central, de plantas cultivadas em vasos dentro de casa de
vegetacao.

Os teores aqui descritos para todos os nutrientes (Tabela 3 e 4), inclusive para as
doses de Pi (20 e 200 mg kg™!), em plantas inoculadas ou n&o, foram compativeis aos teores

médios encontrados na parte-aérea de cana-de-aclUcar (n= 10) sob efeito dos mesmos

tratamentos com Pi e procedimento de cultivo, em vasos aos 56 dpi °”2,
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Tabela 3. Teores de macronutrientes obtidos via diagnose foliar de cana-de-aglcar do experimento com
4 tempos de coleta (dias pds-inoculagdo, dpi), aplicando-se as doses 20 ou 200 mg kg™ de
P, baixo P (BP) e alto P(AP), respectivamente, e inoculados (Gc) ou nao (ni) com o fungo
Glomus clarum.

Tempo N P K Ca Mg S
(meses) Referéncias = ----=--mmmmmmmmmmmmmommoooeo L
4-6 Variedades! 19,6-22,8 2,0-2,6 6,5-15,2 9,4-13,0 2,2-4,5 1,3-2,8

Cultura?® 19-21 2,0-2,4 11-13 8-10 2-3 2,5-3,0
(dpi) Tratamentos®  ----=----mmmmmmmooomoo oo [
14 BPni 24,9 3,5 45,2 1,9 4,6 3,4
BPGc 25,3 3,3 48,4 1,5 4,7 3,7
APni 26,2 10,5 53,8 1,8 4,5 3,5
APGc 23,3 7,3 46,5 1,4 4,1 3,0
30 BPni 16,3 1,6 38,9 1,5 4,5 3,3
BPGc 15,7 1,4 39,1 1,1 4,9 3,2
APni 14,4 7,6 34,9 1,7 4,6 2,8
APGc 16,3 7,6 37,1 1,7 4,5 2,9
44 BPni 11,5 1,0 20,0 1,5 5,2 2,5
BPGc 12,3 1,2 32,0 2,2 5,3 2,9
APni 12,2 5,9 23,3 1,6 5,0 2,6
APGc 13,1 6,4 25,4 2,0 51 3,0
58 BPni 8,5 0,8 13,7 1,9 4,5 2,0
BPGc 7,9 0,9 16,0 1,5 4,9 2,4
APni 7,9 5,2 14,1 2,3 51 2,4
APGc 7,6 4,9 13,6 2,3 5,0 2,4
564 BPni 9,3 1,1 29,2 2,2 2,6 2,9
BPGc 7,9 1,1 32,5 2,6 1,8 2,6
APni 6,7 4,9 33,8 1,9 1,5 2,4
APGc 6,3 5,0 32,1 2,3 1,2 2,5

1) Amplitude dos teores de macro nutrientes de 16 variedades de cana-planta cultivares em solo
Latossolo Roxo.

(@ Teores considerados adequados e associados com alta produtividade.

(12) Apalise da folha +3 de cana-planta com 4-6 meses, amostra composta de 20-30 folhas, do terco
médio do limbo foliar sem a nervura central Malavolta (1997)['24],

(3 Média da analise foliar por tratamentos (n =4), amostra individual da folha +2 sem excluir a
nervura central, coletadas até 58 dias pos-inoculagao.

4 Média de 9 plantas por tratamento de ensaio experimental de 8 semanas; Souza (2006)
comunicagdo pessoal.
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Tabela 4. Teores de micronutrientes obtidos via diagnose foliar de cana-de-aclcar do experimento com
4 tempos de coleta (dias pds-inoculagdo, dpi), aplicando-se as doses 20 ou 200 mg kg™ de
P, baixo P (BP) e alto P(AP), respectivamente, e inoculados (Gc) ou nao (ni) com o fungo
Glomus clarum.

Tempo Fe Cu Mn Zn

(meses) Referéncia = -----mmmmmmmmmmmmmmmeomooe e (Mg kg™) —=====mmmmmmmmeo oo

4-6 Cultura! 200-500 8-10 100-250 25-50
(dpi) Tratamentos? = -------==-mmmmmmeoooeeee s e )

14 BPni 146,0 14,7 243,8 68,0

BPGc 312,3 15,8 243,6 102,0

APni 211,1 17,7 252,5 124,4

APGc 166,5 13,7 200,7 66,3

30 BPni 128,4 13,0 205,3 49,1

BPGc 129,2 11,6 215,6 58,7

APni 119,4 12,3 193,1 46,7

APGc 120,0 12,1 164,1 34,2

44 BPni 150,4 9,1 201,0 38,5

BPGc 187,3 8,7 219,2 44,6

APni 174,6 13,2 175,2 29,1

APGc 181,8 16,1 178,5 50,9

58 BPni 119,3 5,2 167,9 20,0

BPGc 130,6 6,6 196,5 29,9

APni 184,5 6,6 172,8 25,0

APGc 123,1 6,2 148,6 20,1

56° BPni 244,6 38,7 168,4 37,4

BPGc 281,0 6,6 181,1 52,2

APni 199,2 6,2 151,5 27,2

APGc 280,9 5,7 162,4 24,7

(1) Teores considerados adequados e associados com alta produtividade. Andlise da folha +3 de cana-
planta com 4-6 meses, amostra composta de 20-30 folhas, do terco médio do limbo foliar sem a
nervura central, Malavolta (1997)[1241,

(2) Média da analise foliar por tratamentos (n =4), amostra individual da folha +2 sem excluir a nervura
central, coletadas até 58 dias pds-inoculagdo.

(3 Média de 9 plantas por tratamento de ensaio experimental de 8 semanas; Souza et al. (2006)
comunicagao pessoal.

3.4.2 Colonizacao das raizes

3.4.2.1 Micorrizas arbusculares

As plantas inoculadas apresentaram a colonizacdo de raizes por G. clarum com taxas
de 25, 50, 63 e 58% quando cultivadas com baixo Pi, enquanto a micorrizacao chegou a 0,4,

11, 21 e 34% para a dose de alto Pi, aos 14, 33, 44 e 58 dpi, respectivamente (Tabela 3).
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As plantas ndo inoculadas ndao apresentaram micorrizas (Figuras 3E, 3F e 4B). Em um ensaio
adicional, foram observadas taxas de colonizacao intra-radicular (TCI) de 64 e 39% tratadas
com BP e AP aos 55 dpi, respectivamente, reduzindo para 57 e 18% aos 85 dpi (Souza &
Almeida, 2004 dados ndo publicados). Aos 56 dpi, Takahashi (2005) 71 registrou as TCI de
45 e 20%, passando para 60 e 10% aos 84 dpi, para o BP e AP, respectivamente. Em um
experimento similar com G. clarum e cana avaliando os efeitos no micro e macrosimbionte,
guando da aplicacdo de herbicidas no solo, e observou apds 56 dias uma TCI acima de 40 e
10% para o tratamento com BP e AP, respectivamente, no tratamento testemunha sem o

herbicida Imazapique 1?7

. Em relagdo a Ametrina, a taxa de colonizacdo das raizes foi
independente do herbicida e, dependente da dose de Pi, apresentando-se 2 vezes maior nas
raizes cultivadas com BP (20 mg kg™?).

Em cana-de-agUcar se descreveu que a taxa de colonizagdo intra-radicular (TCI) com
o0 FMA Glomus clarum foi cerca de 33 % quando cultivada com baixo Pi. A diferenca na taxa
de colonizacdo chegou a 50 % entre as doses de baixo e alto Pi (20 e 200 mg de P kg de
substrato) apo6s oito semanas pds-inoculagdo, equivalente a 56 dpi '), Este trabalho
também avaliou os FMAs Glomus etunicatum e Gigaspora rosea porém, o contraste da
colonizagdo das raizes, entre as doses de Pi, ndo passou de 15 % para ambos os fungos
[108] A inoculagdo com G. clarum proporcionou 0 maior contraste no percentual de
colonizagdo intra-radicular em relagdo aos niveis de Pi (20 e 200 mg kg™). A simbiose entre
G. clarum e Saccharum spp. foi favorecida sob o efeito da baixa dose Pi e inibida pelo
aumento da disponibilidade de Pi, sendo esse contraste mais apropriado para os estudos da
simbiose micorrizica arbuscular em cana-de-acucar.

Todos os resultados acima apresentados foram obtidos pela utilizacdo da mesma
metodologia de inoculacdo e deteccdo da simbiose entre Glomus clarum e a variedade de
cana SP80-3280, em tempos de coletas das plantas que variaram entre 14 a 85 dpi. Os
resultados observados no presente trabalho demonstram que as diferencas da TCI, entre o

tratamento com BP e AP, foram 25 e 5 vezes maiores aos 14 e 30 dpi, respectivamente, e
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cerca de 2 vezes maior aos 44 e 58 dpi, enquanto essa diferenca foi de 3 a 6 vezes maior
aos 84 dpi, considerando-se os demais experimentos. Nestas condicdes experimentais a
simbiose parece ter atingido uma tendéncia quanto a TCI, a qual manteve-se em torno de
59 e 24% para as doses BP e AP no periodo compreendido entre 44 a 84 dpi,
respectivamente. Para o tratamento com BP a TCI parece ter alcangado um platé médio de
60%, e no tratamento com AP teve seu valor maximo de 34% aos 58 dpi, com posterior
diminuicao aos 84 dpi. Em parte as variagdes encontradas na TCI devem-se a quantidade de
esporos viaveis e hifas com potencial de colonizagdo das raizes, mas o fator mais importante

€ a dose de Pi e a compatibilidade entre simbiontes.

Tabela 5. Efeito da simbiose e do fosforo no crescimento das plantas. Médias do peso fresco das raizes
(R) e parte aérea (PA) e da taxa de colonizacdo intra-radicular (TCI) por micorrizas, sdo
apresentadas as meédias de quatro repeticdes coletadas aos 14, 30, 44 e 58 dias pos-
inoculacdo (dpi). As doses de P (DP) foram combinadas com o a inoculacdo de fungo G.
clarum (Gc) ou ndo (ni). A proporgdo entre raizes e a parte aérea (R:PAps) foi obtida com
base no peso fresco.

Tempo DP Indculo Raizes Parte aérea R:PAp: TCI
(dpi)  (mg kg™) (ni/Gc) (9) g (%)
14 20 ni 13,45+ 1,18 7,08 £ 0,52 1,90 -
Gc 8,80 + 1,22 6,50 + 0,85 1,35 24,96

200 ni 7,80 £ 1,38 6,85 £ 0,57 1,14 -
Gc 11,58 £ 1,94 7,83 £ 0,62 1,48 0,36

30 20 ni 40,40 £ 3,40 27,20 + 1,01 1,49 -
Gc 39,05 + 2,68 21,13 £1,39 1,85 49,68

200 ni 47,60 + 2,43 31,53 + 1,15 1,51 -
Gc 41,75 £ 1,70 30,68 £ 2,03 1,36 11,30

a4 20 ni 60,25 + 7,03 35,43 + 2,47 1,70 -
Gc 49,30 £ 4,75 32,00 = 0,55 1,54 63,36

200 ni 49,15 + 2,68 39,70 + 1,11 1,24 -
Gc 43,35 £ 5,41 37,38 £ 2,96 1,16 20,66

58 20 ni 79,40 + 5,18 63,48 £ 2,45 1,25 -
Gc 76,28 £ 8,79 47,13 £+ 3,95 1,62 58,71

200 ni 79,43 £ 2,01 59,60 + 2,13 1,33 -
GcC 69,50 £ 3,86 57,70 £ 3,73 1,20 34,45
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Figura 3. Colonizagdo das raizes de cana-de-agucar pelo fungo arbuscular Glomus clarum (A, B, C e
D). Vesicula na raiz com alto P aos 44 dias (A); ponta de raiz com vesiculas e hifa externa
tratada com BP, 58 dpi (B); arbusculos em células do cortex, BP, 30 dpi (C); detalhe de
arbUsculo em expansdao em célula do cértex tratada com AP, 58 dpi (D); raiz ndo
colonizada sob efeito do BP, 44 dpi (E); Presenca do fungo quitridiomiceto, em detalhe em
raiz ndo inoculada com G. clarum, 58 dpi (F); Taxa da colonizagdo intra-radicular de cana-
de-aglcar (SP80-3280) por G. clarum, média geral dos experimentos de: Souza
(2002)11%8]  Takahashi (2005)!°”! e Almeida (2007, este trabalho), baixo Pi (o) alto Pi (0),
sendo n diferente entre experimentos (4 < n < 10) (G).
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3.4.2.2 Presencga do fungo quitridiomiceto

Em menos de 5 % das raizes amostradas de plantas ndo inoculadas, observou-se a
presenca do fungo quitridiomiceto. Os Chytridiomycotas s3ao fungos de distribuicdo
cosmopolita, que vivem principalmente em ambiente aquatico ou no solo. Sao
predominantemente saprobios e muitos sdo parasitas endo ou epibidticos de algas, vegetais,
animais e fungos. Ha uma variabilidade consideravel na morfologia e ecologia dos quitridios,
toda via, os encontrados apresentam estrutura unicelular, esférica, dispostos lado a lado,
enfileirados, e as vezes agrupados ou isolados. Possivelmente sua presenca pode ter sido
favorecida pela auséncia de micorrizas e excesso de umidade nas raizes ndo inoculadas. A
sua presenca ndo foi observada nas plantas inoculadas (95 %) com G. clarum. A analise do
crescimento das plantas, em termos da matéria seca e teor de nutrientes (exceto o P), ndo

demonstrou diferenga entre plantas ndo inoculadas, para um mesmo periodo de coleta.

3.4.3 Absorgdo e uso do Fosforo

3.4.3.1 Concentracao de P

No inicio do experimento, ocorreu uma intensa absorcdo de Pi uma vez que este teve
a disponibilidade favorecida através da solucdo nutritiva aplicada no comego, assim como os
demais nutrientes. De fato, as maiores concentragoes de fosforo foram obtidos aos 14 dpi,
tanto para as raizes quanto para a parte aérea (Figura 4 C e D). Até os 14 dpi, verificou-se a
maior concentracdo de P (g kg') nas raizes e na parte aérea; a partir desse momento se
sucedeu uma reducdo dos teores de P nas plantas até o final do experimento. O efeito das
doses é evidente, as plantas com baixo P tém em média 39, 20, 18 e 17% do teor de fésforo
na parte-area em relagdo aquelas tratadas com alto P, aos 14, 30, 44 e 58 dpi,
respectivamente (Tabela 3; Figura 4).

A variacdo na concentracdo de Pi na parte-area e na raiz € maior entre o 14° e 30°
dpi do que entre os demais periodos, para ambas as doses, alto e baixo P. Aos 14 dpi, as

concentracdes registradas na parte-aérea foram 3,5, 3,3, 10,5 e 7,3 e 3,3 g de P kg?,
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passando para 1,6, 1,4, 7,6 e 7,6 g kg'! aos 30 dpi para os tratamentos BPNi, BPGc, APNi e
APGc, respectivamente, o que representa 15, 13, 72 e 72% do valor maximo observado
(10,5 g kg* aos 14 dpi para o APni) (Tabela 3; Figura 4).

As plantas tiveram maior taxa de crescimento relativo (TCRp ) entre 14 e 30 dpi
(Tabela 6), supostamente devido as reservas de P na raiz e na PA em termos de
concentracdo (g kg?') do nutriente, assim como do fornecimento completo dos demais
nutrientes e do parcelamento do N. Nas raizes a reducdo desta concentracdo de Pi em
relacdo ao tempo esta relacionada aos seguintes eventos: efeito da diluicdo do P dado ao
crescimento das plantas (i), translocacdo de P do sistema radicular para parte aérea da
planta (ii) e manutencdo da taxa de absorcdo de fosfato que se reflete na minima variagao
da concentracao a partir dos 30 dpi tanto na raiz quanto na parte aérea (iii) (Figura 4).

As plantas cultivadas com BP atingiram um valor minimo de concentragdao (0,85 g
kg™') na parte-aérea, sendo que a menor variacdo na concentracdo de P ocorreu entre os 30
e 58 dpi. Enquanto nas cultivadas com AP, que possuiam uma concentracdo de P cerca de 5
vezes maior, com um valor médio de 5 g kg! na biomassa aérea aos 58 dpi. Assumindo-se
que o fosfato absorvido pelas plantas é alocado entre raizes e parte aérea e transformado
em matéria seca, conclui-se que o P tornou-se restritivo a partir dos 14 dpi para a dose
menor (20 mg kg™). Aos 30 dpi, a concentracdo na folha dessas plantas caiu para 1,6 e 1,4
g kg para o tratamento ni e Gc, respectivamente. Esses valores que representaram em
média 70 % do recomendado e associado a alta produtividade, o que possivelmente afetou o
ritmo de crescimento dos 30 dpi em diante. Como dito anteriormente, as plantas tiveram
maior salto de crescimento relativo entre os 14 e 30 dpi, que se refletiu no acumulo de
biomassa em termos gerais independentemente da dose de Pi e inoculagdo (Figura 4A). Este
efeito no crescimento geral pode ser atribuido, em parte, a limitagdo de espaco a ser
explorado pelas raizes no vaso, mas sobre tudo as limitagbes impostas no sistema de
cultivo, nas quais o sistema radicular tomou todo o vaso a partir dos 30 dpi. Dos 30 até o
final, as plantas sob efeito do baixo P possuiam um teor foliar 61 % inferior daquele supra-
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otimo recomendado para a cana-de-aglcar, um provavel indicio do estresse por P devido a

dose de 20 mg de P kg'! aplicada, enquanto as sob efeito do alto P tinham 230 %.

Tabela 6. Valores médios para taxa de crescimento absoluto (TCA), taxa de crescimento
relativo (TCR) das raizes, parte aérea (PA) e planta, em trés periodos de coleta
apos inoculacdo com fungo G. clarum (Gc) ou ndo (ni), para duas doses de
fosforo (DP).

. . TCR TCA
Periodo oP Inoculo Raiz PA Planta Raiz PA Planta
(DPI) (mgkg") (ni/Gc) (gg'dia®) (gg'dia™) (ggidial) (gdia®) (gdia?) (gdia™)

14 - 30 20 ni 0,09 0,09 0,09 0,16 0,20 0,36

Gc 0,13 0,10 0,11 0,16 0,19 0,35

200 ni 0,13 0,12 0,13 0,22 0,26 0,48

Gc 0,11 0,11 0,11 0,19 0,23 0,42

30 - 44 20 ni 0,04 0,02 0,03 0,18 0,11 0,29

Gc 0,04 0,02 0,03 0,15 0,08 0,23

200 ni 0,01 0,02 0,01 0,03 0,08 0,11

Gc 0,02 0,02 0,02 0,10 0,12 0,22

44 - 58 20 ni 0,02 0,03 0,03 0,12 0,25 0,37

Ge 0,04 0,03 0,04 0,30 0,19 0,49

200 ni 0,04 0,03 0,04 0,27 0,24 0,50

Gc 0,02 0,03 0,02 0,11 0,19 0,30
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Figura 4. Representagdo em graficos-3D do comportamento das plantas quanto ao acumulo de MS
(A), micorrizacdo do sistema radicular (B), e concentracdo de P nas raizes (C) e na parte
aérea (D). Os tratamentos seguem a seguinte ordem em cada grafico, da esquerda para
direita: baixo Pi (20 mg kg!) ndo inoculado e com G. clarum; alto Pi (200 mg kg™') ndo
inoculado e com G. clarum.
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3.4.3.2 Conteudo de P

A analise de variancia acusa o efeito significativo do “Tempo” sobre a biomassa seca e
no acumulo de Pi na raiz, parte-aérea e planta; efeito da “"Dose de P” na biomassa da parte-
aérea e no acumulo do P na raiz, PA e planta; e por fim, efeito da interagao “Tempo x Dose”
sobre o acimulo de P: na raiz, PA e planta (Tabela 2).

Houve acumulo de P nas raizes, na parte-aérea e na planta como um todo (Figura 5).
Enquanto disponivel o P foi absorvido pelas raizes, micorrizicas ou ndo. Em condicbes de
deficiéncia de fdsforo, as plantas utilizam estratégias para o aumento de da absorcéo e
eficiéncia e uso do P. Os resultados observados sugerem que a cana-de-agUcar cultivada com
20 mg de P kg de substrato utilizou estratégias tais como o aumento dos sitios de absorgdo
de fésforo na raiz e/ou da afinidade de absorcdo do Pi. O crescimento continuo sob deficiéncia
para os tratamentos com baixo P (30-58 dpi), demonstrou que a cana-de-aglcar manteve a
homeostase de P, otimizando seu uso quando se observam minimas variacdbes na
concentracao de Pi, principalmente a partir dos 30 dpi (Figura 4 ; Tabela 3). Sob deficiéncia de
P, o aumento da eficiéncia de absorcdao de Pi na rizosfera é previsto como primeiro mecanismo
adaptativo as limitagbes do nutriente. No caso da simbiose micorrizica o fungo tem uma
funcdo especial no incremento de absorcao de Pi. Em seguida, diante da continuidade de
deficiéncia por Pi, espera-se que o crescimento do sistema radicular amplie a area de
exploragdo do solo, ou seja, o aumento da eficiéncia de absorgdo e as reservas de P sdo entdo
translocadas ou mantidas na raiz, aumentando a proporcdo do P acumulado na raiz, a fim de
incrementar o seu crescimento, como sugere a Figura 5 para as plantas sob efeito do baixo P.
Ou ainda, estes dois fen6menos poderiam ocorrer simultaneamente. Durante a micorrizagdo o
fungo exerce um papel fundamental no aumento do volume de solo explorado e na ampliacao
da absorgdo. Qual seria a via primaria de sinalizacdo que desencadeia o processo de
otimizagdo de uso do P e ou crescimento radicular simbidtico? Existem evidéncias que a

homeostase de Pi na planta exercer funcdo primaria nessa regulacdo Karthikeyan et al.
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(2007)1*%81 acrescentam o papel dos aglcares, principalmente a sacarose, como sinalizadores
complementares as respostas induzidas por estresse por fésforo. Depende do grau de
severidade da deficiéncia de P as respostas da planta sao diferentes. Uma leve deficiéncia de
P, quando a planta possui ainda reservas induz incremento na eficiéncia e absorcao. Esse
fendmeno parece ter ocorrido até os 14 dpi, quando se nota a maior razdo de eficiéncia
radicular (RER) da absorcdo de Pi nas plantas cultivadas com BP, valores entre 5,2 e 7,1,
comparados aos demais tempos 33, 44 e 58 dpi quando a razao variou entre 0,7 e 2,1,
embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre as médias (Tabela 10). Os sitios
de absorcao podem ser estimulados pela simbiose, sejam do fungo ou da raiz da planta,
ativando a expressdo de transportadores de fosfato de alta afinidade nas hifas externas, e na
planta, nas raizes de absorcdo e outros transportadores na membrana periarbuscular onde
ocorre o transporte de fosfato do fungo para a planta. Uma drastica deficiéncia de P, com as
reservas da planta reduzindo-se, pode ativar vias de sinalizacdo para re-alocacdo de P da
parte-aérea para raiz, promovendo o crescimento do sistema radicular, aumentando o volume
de solo explorado. O fungo neste estudo com cana-de-agulcar pode ter atuado como dreno. O
consumo de reservas de P, poderia ter ativado uma resposta de crescimento do sistema
radicular? Sim. E, portanto aumentando o acumulo de biomassa seca radicular-micorrizica

devido ao crescimento da micorriza, raiz e fungo.
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Figura 5. Percentual do total de fdésforo acumulado na raiz (preto) e parte aérea (cinza). Os
diagramas superiores e inferiores representam as doses de Pi baixa (20 mg kg™?) e alta Pi
(200 mg kg'!) aplicadas no substrato, respectivamente. O preto liso indica raizes ndo
inoculadas (ni) e o preto-malhado a presenga de micorrizas (Gc), ao longo do tempo, em
dias ap0ds a inoculagdo (dpi). As médias por tratamento do P acumulado aos 58 dpi na
parte-aérea e na raiz estdo indicadas no canto superior e inferior de cada diagrama,
respectivamente.

3.4.4. Aciimulo de biomassa das Plantas

No inicio do experimento, as plantas foram climatizadas e uniformizadas quanto ao
seu tamanho e peso fresco. As plantulas selecionadas apresentavam tamanhos médios entre
10 a 12 cm para a parte-aérea e cerca de 3 cm de raiz (Figura 2 B). Na amostragem de 10
individuos, a massa fresca média foi de 2,3 g para parte aérea e 1,0 g para a raiz,

totalizando 3,3 g em média por planta. Em termos de biomassa fresca, a média do

72



experimento mostrou maior resposta de crescimento, cerca de 4 vezes, entre os periodos de
0-14 e 14-30 dpi, enquanto nos demais periodos, de 30-44 e 44-58 dpi, apresentaram um
crescimento de 1,2 a 1,5 vezes, respectivamente, corroborando com os dados observados
no crescimento reativo e acimulo de biomassa (Tabela 5) .

Aos 14 dpi, o maior valor de massa fresca total (MFy) foi de 20,5 g para as plantas do
tratamento com BPni, seguido do tratamento com APGc (19,4 g), enquanto os tratamentos
com BPGc e APni tiveram as menores médias, cerca de 15 g cada. Para a parte area das
plantas, obteve-se média geral de 7,1 g, sem diferencas entre tratamentos. A maior massa
média foi 7,8 g e a menor 6,5 g para os tratamentos com APGc e BPGc, respectivamente.
Por outro lado, a raiz obteve médias de 11,6 e 13,5 g para o APGc e BPni e, valores 34 %
menores em média para APni (7,8 g) e BPGc (8,8 g). Esses resultados se refletiram na
proporgdo R:PAg expressa em termos da massa fresca, cujos valores maximos foram 1,9 e
1,5 para os tratamentos BPni e APGc seguido dos tratamentos BPGc (1,4) e APni (1,1)
(Tabela 5).

Aos 30 dpi, a média MF; das plantas tratadas com AP (ni = 79,1 g; Gc = 72,4 g) foi
superior do que a média das plantas com BP (ni = 67,6 g; Gc = 60,2 g). Em relagdo a parte
aérea, a média de biomassa fresca foi 31,2 g para a dose com AP (ni e Gc), 27,2 g para o
BPni e o menor valor foi para o BPGc, média de 21,1 g. Ja na raiz, a maior média foi de 47,6
g para o tratamento com APni, enquanto os demais tratamentos apresentaram um valor
médio de 40,4 g, sem praticamente variar entre si. Esses resultados alteraram o perfil da
proporcdo R:PA dos tratamentos a partir dos 30 dpi (Figura 6). O valor maximo de 1,9
alcancado pelo tratamento com BPGc, seguido pelos demais tratamentos com a R:PAyr de
1,5 em média (Tabela 5).

No periodo de 44 dpi, os tratamentos com AP obtiveram maior média MFp, em
relacdo aos tratamentos sob efeito do BP. O maior valor obtido foi para as plantas sob efeito
do APni (39,7 g) e o menor para as do BPGc (32,0 g). J& na raiz, o maior crescimento em

termo de massa fresca foi observado no cultivo com BPni (MFrx = 60,3 g), seguido das
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plantas cultivadas com BPGc e APni, com médias iguais em 49 g e, apresentando menor
crescimento o APGc, com média de 43,3 g. Esses valores representaram mudangas na
alometria das plantas, alterando a proporcao R:PA apresentado valores de 1,7 e 1,5 para os
tratamentos com BP, ni e Gc, respectivamente, e 1,2 para ambos os tratamentos com AP (ni
e Go).

No final, aos 58 dpi, a média da MFpx das plantas sob cultivo com BPGc foi de 47,1 g
a menor registrada, comparada com os demais tratamentos que tiveram 57,7, 59,6 e 63,5 g
para o APni, APGc e BPni, respectivamente. Quanto a média da MFg, o tratamento com BPGc
obteve 76,3 g, proximo da média 79,4 g, obtida pelos tratamentos BP e AP nao inoculados,
ao passo que o APGc teve o menor valor de média, 69,5 g. O que resultou no aumento da
proporcao R:PA chegando a 1,6 para o BPGc, diferenciando-se dos demais tratamentos que
obtiveram uma razdo de 1,25 em média.

Ao longo do periodo experimental houve um aumento da biomassa fresca no sistema
radicular de forma continua. Na parte aérea (PA) se observa este fen6meno, porém com
menor intensidade de crescimento sob influéncia do BP. Para as plantas cultivadas com BP e
inoculadas com Glomus clarum (BPGc), o efeito do P interferiu no crescimento da parte
aérea, que obteve 7, 21, 32 e 47 g, correspondendo a 96, 67, 80 e 78 % da maxima massa
fresca alcancada pelas plantas tratadas com APni aos 14, 30, 44 e 58 dpi, respectivamente
(Tabela 5). O BP nao foi limitante para o crescimento total das plantas, mas estimulou o
maior crescimento das raizes em relagdo a PA principalmente a partir dos 30 dpi em termos
de peso fresco.

Apds a climatizacdo e uniformizacdao para o experimento, foi observado uma média de
peso fresco de 3,3 g por planta. Considerando essa uniformidade como o inicio do
experimento, aos 14 dias as plantas cultivadas com baixo fosforo e ndo inoculadas (BPni),
atingiram maior acumulo de biomassa seca da planta (MSy), chegando a 1,74 g em média de
massa seca, seguidas pelas plantas sob alto Pi, correspondendo a 82,8 % desse valor para as

micorrizicas e 68,4 % as nao inoculadas. Por Ultimo, com a menor biomassa média (1,14 g),
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as plantas inoculadas com FMA sob o baixo Pi corresponderam a 65,5 % da média maxima da
massa seca.

Ainda aos 14 dpi, a relacdo raiz:parte-aérea em termos de massa seca, variou entre
0,76 a 0,79 para os tratamentos com BPni e com alto fosforo (AP), sendo que as plantas sob o
BPGc obtiveram a menor razao R:PA igual a 0,48, um valor 37 % menor que a média (Tabela
7). Logo, esse resultado evidencia que as plantas sob BPGc alcangaram a menor MS média e a
menor proporcdao R:PA aos 14 dpi, enquanto as plantas com BPni, que atingiram a maior
massa seca, tiveram uma razdo R:PA (0,76) congruente com as plantas tratadas com AP
(0,77-0,79) (Tabela 7).

Aos 30 dpi, o tratamento com APni obteve o maior acimulo de MS;, com média de
8,92 g, seguida de perto pelo tratamento com APGc, com 91 % desse valor. As plantas
cultivadas com BP tiveram médias menores de MSy, atingindo 7,5 e 6,7 g para as nao
inoculadas e micorrizicas respectivamente, ou seja, 84 e 75 % do valor maximo. A razao
raiz:parte-aérea foi de 0,84 e 0,77 em média para os tratamentos com AP e BP,
respectivamente. Entre os 14 e 30 dpi, as raizes micorrizicas e tratadas com BP passaram de
32 % para 43 % da MS total compativel com a média geral (45 %), aos 30 dpi. Similarmente,
a razdo R:PA inicial de 0,48 passou para 0,77 nas plantas com BPGc, aproximando-se da
média geral 0,81. Assim as plantas cultivadas com BPGc, embora tenham tido a menor média
de MS total, desenvolveram o sistema radicular micorrizico cujo percentual em relagdo a MS
total é equivalente aos dos demais tratamentos. Em conseqliéncia, houve um incremento na
proporcao R:PA, igualando-se ao tratamento com BPni e aproximando-se dos tratamentos
com AP.

Aos 44 dpi, o acumulo de MS total foi de 11,5, 9,9, 10,5 e 11,2 para os tratamentos
BPni, BPGc, APni e APGc, apresentando uma amplitude maxima de 15 %. Os tratamentos com
BP apresentaram maior percentual de raiz na MS total (50 %) em comparacdo aos
tratamentos com AP (44 %). As médias da razdo R:PA foram 1,01 e 1,04 para as plantas com

BPni e BPGc contra 0,74 e 0,79 das plantas tratadas com APni e APGc, respectivamente.
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No ultimo periodo, aos 58 dpi, ndo houve diferenca significativa na MS total entre os
tratamentos. O valor médio maximo da MS total foi 17,6 g para o APni e o minimo 15,4 g para
APGc, enquanto os tratamentos com baixo fosforo obtiveram médias de 16,7 g. As raizes
chegaram a um percentual de 43, 45 e 47 % da MS total para os tratamentos BPni, APni e
APGc respectivamente, enquanto no tratamento BPGc as raizes atingiram o valor maximo de
55 % da MS total. A proporcdo raiz:parte-aérea das plantas BPGc chegou ao valor de 1,23

superando os demais tratamentos que tiveram proporcdes R:PA abaixo de 0,90.
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Figura 6. Crescimento vegetal em termos de acimulo de matéria seca (MS, colunas) total e proporcao
raiz:parte-aérea (R:PA, linhas). As colunas brancas representam a menor dose de Pi (BP) e
as cinzas escuras a alta dose (AP), enquanto as listras diagonais indicam a presenga de
micorrizas. As barras simbolizam o erro padrdo da média (4 repetigdes), em cada tempo
(dias pos-inoculagdo, dpi).
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Tabela 7. Médias de matéria seca (MS) e acumulo de fosforo (P) nas raizes (R), parte aérea (PA) e na planta (PL). A relagdo entre as raizes e
parte aérea (R:PAys) foi obtida com base na MS de cana-de-aglcar cultivada com duas doses de fosfato (DP). Valores médias de 4
plantas coletadas aos 14, 30, 44 e 58 dias pds-inoculagdo (dpi), para duas doses de P (DP) e a presenca do fungo micorrizico (Gc)

ou ndo (ni).
MS P acumulado

Tempo DP Inéculo Raizes Parte aérea Planta R:PAws Raizes Parte aérea Planta

(dpi) (mg kg™) (ni/Gc) (9) (9) (9) (g R (g PAY) (g PL?)
14 20 ni 0,75 £ 0,14 0,99 £ 0,13 1,74 £ 0,20 0,76 1,23 £ 0,14 3,38 0,17 4,61 + 0,11
Ge 0,37 = 0,02 0,77 + 0,02 1,14 + 0,04 0,47 0,66 % 0,08 2,61 + 0,53 3,28 + 0,56
200 ni 0,53 £ 0,20 0,67 = 0,06 1,19 £ 0,24 0,79 2,11 £ 0,48 6,93 + 0,52 9,04 + 0,64
Gc 0,63 * 0,09 0,82 + 0,13 1,44 + 0,20 0,77 2,95 + 0,82 6,16 = 1,77 9,11 + 2,55
30 20 ni 3,29 £ 0,42 4,21 £ 0,23 7,50 £ 0,62 0,78 2,93 £ 0,20 6,61 + 0,03 9,54 £ 0,23
Ge 2,91 + 0,59 3,79 + 0,46 6,70 = 1,02 0,77 2,63 = 0,44 5,24 + 0,51 7,87 + 0,84
200 ni 4,11 £ 0,19 4,81 £ 0,20 8,92 £ 0,39 0,85 10,74 +£ 1,36 36,53 + 3,14 47,27 £ 3,02
Gc 3,69 + 0,02 4,44 + 0,09 8,12 + 0,11 0,83 11,63 £ 1,15 33,59 + 1,43 45,23 + 2,55
44 20 ni 5,79 £ 0,96 5,76 £ 0,58 11,55 + 1,47 1,00 3,56 = 0,55 5,71 + 0,53 9,27 £ 1,04
Gc 5,04 £ 0,42 4,86 + 0,34 9,90 + 0,64 1,04 4,08 £ 0,42 5,74 £ 0,31 9,81 + 0,57
200 ni 4,54 + 0,31 5,99 + 0,21 10,53 + 0,41 0,76 7,79 £ 0,57 35,00 + 1,77 42,79 + 1,99
Gc 5,15+ 0,34 6,09 = 0,54 11,24 £ 0,44 0,85 10,02 £ 1,27 38,72 £ 2,98 48,74 £ 2,39
58 20 ni 7,50 £ 0,73 9,25 £ 0,62 16,75 + 1,33 0,81 3,94 + 0,61 7,53 0,47 11,47 + 0,95
Gc 9,20 £ 0,53 7,49 = 0,57 16,70 £ 0,81 1,23 4,27 £ 0,43 6,77 £ 0,32 11,05 £ 0,20
200 ni 8,26 £ 0,40 9,32 £ 0,63 17,59 + 0,99 0,89 8,83 £ 0,76 47,86 + 3,07 56,69 + 2,91
Gc 6,67 £ 0,17 8,76 £ 0,31 15,44 + 0,41 0,76 6,69 £ 0,41 42,47 £ 4,34 49,16 £+ 4,58




Tabela 8. Valores de biomassa e fosforo acumulado encontrados na raiz, parte-aérea e planta de cana-
de-acUcar. Médias dos tratamentos do delineamento fatorial (4 x 2 x 2) considerando os
fatores Tempo em dias pds-inoculagdo (dpi), Dose de Pi (20 ou 200 mg kg?) e a Presenca
do fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus clarum inoculado (Gc) ou nao (ni).

Raiz Parte-aérea Planta
Tempo Dose P FMA MS
(dpi) (mgkgh) (Ni/GE) ~  mmmmmmemememeeemeeeeoeoeeos (g) =mmmmmmmmmm oo
58 200 Ge 6,67 bcd 8,772 15,442
ni 8,272b 9,332 17,592
20 Gc 9,202 7,492P 16,702
ni 7,512P¢ 9,252 16,762
44 200 Gc 5,16  def 6,09 bc 11,25 b
ni 4,54  defg 5,99 bc 10,53 bc
20 Gc 5,04  def 4,87 ¢cd 9,91 bcd
ni 5,79 cde 5,77 PC 11,56 P
30 200 Gc 3,69 efg 4,44 cd 8,12 bcd
ni 4,11 efg 4,81 cd 8,92 bcd
20 Gc 2,91 gh 3,79 d 6,70 d
ni 3,29 fg 4,21 ©d 7,50 ¢d
14 200 Gc 0,63 i 0,82 e 1,44 e
ni 0,53 i 0,67 e 1,19 e
20 Gc 0,37 i 0,77 e 1,14 e
ni 0,75 hi 0,99 e 1,74 e
Tempo Dose P FMA P acumulado
(dpi)  (mg kg?) (ni/Gc) (mg raiz’!) (mg parte-aérea?) (mg planta™)
58 200 Gc 6,69 cde 42,473b 49,163b
ni 8,83abc 47,862 56,692
20 Gc 4,27 ef 6,77 11,05
ni 3,94 ef 7,53 © 11,47 ©
44 200 Gc 10,022bc 38,722b 48,743b
ni 7,79 bed 35,01 b 42,80 b
20 Gc 4,08 ef 5,74 C 9,81 C
ni 3,56 ef 571 € 9,27 €
30 200 Gc 11,632 33,59 b 45,23 b
ni 10,742b 36,54 b 47,273b
20 Gc 2,64 f 524 C 7,88 C
ni 2,93 f 6,61 C 9,54 C
14 200 Gc 2,95 f 6,16 °© 9,11 ¢
ni 2,30 f 6,93 C 9,04 C
20 Gc 0,67 f 2,56 C 328 C
ni 1,23 f 3,38 © 461 ©

Médias (n=4) seguidas pela mesma letra indicam diferenca nao-significativa ao nivel de 5 % de probabilidade

pelo teste de Tukey.
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As plantas com baixo fosforo comegaram o experimento com menor valor de MS total,
chegando ao final com uma biomassa equivalente aos demais tratamentos. Esses dados
sugerem que o baixo fésforo foi suficiente para suprir as necessidades de crescimento da
plantas de forma equivalente a dose de alto Pi. Em parte, o prolongamento das raizes por
desenvolvimento de hifas internas (e externas) aumentou a biomassa e volume de substrato
explorado das raizes dos tratamentos com G. clarum. As diferencas observadas no aumento
da biomassa do sistema radicular também sdo resultantes da alocagdo de carbono e
nutrientes na raiz, uma resposta comum a deficiéncia de P. Soma-se a este fato, nas plantas
micorrizicas sob efeito do baixo fésforo, o crescimento do fungo possivelmente atuou como
um dreno, demandando energia para o crescimento e desenvolvimento de estruturas fungicas
(arbusculos, hifas e vesiculas), mesmo com o volume de substrato sendo limitante,
principalmente apds 30 dpi. Assim, ndo havendo mais volume de solo a ser explorado e a
fonte de nutrientes sendo limitada, possivelmente o fungo prevaleceu em crescimento,

desenvolveu-se, acumulou MS e afetando a proporcdo R:PA, principalmente aos 44 e 58 dias.

3.4.5 Taxa de crescimento relativo (TCR)

Esse indice expressa o incremento na massa seca por unidade de massa inicial. No
periodo entre 14 e 30 dpi, a taxa de crescimento relativo, considerando a planta como um
todo, foi maior para o tratamento com APni (TCRy. = 0,13 g g dia?). J& o tratamento BPni
obteve o menor valor (TCRp. = 0,09 g gl dia!) e as plantas inoculadas com FMA, para ambas
as doses (baixo e alto Pi), apresentaram um crescimento relativo de 0,11 g g™* dia™. Embora
esses valores da TCRp. ndo sejam muito contrastantes, os resultados sugerem que: (i) as
plantas tratadas com AP e ndo inoculadas com FMA produziram uma TCRp. maior
possivelmente favorecidas pela nutricio mineral com o AP, sem arcar com os custos
energéticos da colonizacdo das raizes por FMA; (ii) as plantas com baixo P e ndo inoculadas

com FMA tiveram seu crescimento reduzido diante da baixa dose desse nutriente; (iii) as
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plantas micorrizicas, apesar do custo energético da simbiose, alcangaram uma TCRp. 15 %
menor do que as plantas com APni, no periodo de 14 a 30 dpi. Em paralelo a esse resultado, a
TCRy foi maior para as plantas tratadas com APni, cujo valor foi 0,13 g g dia™, enquanto no
APGc foi de 0,11 g g dia™, havendo uma redugdo de 15 % na TCRg, ndo atingindo maior
crescimento, pois o alto Pi supostamente inibiu o desenvolvimento de micorrizas. Nas plantas
com BPGc a TCRg foi 0,13 g g* dia™ igual ao valor das plantas com APni, sendo provavel que
a baixa disponibilidade de Pi aliada ao processo simbidtico desencadearam uma maior TCRg
em relagdo as raizes com BPni. No intervalo entre 14 e 30 dpi observou-se a maior TCR do
experimento quando comparada com os outros dois intervalos 30-44 e 44-58 dpi,
considerando-se raizes, parte aérea ou mesmo toda a planta (Tabela 6).

Nos outros dois periodos do experimento, entre 30-44 e 44-58 dpi, a TCRp, foi igual
para todos os tratamentos, 0,02 e 0,03 g g* dia™ para os respectivos periodos. No entanto,
no periodo de 30-44 dpi, esse indice de crescimento nas raizes com baixo P (0,04 g g™* dia™!)
foi pelo menos duas vezes maior do que nos tratamentos com alto Pi, cultivado com
micorrizas (0,02 g g dia?!) ou sem (0,01 g g dia™). J4 entre os 44-58 dpi, as raizes com
BPGc cresceram tanto quanto as raizes com APni (0,04 g g*' dia'), enquanto as os

tratamentos com APGc e BPni atingiram metade desse valor (0,02 g g™* dia™).

3.4.6 Eficiéncia de absorcao e utilizacao do Fésforo

A andlise de variancia para as variaveis razao de eficiéncia radicular (RER) e do indicie
de utilizacao (IU) de nutrientes acusou efeito significativo do tempo para os nutrientes N, P e
K. Apenas para o P, foi observado efeito da dose na RER e IUP, e efeito da interacao “Tempo x
DP” para o IUP (Tabela 9).

De modo geral, a razdo de eficiéncia radicular de absorcdo do N, P e K mostrou uma
variagdo ao longo do tempo (Tabela 10), com os maiores valores obtido aos 14 dpi e
conseqiente decréscimo da RER até os 58 dpi. Esse comportamento observado denota o

efeito da diluicdo no teor de nutrientes e do acimulo de biomassa ao longo do tempo. Para o
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N e o K a RER teve maior variagao entre o 14° e 30° dpi onde, de modo geral, verifica-se que
as médias aos 14 dpi diferem amplamente das encontradas aos 30, e gradativamente mais
das verificadas entre 44 e 58 dpi.

Para o P a RER média do tratamento tratadas com APni foi significativamente maior do
gue todas as demais. Verifica-se, nesse caso, o efeito da nutricdo com alto P, pois esse
tratamento combinou baixa biomassa radicular com o maior acumulo de P aos 14 dpi,
traduzindo-se em alta eficiéncia radicular dessas plantas (Tabela 10). A anadlise de ANOVA
indica efeito do Fosforo para a RER, e é notdria a diferenca entre os tratamentos com alto e
baixo Pi, principalmente aos 30, 44 e 58 dpi. Nao foi observado efeito significativo da
micorrizacdo na eficiéncia de absorgdo do Pi, para a mesma dose de fésforo para os demais
tratamentos aos 30, 44 e 58 dpi. Esse resultado sugere que, nestas condigbes experimentais,
o crescimento significativo das raizes micorrizicas e tratadas com baixo Pi, ndo proporcionou
maior acumulo de fosforo na parte aérea ou na planta do que as ndo inoculadas. A cana-de-
aclcar demonstra ser uma graminea robusta capaz acumular a mesma quantidade de fosforo
independentemente da simbiose em condicdes da baixa disponibilidade do mesmao.

Aos 58 dpi, ndo ha diferencas significativas entre a RER dos tratamentos. Observa-se
nas plantas cultivadas com alto Pi, que as micorrizicas continham mais Pi na raiz (2,95 mg
raiz!), do que as ndo inoculadas (2,30 mg raiz’!). Essa diferencga inicial que passou a ser
significativa aos 58 dpi, quando as raizes colonizadas pelo fungo continham 6,7 mg raiz?, ou
seja 76 % a menos Pi nas raizes do que as ndo micorrizicas (8,8 mg raiz!). Embora a RER
seja a mesma e nao tenha sido observada diferenca significativa no IUP entre micorrizicas ou
nao tratadas com AP aos 58 dpi, percebe-se que nesta condicdao a simbiose favorece o maior
acumulos de reservas na parte aérea o que ser benéfico, a longo prazo, para manter a
homeostase de P na planta (Tabela 10 e 8, Figura 5).

O indice de utilizacdo (IU) de um nutriente esta relacionado com a capacidade de
crescimento em termos biomassa em relagdo do conteldo total destes nutriente na planta. A

medida que um nutriente se torna escasso ou em doses limitantes, maior serd o esse indice
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de utilizacdo deste sempre que haja incremento na biomassa. Em outras palavras,
considerando-se plantas com o mesmo acumulo de massa seca, aquelas sujeitas a baixa
disponibilidade ou menor dose de um nutriente, terdo maior coeficiente de utilizacdo desse.

Ao analisar o IU do N, P e K, apenas o fosforo obteve efeito da Dose de P e da
interacdao “Tempo x DP”, enquanto o efeito do Tempo foi observado para os trés nutrientes
(Tabela 9). Para o N e o K esse coeficiente de utilizacdo foi crescente dos 14 aos 58 dpi,
sendo que no Uultimo periodo, sob efeito da limitacdo da disponibilidade de nutrientes,
obtiveram-se IUN e IUK estatisticamente diferentes em relacao aos demais tempos, 14, 30 e,
44 dpi. Para estes dois macronutrientes ndao foram observadas diferencas de medias entre
tratamentos em cada um dos tempos. Para o N fornecido em trés parcelas, ndo ha diferengas
entre 14 e 44 dpi, ja para o K observa-se uma variacdo maior entre os tempos, mas nado ha
efeito da micorrizagdo ou das doses de Pi a cada periodo. Para o P, observa-se o efeito
significativo das doses aplicadas, alto e baixo Pi, principalmente aos 44 e 58 dpi, enquanto aos

14 e 30 dpi, as diferencas observadas entre o AP e BP ndo sao significativas.
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Tabela 9. Efeito da nutricdo por fosforo (DP) da interacdo simbidtica entre cana-de-aclcar e o fungo Glomus clarum (Gc) na razdo de
eficiéncia radicular (RER) e do indice de utilizacao (IU) de N, P e K. ANOVA apresenta os valores de quadrado médio (QM) para
os fatores e interagdes: Tempo, dose de P (DP), inoculagao com G. clarum (Gc), (DP x Gc), (Tempo x DP), (Tempo x DP x Gc) e
repeticoes (Rep.).

Variavel GL RER! Indice de utilizagdo?
N P K IUN IUP TUK

Tempo 3 3728.8707*** 170.8388*** 21119.8567*** 18,6076%** 643.0466%** 7.7916%**
Gc 1 5.0400 19.6249 15.1612 0,0079 5.1756 0.0722
DP 1 9.0000 793.5489*** 19.7247 0,0087 1151.5842%** 0.0390
DP x Gc 1 186.4590 36.1501 1961.4933 0,6030 2.9155 0.0078
Tempo x DP 3 68.7768 10.9667 155.7753 0,0777 283.6002*** 0.0157
Tempo x Gc 3 11.5929 33.0452 100.9553 0,0720 4.7233 0.0143
Tempo x DP x Gc 3 419.7943 59.4158 2341.8072 0,7219 6.0021 0.0488
Rep. 3 82.3306 14.7226 557.3211 0,2730 3.5665 0.0738
TV (%) 50,87 71,18 44,44 21,08 32,96 26,21

(1) RER - definida como a quantidade do nutriente absorvida pela parte-aérea da planta por unidade de peso da raiz (g gr™')
(21U - produto do “quociente de utilizacdo” pela quantidade de biomassa total ( IUP = W2 / n (g2 g™ de P) (W = massa seca total; n =
quantidade do nutriente acumulada na planta)).



Tabela 10.

Valores “indice de utilizacdo” e “razdo de eficiéncia radicular” (RER) para nitrogénio (N),
fésforo (P) e potassio (K). As médias estdo ordenadas em funcdo dos tratamentos e do
resultado do testes de Tukey para facilitar a visualizacdo das diferencas estatisticas dos
tratamentos. O tempo estd em ordem cronoldgica decrescente e crescente para o “indice de
utilizacdo de nutrientes” e RER respectivamente. Tempo em dias pds-inoculagdo (dpi), Dose
de Pi (20 ou 200 mg kg?) e da Presenca do fungo micorrizico arbuscular (FMA) Glomus
clarum inoculado (Gc) ou nao (ni).

Tempo Dose FMA N P K
Ut
(dpi)  (mgkg) (Ni/GC)  mmmmmmmmmemeeeoeoeoeooooooooooo (9% gt) —mmmmmmmmo oo
58 200 Gc 2,64 a 5,03 cdef 1,51 a
ni 3,16 a 5,49 cdef 1,67 a
20 Gc 3,49 a 22,74 a 1,50 a
ni 2,61 a 24,56 a 1,66 a
44 200 Gc 1,16 b 2,37 def 0,63 bc
ni 1,12 b 2,60 def 0,65 bc
20 Gc 1,07 bc 10,05 b 0,49 bcd
ni 1,24 b 14,40 b 0,82 b
30 200 Gc 0,67 bc 1,47 def 0,30 cde
ni 0,85 bc 1,69 def 0,36 cde
20 Gc 0,57 bc 5,77 cde 0,25 cde
ni 0,60 bc 5,96 cd 0,27 de
14 200 Gc 0,10 d 0,28 ef 0,04 de
ni 0,12 d 0,17 f 0,03 de
20 Gc - - 0,35 ef 0,02 e
ni 0,15 bc 0,68 def 0,05 de
Tempo Dose FMA RER?
(dpi) (Mg kg™)  (Ni/GC)  mmmmmmmmmmemoo oo (9 @) —mmmmmmmmm oo
14 20 ni 37,87 ab 525 b 84,44 abc
Gc 53,89 a 7,10 b 124,67 ab
200 ni 51,56 a 21,76 a 132,39 a
Gc 30,41 abc 9,15 b 79,29 abcd
30 20 ni 21,54 bc 2,10 b 65,84 bcd
Gc 21,91 bc 1,98 b 69,04 abcd
200 ni 16,88 bc 890 b 54,40 cd
Gc 19,56 bc 9,11 b 59,62 cd
44 20 ni 12,16 bc 1,03 b 31,77 cd
Gc 12,02 bc 1,17 b 40,84 cd
200 ni 16,15 bc 7,76 b 38,81 cd
Gc 15,89 bc 7,72 b 37,68 cd
58 20 ni 10,52 bc 1,02 b 22,84 cd
Gc 5,68 C 0,74 b 18,52 d
200 ni 8,15 C 5,16 b 19,13 d
Gc 10,99 bc 7,17 b 27,75 cd

Médias (n=4) seguidas pela
probabilidade pelo teste de Tukey.

(1) RER - definida como a quantidade do nutriente absorvida pela parte-aérea da planta por unidade de peso

da raiz (g gr™')

(21U - produto do “quociente de utilizagdo” pela quantidade de biomassa total ( IUP = W2 / n (g2 g™ de P)

mesma letra indicam diferenca ndo-significativa ao nivel de 5 % de

(W = massa seca total; n = quantidade do nutriente acumulada na planta)).



3.4.7 Efeito simbiodtico a e proporgao raiz:parte-aérea

A colonizacdo das raizes pelo FMA que receberam 20 mg kg de P, teve uma fase de
micorrizacdo exponencial acentuada atingindo o maximo de 63% de colonizagdo aos 44 dpi,
decaindo para os 59% aos 58 dias. Neste periodo, entre 44 a 58 dpi, também se encontra o
maior contraste na colonizacdo de raizes (42 %), entre as plantas sob efeito das doses de
baixo e alto P. Aos 30 dpi, este contraste é de 38 %, enquanto aos 14 e 58 dpi tem-se apenas
24 % de diferenga entre plantas adubadas com baixo e alto P.

Os resultados a seguir sugerem que o fosforo aplicado e a micorrizagdo influenciaram
no crescimento do sistema radicular, afetando a proporcao entre raizes e parte aérea. Para
as plantas sob BPGc, a razdo R:PAp atingiu o valor maximo de 1,85, o qual é 23 % e 36 %
maior do que a encontrada nas plantas ndo inoculadas e daquelas cultivadas com APGeg,
respectivamente, observado aos 30 dpi. Aos 44 dpi, a razdo R:PApy foi de 1,54 para as
plantas cultivadas com BPGc e 1,20 em média para as sob alto P, cuja diferenca é de 33 %,
quando a micorrizacdo atingiu o pico de 63 %. No inicio, aos 14 dpi, o tratamento com BPni
registrou o maior indice 1,90 para a razdo R:PAy, sendo 40 % maior do que o de plantas
sob BPGc. Entretanto, este indice caiu para 1,25, tornando-se 29 % menor do que o das
plantas sob BPGc (1,62), sendo este ultimo maior em relacdo aos demais aos 58 dpi,
quando estas plantas apresentaram 58 % colonizacdo das raizes. Ou seja, as plantas
cultivadas com BPGc aumentaram a biomassa do sistema radicular que inicialmente era
menor e passou a ser maior até os 58 dpi, superando os demais tratamentos.

Esta superioridade no crescimento das raizes das plantas sob BPGc também é
evidente na razao R:PA em termos de MS (R:PAys) em funcdao do tempo. Aos 14 dpi, a razao
R:PAvs das planta sob BPGc era 0,47, ou seja, 39 % menor em média do que os demais
tratamentos, passando a razao a ser 1,04 e 1,23, portanto 22 % e 34 % maior em média a
partir dos 44 e 58 dpi, respectivamente. O aciumulo de MS mostra a evolugdo das raizes

mantidas com BPGc, as quais eram 72 % inferiores em média aos 14 dpi, passando a ser
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9,6 % superior do que as outras raizes, aos 58 dpi (Tabela 4). Inversamente, a parte aérea
desse tratamento, que ndo apresentava diferencas entre os tratamentos aos 14 dpi, passou
a ter a menor biomassa seca, cerca de 22 % inferior que os demais. Estes dados corroboram
com as observagdes quanto a relagdes entre raizes e parte aérea durante o desenvolvimento
e acumulo de biomassa (Tabelas 3 e 4), evidenciando o efeito da interagdo entre BP e a
micorrizacdo. Em funcdo do tipo de empreendimento e do patamar tecnoldgico da produgao
comercial a cana como matéria prima deve ser considerada em toda sua parte aérea,
excluindo-se a apenas as raizes e o rizoma. Neste experimento, considerando o seu curto
prazo de 58 dias, a desproporgdo entre raiz e parte aérea observada ndo apresenta,
aparentemente, um beneficio para produgdo de matéria prima da cana-de-agUcar tratada
com baixo Pi e inoculada com o FMA. E provavel que, em condigdes de campo, a producao
de massa seca da parte aérea de plantas micorrizicas apresente um comportamento
diferente, podendo explorar ao maximo o volume do solo através do prolongamento das
hifas do fungo micorrizico e quem sabe superaria os demais tratamentos na producdo de
matéria prima da cana, biomassa aérea.

A colonizacao e desenvolvimento de FMA exigem que haja trocas de nutrientes entre
os simbiontes. O fungo requer fotoassimilados e demanda de energia para o crescimento.
Logo, o processo de micorrizagao foi similar a um dreno para a planta, a qual disponibilizou
energia em detrimento do crescimento da parte aérea. As plantas apresentam diferentes
niveis de resposta a simbiose, podendo ser influenciado pela disponibilidade de nutrientes e
outros fatores como a combinacdo das espécies de fungo-planta, clima, solo, épocas do ano
[85] A cana-de-aglcar é pouco micotréfica e parece ter apresentado aqui uma relagdo
simbiodtica que ndo apresenta apenas caracteristicas mutualisticas. Para os fungos biotroficos
obrigatérios sempre ha beneficios durante a simbiose. As respostas das plantas a
colonizagdo podem ser positivas, neutras ou negativas 1%, O custo de manutengdo do

fungo no sistema radicular das plantas pode ser expresso em termo de fotoassimilados,
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tendo como bons indicadores nos sistemas agricolas a producdao de frutos semente e
biomassa 193], Apesar dos maiores contrastes na colonizagdo aparecerem aos 30 e 44 dpi,
aos 14 dpi tem-se 24 % de diferenca entre plantas com baixo e alto Pi quando se
observaram consideraveis contrastes entre teor de P; nas raizes e principalmente na parte
aérea independente da colonizagdo. Periodo em que a ha intensa translocacdao de fésforo
para parte aérea e que o estresse de Pi afeta a fisiologia da planta e ndo o crescimento,
ponto interessante para se realizar o estudo sobre perfil de expressdao de transcritos de
cana-de-aclcar. Neste periodo houve uma maior disponibilidade de fosfato,
conseqlientemente ativando-se regibes novas de absorcdo e pélos radiculares que sdo de
grande importancia para a obtencdo de nutrientes no solo. Com o desenvolvimento de
regides de deficiéncia de Pi ao redor da raiz, a aquisicdo efetiva de Pi além do alcance dos
pélos radiculares requer a aquisicdo micorrizica e/ou adaptagoes da planta, para solubilizar e

extrair Pi adicional do sistema.

3.4.8 Particdao de carbono

Nas plantas ndo inoculadas, a concentracdo de ATR na parte-aérea (ATRpy) média
cresceu entre os 30 e 44 dpi e depois caiu. Aos 30 dpi era de aproximadamente 0,9 nmoles
mg™ passando para 1,5 nmoles mg™ aos 44 dpi, reduzindo-se a cerca de 29 % desse valor
aos 58 dpi (0,4 nmoles mg™) independente da dose de Pi. De forma similar as médias gerais
dos acucares (Glupa = 0,3; Frupa = 0,2 e Sacea = 0,4 nmoles mg™) cresceram a partir dos 30
dpi e atingiram os maiores valores (Glupa = 0,6; Frupa = 0,4 e Sacpa = 0,5 nmoles mg™) aos
44 dpi e depois decairam (Glupa = 0,2; Frupa = 0,05 e Sacpa = 0,2 nmoles mg™) aos 58 dpi,
independente da dose de Pi nos tratamentos (Tabela 12). Essa diferenca é significativa
denotando o efeito do Tempo, independentemente da dose de Pi dos tratamentos (Tabela
12). Esses resultados sugerem quedas nas taxas fotossintéticas, caracterizando uma
resposta de plasticidade — e uma maior eficiéncia do uso do Pi pelas plantas tratadas com BP
- que a cana-de-aglUcar demonstrou ao atingir a mesma biomassa total para todos os
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tratamentos aos 58 dpi. E possivel que as limitacdes impostas pelo sistema de cultivo
adotado manifestem efeitos “secundarios” - ndo desejados - associados a outros fatores
(disponibilidade de nutrientes, tamanho vaso, tipo substrato, etc).

Os ATRpp, em plantas micorrizicas tiveram um comportamento diferencial com o
tempo, embora ndao apresentaram diferencas significativas (Tabela 12). Nas plantas com MA
e tratadas com BP a concentracdao de ATRp, foi crescente entre os 30 dpi e 58 dpi (0,8 — 0,9
— 1,3 nmoles mg!), enquanto para aquelas cultivadas com AP, a concentragdo caiu aos 44
dpi (TCI > 20 %, taxa de colonizacdo intra-radicular), e atingiu seu maximo aos 58 dpi (0,7
— 0,7 > 1,4 nmoles mg!).

Nas plantas com micorrizas sob efeito do BP, a concentracdo de Sacpsn teve um
pequeno decréscimo entre o 14° e 30° dpi (< 0,4 nmoles mg.;) coincidente com o
incremento na TCI que passou de 25 % para 49 %, respectivamente. Aos 44 dpi a Sacpa
continuo crescente, atingindo o seu maximo aos 58 dpi (z 0,6 nmoles mg?, Tabela 12 e
Figura 7) enquanto a TCI se manteve em torno de 60% no periodo (Figura 4).

Nas plantas micorrizicas e sob o AP a concentragcdo de Sacpa se mantive constante (=
0,4 nmoles mg?) entre o 14° e o 30° dpi, em seguida houve um decréscimo no 44° dpi
(Sacea = 0,25 nmoles mg '), coincidente com incremento da TCI de 11,3 % para 20,6 %
entre o 30° e 44° dpi. Por fim, a concentracdo de Sacpa continuou crescente até o 58° dpi
(Sacea > 0,45 nmoles mgt, Tabela 12 e Figura 7). Observou-se uma maior concentragdo da
Sac nas plantas micorrizicas e cultivadas com BP aos 58 dpi (0,6 nmoles mg?), sendo
significativo em relagdo a concentracdo da Sacpa das plantas micorrizicas e tratadas com AP
aos 44 dpi (0,2 nmoles mg?).

As plantas com micorrizas apresentam teores mais elevados de aglcares nas folhas
em relagdo as ndo micorrizicas, essa amplitude tornou-se mais evidente aos 58 dpi,

principalmente para a Sac (Figura 7). Em geral, encontra-se 3 vezes mais Sac nas folhas do
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macrosimbionte do que nas plantas nao colonizadas considerando o experimento como um
todo e, pontualmente, mais evidente aos 14 e 58 dpi.

Quando a TCI variou entre 10 % a 25 %, observou-se um decréscimo da concentracdo de
Sacpa aos 30 dpi e 44 dpi para os tratamentos com BP e AP, respectivamente. Nos periodos
seguintes, os incrementos da concentragdo de sacarose sugerem aumento das taxas
fotossintéticas nas plantas micorrizicas. O intenso crescimento intra-radicular do fungo
demandou por fotoassimilados, justamente quando a TCI dobrou aos 30 e 44 dpi para as
doses BP e AP, respectivamente. Esse resultado sugere a modulacdo simbidtica do
metabolismo fotossintético da planta para atender os custos energéticos excedentes da
colonizacdo, caracterizando o efeito da interacdo “Gc x Tempo”. Essa interpretacao

dificilmente é observada a partir da relacdo entre o teor ou contelddo de Pi e as TCIs.

Tabela 11. Avaliagdo do efeito da nutricdo por fésforo (DP) e das micorrizas em cana-de-aglcar no
teor foliar de aclcares redutores glicose (Glc), frutose (Fru) e sacarose (Sac), acglcares
totais (ART) e na razdo (S/M) sacarose:monossacarideos (Glc e Fru). ANOVA apresenta
os valores de quadrado médio (QM) para os fatores e interagdes: Tempo, dose de P
(DP), inoculagdo com G. clarum (Gc), (DP x Gc), (Tempo x DP), (Tempo x DP x Gc) e
repeticoes (Rep.).

Variavel GL Glc Fru Sac ART S/M
(QM)

Tempo 2 41327.4608 41533.5025%* 8524.5211 0.2206 0.46018
Gc 1 20239.8044 446.6177 44387.4669 0.1098 0.80401
DP 1 18324.1344 38455.2100 150220.8402** 0.0031 0.01361
DP x Gc 1 17742.2400 2506.6711 1.1025 0.0340 0.09817
Tempo x DP 2 2517.1052 4641.1225 17070.9344 0.0450 0.41585
Tempo x Gc 2 442280.4586***  127825.9719***  137700.9077** 1.9261 2.51883
Tempo x DP x Gc 2 20582.3308 8075.6786 7494.6100 0.0967 0.65650
Rep. 2 3031.5608 4343.4475 10458.8869 0.0322 0.95923
CV (%) 52,24 51,95 31,92 41,26 108,69
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Tabela 12. Medias das concentracdes de glicose (Glc), frutose (Fru), sacarose (Sac), agUcares redutores
totais (ART, Glc+Fru+Sac) e da razdo sacarose:monossacarideos (Sac/Fru+Glc).
Resultados do teste de médias de Tukey para a interagdo Tempo x Gc, fixando-se o fator
“Plantas micorrizicas” ou “ndo” (parte superior da tabela) e o fator Tempo, fixo aos 30, 44
ou 58 dpi (parte inferior).

Fator fixo : Plantas ndo micorrizicas
Tempo Dose de P Glc Fru Sac ART S/M
(dpi) (mg kg™) (pmoles mg™?)  (pmoles mg?) (pmoles mg?) (pmoles mg?)
30 20 337,2 abc 170,1 Bc 410,6 ab 917,9 ab 1,0 A
200 326,0 abc 251,4 Abc 322,1 ab 899,5 ab 0,6 A
44 20 570,4 ab 326,4 Ab 550,2 a 1447,0 a 0,6 A
200 678,0 a 429,3 A 407,6 ab 1514,9 a 0,4 A
58 20 200,1 bc 732 C 298,6 ab 571,9 b 1,0 A
200 105,9 ¢ 350 C 1411 b 282,0 b 1,1 A
Plantas com micorrizas
30 20 293,5 a 150,6 A 393,7 ab 837,8 a 0,9 A
200 435,7 a 279,6 A 384,6 ab 1099,9 a 0,6 A
44 20 291,0 a 1459 A 489,7 ab 926,6 a 1,3 A
200 299,2 a 172,0 A 2354 b 706,6 a 2,3 A
58 20 532,3 a 202,0 A 585,6 a 1319,9 a 0,9 A
200 650,5 a 293,1 A 462,5 ab 1406,1 a 0,5 A
Fator fixo: Tempo (30, 44 ou 58 dpi)
Tempo Dose EMA Glc Fru Sac ART S/M
(dpi) (mg kg!) (Ge/ni) (pmoles mg?)  (pmoles mg™) (pmoles mg™) (pmoles mg™)
30 20 Gc 293,5 a 150,6 A 393,7 a 837,8 a 0,9 a
ni 337,2 a 170,1 A 410,6 a 917,9 a 1,0 a
200 Gc 435,7 a 279,6 A 384,6 a 1099,9 a 0,6 a
ni 326,0 a 251,4 A 322,1 a 899,5 a 0,6 a
44 20 Gc 291,0 a 145,9 A 489,7 a 926,6 a 1,3 a
ni 570,4 a 326,4 A 550,2 a 1447,0 a 0,6 a
200 Gc 299,2 a 172,0 A 235,4 a 706,6 a 2,3 a
ni 678,0 a 429,3 A 407,6 a 1514,9 a 0,4 a
58 20 Ge 532,3 ab 202,0 A 585,6 a 1319,9 a 0,9 a
ni 200,1 bc 73,2 ab 298,6 ab 571,9 b 1,0 a
200 Gc 650,5 a 293,1 ab 462,5 ab 1406,1 a 0,5 a
ni 105,9 ¢ 350 b 141,1 b 2820 b 1,1 a

Médias (n=3) seguidas pela mesma letra indicam diferenca nao-significativa ao nivel de 5 % de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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Concentragdo de sacarose ([Sac], linhas) e acimulo de massa seca (MS, colunas) na parte
aérea da plantas. As colunas brancas representam a menor dose de Pi (20 mg kg™) e as
cinzas escuras a alta dose (200 mg kg™!), enquanto as listras diagonais indicam a presenca
de micorrizas. As barras simbolizam o erro padrdao da média (n = 4), em cada tempo (dias
pds-inoculagdo, dpi).

As micorrizas arbusculares sao importantes para a aquisicdo de Pi por causa do

incremento no volume do solo explorado além da zona de deplecdo que circunda a rizosfera

(1091 Em troca do fésforo fornecido a planta, o fungo obtém carbono reduzido #°!. O custo de

carbono da aquisicdo micorrizica de Pi € um componente dos custos da aquisicdo desse

nutriente na maioria das plantas %!, Em feijdo, assim como em outras espécies, a
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colonizagdo por micorrizas aumenta a aquisicao de fosforo, o que resulta em um aumento da
taxa de fotossintese que ndo se traduz em crescimento para planta, por causa da maior taxa
de respiracdo das raizes [*'%, Em condi¢cdes de alta disponibilidade de Pi, a colonizagdo
micorrizica reduziu o crescimento de plantulas de citrus por causa do elevado custo de
carbono 1%, Em geral, o custo de carbono da simbiose de micorrizas varia de 4 a 20 % da
fotossintese diaria para diferentes espécies herbaceas ou lenhosas de plantas [194 109 1101
podendo contribuir para uma interacdo ndo benéfica ou até mesmo parasitica do fungo. Os
resultados apresentados sugerem que a cana-de-aclcar respondeu de forma variavel as
doses de Pi. Apresentando boa plasticidade fisioldgica ao alterar seu rito de crescimento e
alometria sem comprometer o total da biomassa acumulada apds 58 dpi, demonstrando ser
uma graminea robusta.

Outro mecanismo comum no aumento da aquisicdo de fosforo é o crescimento da
raiz em detrimento do da parte aérea. Plantas sob deficiéncia de Pi tipicamente possuem
elevada razdo raiz:parte-aérea (R:PA), seja por alteracdoes das relacdes alométricas ou pelo
incremento da biomassa alocada na raiz 1% 11, Reich (2002) [**?] enfatiza a dificuldade em
monitorar a alocagdo de carbono provenientes da alteracdo da proporcdo raiz:parte-aérea
abaixo do solo, uma vez que tratamentos com baixo Pi resultam em plantas de tamanhos
diferentes, altera-se a razao raiz:parte-aérea via alometria. Entretanto Lynch e Ho (2005)
[109] " contra-argumentam que o monitoramento pontual da razdo raiz:parte aérea integrado
ao tempo pode dar uma estimativa real da porgdo diaria de fotossintato consumida pela raiz.
Em feijdo, demonstrou-se haver uma correlagao positiva entre a alocacao de carbono para a
raiz com analises alométricas e distribuicdo de biomassa e, que para o propdsito de
discussdo do custo de aquisicdo de fdésforo e manutencdo do sistema radicular essa
abordagem é valida 1%,

Em leguminosas foi evidenciado que a redugao no crescimento, em funcao da baixa

disponibilidade de Pi, esta associada ao incremento na proporcao de biomassa da raiz, a
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reducdo do surgimento e taxa de expansao foliar, e ndo relacionada a reducdo da
assimilagdo de carbono pelas folhas ', Esses padrdes observados sdo consistentes com o
teorema que a alocacdo de carbono é um balanco entre as fontes de energia luminosa e
nutrientes. As plantas sob efeito da deplecdao por Pi utilizam boa parte do carbono diario
assimilado para respiragao das raizes (40 %) comparando com o utilizado por plantas
fosforo suficientes (20 %) [*''), O aumento dos custos de carbono para a manutencdo das
raizes sob deficiéncia de fosforo, devido a alteracbes da proporcdo raiz:parte-aérea, pode
representar uma queda da produtividade vegetal. Até os 58 dpi o crescimento de plantas
micorrizicas teve uma redugdo do crescimento da parte aérea, em cultivo e vasos. Em
condicdes de campo, as micorrizas poderiam proporcionar uma vantagem na aquisicdo de Pi
além da rizosfera. Em longo prazo essa poderia ser uma compensacao para os custos de
manutencdo das micorrizas. Por outro lado, a concentracdo de acglUcares sollveis,
especialmente a sacarose se manteve elevada em plantas micorrizicas, seria interessante

avaliar esse efeito em longo prazo e na produtividade.
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3.5 CONCLUSOES

O BP induziu a deficiéncia de Pi nas plantas, micorrizicas ou ndo. A eficiéncia de
absorgdo, indicada pelo acimulo de Pi na parte-aérea a dada biomassa da raiz, foi igual para
todos os tratamentos, sugerindo que as eficiéncias radicular e micorrizica da absorcdo de Pi
foram similares, independentemente da doses de Pi. A disponibilidade de fésforo nao afetou a
biomassa total das plantas, sendo as cultivadas sob o BP mais eficientes na utilizagdo deste
nutriente. Por outro lado, as plantas micorrizicas suplementadas com BP apresentaram maior
crescimento da raiz e redugdo na parte-aérea, resultando no aumento da proporgao
raiz:parte-aérea.

Aos 58 dpi, a glicose, frutose e sacarose presente nas folhas de plantas micorrizicas foi
3,8, 2,3 e 2,4 vezes mais concentrada do que nas ndo micorrizicas, respectivamente. Esses
resultados sugerem que, nestas condigdes experimentais, o estabelecimento da simbiose nao
foi uma associagdao mutualistica tipica, afetando o perfil de crescimento e a alometria da cana
cultivada com BP. As concentracdoes de fotoassimilados na folhas de planta micorrizicas
indicam que houve aumentos nas taxas fotossintéticas, mas isso ndo resultou no maior

crescimento do macrosimbionte.



4. ESTUDO DE GENES DE REFERENCIA E VALIDAGAO DA EXPRESSAO DE

TRANSPORTADORS DE FOSFATO EM RAIZES MICORRIZICAS DE CANA-DE-AGCUCAR
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REsuMo

A técnica de PCR em Tempo Real se tornou uma opgao para a validacdo funcional de genes com alta
sensibilidade, acurada quantificacdo e eficacia. A quantificagcdo relativa da expressdo de genes é
relativamente facil e determina a expressdao de um gene em relagdo a outro expresso e constante.
Neste trabalho foi avaliada a variabilidade de expressao de dos genes Actina, GAPDH, Tubulina, UbiQ1
e UbiQ2 e comparou-se a classificagdo dessa variabilidade obtida pelos programas Genorm e
NormFinder. Em seguida, foram realizadas analises de expressdo génica utilizando o programa REST
para a validacdo da expressao de genes de cana-de-aglcar. A UbiQl é o gene mais estavel dentre os
candidatos e tecidos e 6rgdos testados: meristema, inflorescéncia, folha, colmo e raizes tratadas com
alto e baixo fosforo. E um competente gene de referéncia para meristema, inflorescéncia quando
comparados a folha. A UbiQ2 foi o melhor candidato para o colmo, e alternativamente o fator de
normalizagdo que inclui Tubulina e UbiQ1l também funciona. Enquanto a Actina pode ser indicada para
comparagdo ente raiz e folha. Os genes de referéncia apresentados aqui sdo sugestdes para a acurada
normalizacdo via gPCR em tempo real para os tecidos testados, no entanto o delineamento
experimental e os genes de interesse devem ser considerados para se atingir a possibilidade de uma
validacdo bioldgica de relevancia de pequenas diferengas de expressdo génica em cana-de-acgucar.
Considerando o gene UbiQl como referéncia, a expressdao relativa dos genes transportadores de
fosfato de cana PT7 e PT8 foi avaliada em amostras de raiz fertilizadas com AP ou BP e coletadas aos
58 dpi com fungo micorrizico. Os genes PT7 e PT8 pertencem a familia Phtl de transportadores de
fosfato e sdo similares aos ortélogos ORYsa;tPht1;7 e ORYsa;Pht1;8 de arroz. Sob deficiéncia de Pi, a
expressdo do transportador de fosfato PT7 foi induzido em raizes ndo micorrizicas, ja nas micorrizicas
foi pouco expresso. Altas taxas de colonizagao radicular suprimiram a expressdo do PT7. O PT8 pouco
variou sua expressdo, sendo sutilmente mais expresso em plantas micorrizicas do que nas nao
micorrizicas sob o suprimento de BP. Estes resultados indicam que o PT7 é induzido em raizes sob
estresse por Pi e provavelmente associado a absorgdo radicular de Pi. Enquanto o gene PT8 possui
uma modulagdo pouco variavel provavelmente envolvido na manutengdo do fluxo ou homeostase de
Pi, possivelmente associado com a absorgdo radicular e micorrizica de fosfato. O PT7 e PT8 foram
expressos em tratamentos de médio/longo prazo, apresentando expressdo ou indugdo em resposta a

privacdo por Pi, o que é consistente com prévios estudos que propéem uma funcdo de aquisicdo e



mobilizacdo de Pi para esta familia de transportadores. A cana-de-agUcar micorrizica mostrou alta
plasticidade de resposta ao BP. Em sintese, se respostas positivas ou negativas do crescimento da
planta ocorrem durante a simbiose dependerd de fatores limitantes do ambiente, do
gendtipo/combinacdo de planta e fungo, e portanto das estratégias moleculares e fisioldgicas

simbidticas que contribuem para “eficiéncia”.
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ABSTRACT

Real time RT-PCR has become a method of choice for funtional gene validation with sensitiveness,
accurate quantification and high-throughput. Relative quantification is somewhat easy by determining
the relative gene expressed-fold in relation to another, constant well expressed. Classical
housekeeping genes have being used for normalization even though they were demonstrated to be
regulated, a decade before real time quantification methods were available. Real time place emphasis
in quantities changes so classical reference genes should be re-evaluated. Herein we assessed the
expresion variation of Actin, GAPDH, Tubulin, UbiQ1l and UbiQ2 and compared the ranking list of the
Genorm, NormFinder tools. Then we performed expression analysis using REST tool for the proper
validation of reference genes. UbiQ1 is the most stable gene along the tissue or organs tested:
meristem, inflorescence, leaf, stem and roots treated with high and low phosphorus. It is suitable
reference gene for meristem, inflorescence when compared to leaf. UbiQ2 was the best candidate for
stem, and alternativily the normalization factor including Tubulin and UbiQ1l works too; whereas Actin
was indicated as a normalizer for root treatments. The reference genes presented here are
suggestions for accurate real time gPCR normalization for tissues tested, moreover experimental
desing and target genes must be considered to achieve the possibility of validating the biological
relevance of small expression differences in sugarcane. Considering UbiQl as a reference gene, the
relative expression of the sugarcane phosphate transporters genes PT7 and PT8 were assessed from
roots fertilized with low and high Pi, and harvest 58 dpi with the mycorrhizal fungus. Both genes
belong to the Phtl Pi transporter and share similarity to the rice orthologs ORYsat;Phtl;7 and
ORYsat;Pht1;8. Under Pi deficiency, the expression of the phosphate transporter PT7 was induced in
NM roots, but less expressed in AM ones. High root colonization rates suppressed PT7 expression. PT8
showed low variability expression, slightly more expressed in mycorrhizal plants than in NM plants
under low Pi supply. These results indicate that PT7 was induced in Pi stressed roots and possibly
associated with the root Pi uptake, while PT8 had low variability modulation and probably involved on
Pi fluxes or homeostasis, most likely associated with both root and mycorrhizal phosphate uptake
pathways. PT7 and PT8 were induced during medium/long-term treatments, showing expression or
induction in response to Pi deprivation, which is consistent with previous studies that proposed a role

in acquisition and mobilization of Pi for this family of transporters. AM sugarcane showed a highly



plastic response to low Pi. In summary, whether a negative or positive plant growth response occurs
during the symbiosis will depend on the environment limiting factors, on the plant and fungus
genotype/combination, hence on the molecular and physiological strategies of the association that

contribute to “efficiency”.
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4.1 Introdugao
A simbiose micorrizica arbuscular € sem dlvida a simbiose mais comum do solo, com
cerca de 80 % das espécies de plantas terrestres potencialmente capazes de associar-se a

A [85 1351 Embora nem

membros do filo Glomeromicota, no qual foram incluidos os FM
sempre simbidtica, a natureza mutualistica da associacdo entre FMA e plantas, caracteriza-
se por beneficiar a planta com nutrientes minerais derivados do solo fornecidos pelo fungo,
principalmente o Pi, cuja fonte predominante no solo (ortofosfato) possui baixa
disponibilidade e mobilidade. Enquanto o fungo recebe carbono organico da planta 8%, E
mais provavel que a absorcdo de fosfato tenha sido a vantagem seletiva original, e que a
simbiose evoluiu contemporaneamente com a flora terrestre, em uma época em que a
absorcdo de fons fosfato pelas plantas era um desafio & sobrevivéncia [*3°), As plantas
desenvolveram varias estratégias para incrementar a absorcdo de fosforo, incluindo a
formacao de micorrizas arbusculares e a modulacao de genes transportadores de fosfato
envolvidos na absorgdo micorrizica ou radicular de fosfato 6%,

Muitos solos sdo deficientes em fésforo, principalmente os tropicais, demandando
amplo uso de fertilizantes para se obter a produtividade agricola esperada. Contudo, a
ineficiéncia, o custo e o impacto ambiental associado ao uso de fertilizantes tém levado a
busca de tecnologias que incrementem a absorgdo e uso do P pelas plantas. A identificacdo e
manipulacdo de genes envolvidos na absorcdo e uso do fosforo, presente em baixas
concentragdes na solugdo do solo (< 10 puM) B8, é uma das possiveis estratégias para gerar
novas tecnologias de otimizacdo do agricola do fosforo. Outra estratégia para melhor utilizar
o fésforo e a aplicacdo de micorrizas arbusculares na agricultura.

Estudos atuais de genes transportadores de fosfato em plantas tém sido
desenvolvidos em paralelo a estudos da cinética de absorcdo micorrizica de Pi em plantas

com cereais, solanaceas e leguminosas. Técnicas de imuno localizagdo tém contribuido para



avancos na compreensdao da modulacdo e tecido especificidade de transportadores de
fosfato. Estudos de expressdao génica revelaram haver transportadores de fosfato
especificos, induzidos durante a simbiose, e outros que pouco alteram sua modulacdao ou
ainda, aqueles especificos na absorcdo de Pi ndo micorrizica. Em arroz foram identificados
onze transportadores de fosfato do tipo Phtl, sendo o transportador Phtl;11 sendo
fortemente induzido na presenca de micorrizas "°!. A caracterizacdo filogenética e estudos
de promotores destes genes transportadores tém contribuido para identificacdo da funcao
sob o aspecto evolutivo em deferentes tipos de plantas Mono e dicotiledoneas, e ainda sobre
o comportamento funcional e co-evolutivo dos transportadores de fosfato expressos durante
a simbiose.

As evidéncias supra citadas levam a crer a cana-de-agucar possua transportadores de
fosfato tipo Phtl com diferentes fungdes na absorgdo e translocacao de fésforo na planta e,
apesar de pouco micotrofica, possivelmente exista pelo menos um membro desta subfamilia
multigénica envolvido na absorcdo micorrizica de fosfato. Além disto, por serem as
gramineas mais eficazes na absorcdao de Pi quando comparada as leguminosas, poderia-se
guestionar qual seria a contribuicdo ou quais transportadores de fosfato estariam
envolvidos nesse processo eficaz da absorcdo de fosfata em cana-de-agucar.

Hoje, os estudos da expressdo e a validacdao funcional de genes tém sido realizados
pela deteccdo da amplificacdo de acidos nucléicos através da emissdo de fluorescéncia em
tempo real - técnica conhecida como PCR em Tempo Real ou PCR quantitativo (gPCR) -

amplamente aceita por sua sensibilidade, acuracia e praticidade de obter resultados !*3% 137

1381 Ela permite, em uma de suas abordagens, quantificar os transcritos de um gene em
relacdo a outro dito gene de referéncia.

A fim de estudar genes da cana-de-agUcar, em particular os transportadores de
fosfato, utilizando a quantificacdo relativa da expressdao génica, parte deste trabalho foi

dedicada ao estabelecimento da rotina de quantificacdo relativa via gqPCR, estudo de

algoritmos que avaliam a estabilidade de expressdao de genes e validam estatisticamente a
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expressdo relativa, programas como o GeNorm!*3%!, NormFinderl*® e REST 14! 1421, Com este
propésito foram avaliados cinco candidatos de cana-de-acUcar a gene de referéncia,
comumente conhecidos por possuirem fungdes basicas (housekeeping genes) e estabilidade
de expressdo, listados a seguir (genes/proteina): Actina (B-actina), Tubulina (Tubulina -
2/B-3), GAPDH (gliceroaldeido-3-fosfato desidrogenase/citossdlica) e as poliubiquitinas
(UbiQ) 1 e 2. Esses genes foram detectados em tecidos ou 6rgdos das bibliotecas de EST do
projeto genoma da cana-de-aclicar, o0 SUCEST 143!,

Para a quantificagdo da expressdo génica via qPCR, estes housekeeping genes foram
avaliados quanto a estabilidade de expressdo no meristema, inflorescéncia, colmo e raizes
de cana cultivadas com baixo ou alto Pi. Em seguida foram realizados estudos de expressao
de dois genes transportadores de fosfato (PT7 e PT8) de cana-de-aglUcar, em raizes
cultivadas com alto ou baixo fésforo aos 58 dias pos-inoculagdo (dpi) com o fungo
micorrizico arbuscular Glomus clarum (Gc). Para melhor caracterizar estes transportadores
de fosfato, estimou-se o numero de copias de cada gene, encontrados em regides distintas
do genoma da cana-de-agUcar. Em uma regido promotora do PT8 foram identificadas
seqliéncias regulatdérias associadas a regulacdo por estresse por fésforo. A avaliagdo da
expressao dos genes sugere que o PT8 esta envolvido na manutencdo da absorcdo e/ou
translocacao de fosfato na raiz enquanto o PT7 estaria envolvido na absorcdo ndo micorrizica

do fosfato sob efeito da baixa disponibilidade do nutriente.
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Revisado de Literatura
4.2.1 PCR na era gendmica

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica para sintese in vitro de
material genético, para amplificar o DNA, possibilitando fazer até bilhGes de copias de uma
molécula de DNA em poucas horas. A PCR revolucionou a tecnologia de manipulacdo do DNA
e por que nado dizer a biologia molecular, permitindo se produzir proficuo DNA com certo
grau de pureza, para manusea-lo visando responder perguntas como: qual sua relagdo com
uma determinada doenca, ou qualquer outra questdo bioldgica relacionada ao DNA. A
tecnologia da PCR espalhou-se com as mais diversificadas aplicacbes e derivacbes. A
associacdo da reacao de transcricdao reversa (RT) - sintese do DNA complementar a um RNA
mensageiro (MRNA) - com a PCR possibilitou a deteccdo qualitativa e semiquantitativa de
transcritos 130 1311,

A mais recente evolugdao da PCR, a amplificacdo de mRNA via Transcricdo Reversa

Sequida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) conjugada com a emissdao de

fluorescéncia em tempo real, ou seja, a PCR em Tempo Real ou PCR Quantitativa (qPCR), é
uma das tecnologias disponiveis que se popularizou para quantificacdo de acidos nucléicos
[132] " Em estudos de gendmica e do perfil transcricional, a validagdo funcional e andlise de
expressao de genes via northern blot ou PCR Quantitativo é uma das etapas cruciais na
caracterizagdo desse supostos genes de interesse.

A reprodutibilidade da quantificacdo da sintese e amplificacdo de acidos nucléicos tem
sido o objetivo na pesquisa nas mais diversas areas da ciéncia. O processo utilizado
tradicionalmente requer analises de “end-point”, ou seja, de deteccdo de produto final da
amplificagdo através de géis de eletroforese ['33), Esse método permite a deteccdo do

tamanho em pares de bases (pb) do produto alvo e do(s) competidor(es) da PCR, uma

estimativa da pureza e possibilita a densitometria da intensidade das bandas detectadas.



Contudo, a reprodutibilidade dos resultados desse tipo de analise é variavel devido a fatores
limitantes no final da reagdo, como o consumo e o desbalanco de substratos (nucleotideos e
iniciadores), cofatores (Mg?*), inibicdo e ou interferéncia de produtos (amplicon, dimeros,
competidores, pirofosfato), que alteram a eficiéncia do processo de amplificagdo 133 1341,

A PCR é composta por trés fases caracteristicas a fase exponencial inicial, a fase
linear e a fase final que tende a uma constate, o plat6. Na fase exponencial da amplificacdo,
existe uma relacdo direta entre a quantidade de DNA molde inicial e o produto da reacgao, a
qual pode-se ajustar um modelo matematico apropriado para quantificar a amplificacdo,

[133] Esse é o principio

com a reprodutibilidade e confiabilidade do rigor cientifico
fundamental da quantificacdo de DNA em tempo real. A aplicacdo de certos corantes
especificos que se intercalam ao DNA e quimicas fluorescentes na PCR, utilizadas para
marcacao de sondas de DNA, e os avancgos na biologia molecular possibilitaram quantificar,
detectar e estudar genes em tempo real 134,

Os instrumentos de gPCR consistem em termocicladores associados a fluorometros,
alguns com multiplos filtros de deteccdao, que realizam leituras durante as etapas do ciclo da
reacdo. Os dados de fluorescéncia sdo coletados através de computadores acoplados ao
sistema de deteccdo e, simultaneamente, apresentados graficamente, revelando a cinética

da PCR em tempo real. Uma amostragem sobre esses instrumentos esta disponivel no sitio

http://www.gene-quantification.info/.

4.2.2 Quimicas populares: SYBR® Green, TagqMan® e Molecular Beacons
A tecnologia SYBR GREEN® (Molecular Probes) utiliza essa pequena molécula que se
liga a cavidade menor da dupla hélice do DNA que quando excitado pela luz (290, 380 e 497

[136] " Assim, com o acimulo do produto do PCR a

nm) emiti fluorescéncia (520 nm)
fluorescéncia aumenta. Por conseguinte, a mensuragdao do pico de fluorescéncia em cada
ciclo da PCR é realizada na etapa de anelamento e/ou extensdo, e corresponde a quantidade

de DNA presente no microtubo naquele momento. O corante é capaz de se ligar a qualquer
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DNA dupla hélice durante a PCR, incluindo-se dimeros de iniciadores e outros produtos
inespecificos da reacdo, o que pode resultar na superestimacdo da concentragdo do produto
de interesse. A obtencdo de uma curva de dissociacdo do DNA apéds o final da PCR é um
controle que pode indicar a especificidade pelo produto 134,

A principal vantagem do SYBR Green® (Molecular Probes) é o seu baixo custo,
praticidade e sensibilidade, ndo requerendo a utilizacdo de sondas ou iniciadores com
conformacgdo modificada. O produto da reagdo, também chamado de amplicon, deve ser

s 131, 1341 Nessa condicdo é bastante eficaz, o

Unico diante de iniciadores bem desenhado
sinal de fluorescéncia de fundo ou ruido (background) € minimo e inerente da reacdo.

As duas alternativas mais populares ao SYBR Green® (Molecular Probes) sdo os
sistemas TagMan® (uma alusdo ao video-jogo PacMan) e o molecular beacons, ambos
baseiam-se ndo deteccdo da fluorescéncia advinda da transferéncia de energia por
ressonancia, da sigla em inglés FRET (fluorescence resonance energy transfer)!34],

O Sistema TagMan® utiliza sondas, que sdo oligonucleotideos que contem um corante
fluorescente (ou fluoréforo) acoplado, comumente, na base da extremidade 5 e um
guiencher localizado na base da extremidade 3’ do oligonucleotideo. Quando irradiado, o
fluoréforo transfere sua energia de excitacdo ao qiencher que estd muito préximo,
resultando em um substrato ndo fluorescente. A sonda TagMan® ¢ desenhada para anelar no

R [134/136] Dyrante a

DNA molde/amplicon, na regido interjacente entre os iniciadores da PC
reacdo, quando a enzima polimerase duplica o DNA molde, ao qual a sonda TagMan® esta
anelada, a atividade exonuclease 5° da enzima cliva a sonda. Essa clivagem separa o
fluoréforo do qliencher, interrompendo o fendbmeno FRET e favorecendo a producdo de

fluorescéncia, em quantidades crescentes proporcionais as taxas de clivagem da sonda [*3*

136]

Molecular Beacons, outro sistema comumente utilizado em gPCR, também possui
fluordforo e o gliencher. A sonda desse sistema é desenhada para permanecer em estrutura
de dupla hélice, autocomplementar, ou seja, em forma de grampo, enquanto estiver livre
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em solucdo. Nessa condicdo, fluordforo e quencher situados nas extremidades opostas da

sonda, estdo muito préximos realizando o fendmeno da FRET [34

. Quando a sonda
Molecular Beacons anela na seqiéncia alvo durante a PCR, fluoréforo e gliencher afastam-
se, de modo que a FRET ndo ocorre, e o fluoréforo emite luz apenas quando irradiado 134, A
sonda Molecular Beacons difere daquela do sistema TagMan, pois se mantém intactas
durante a reacdo de amplificagdo e religando-se a sequéncia alvo a cada novo ciclo para
deteccdo da fluorescéncia.

Os sistemas tipo TagMan e Molecular Beacons permitem a realizacdo de multiplas
reagbes (PCR multiplex) de amplificagdo de diversos DNAs em um unico tubo. O PCR
multiplex é possivel, desde que se introduza um fluoréforo que emita diferente comprimento
de onda para cada sonda gene-especifico que se deseja detectar, podendo incluir-se ai
controles internos no mesmo tubo de reagdo !***l, Assim é possivel co-amplificar controles
internos, obter discriminacGes alélicas em uma Unica reacdo, em condigcées homogéneas,
uma vantagem em relacdo a tecnologia SYBR Green® (Molecular Probes), porém a maiores
custos.

Um exemplo da precisdao e acuracia do gPCR comparando as tecnologias SYBR
Green® (Molecular Probes) e TagMan®, utilizando iniciadores universais para seqiiéncia da
subunidade 18S do rRNA, revelou minimas diferencas entre estes sistemas. Para este teste
foi utilizada uma diluicdo serial da ordem de 10’ vezes na reacdo de sintese de cDNA,
seguida da PCR com iniciadores 18S via SYBR Green® e TagMan® [*3¢], A detecgdo do gene e
a curva praticamente ndo diferiram entre os métodos. O sistema SYBR Green®
ocasionalmente registrou falso sinal ao final da PCR, correspondendo a ordem de
femtogramas gramas de RNA, com minimas conseqiiéncias na acuracia de deteccdo do RNAs
de baixa freqiiéncia [13¢.

4.2.3 Estratégias para quantificacdao de expressao

Existem duas estratégias para quantificacdo de DNA via PCR em Tempo Real: a

[131, 134]

guantificagdo absoluta e a quantificacdao relativa Na quantificagdo absoluta
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determina-se com precisdo o nimero de copias de um determinado DNA pela comparacgao
com uma curva de calibracdo apropriada. Para poder contrastar os resultados e quantificar
cada amostra de DNA sdo necessarios padroes cuidadosamente elaborados e precisos, cuja
obtencao é dificil e laborioso pois, demanda precisdo na quantificagdo de concentracdes dos
padrdes [131132] Uma vez que a calibracdo esteja bem definida, a quantificagdo absoluta
facilita a comparacdo entre os resultados de expressdo génica obtidos entre diferentes dias e
ou laboratérios 132,

Por outro lado, a quantificacdo relativa via gqPCR é de certa maneira facil, uma vez
que a transcricdo do gene de interesse ndao sera expressa em numero absoluto de
transcritos da amostra, e sim expressa em termos da quantidade relativa de transcritos em
relacdo a outro gene expresso e constante, denominado gene de referéncia [13* 1381 A
guantificacao consiste em obter a razdo de expressdao entre um gene alvo (de interesse),
em relacdo a outro denominado gene de referéncia. Esse método &, na maioria das vezes,
adequada para a investigacdo de mudancas fisioldgicas em termos de expressdo génica 132!,
As tendéncias e processos bioldgicos podem ser mais bem explicados pela quantificacao
relativa, porém os resultado obtido dependem do(s) gene(s) de referéncia escolhido(s) e dos

procedimentos de normalizagdo utilizados 132,

4.2.4 qPCR: virtudes e imperfeigoes

Os principais beneficios advindos da gPCR incluem alta sensibilidade, acurada
guantificacdo de genes e agil obtencdo dados em larga escala (high-throughput), neste
mundo globalizado esses atributos favoreceram sua ampla adogdo, entretanto certas
limitagdes e imperfeicdes - atreladas a suas principais virtudes - tem sido questionadas.
Varios fatores tém contribuido para ampla adogdo da qPCR como ferramenta de pesquisa e
biologia molecular: (i) trata-se de um sistema simplificado de analise que nao necessita
processamento pds-PCR, (ii) possui vasta dindmica de deteccdo, na ordem >10’ - o que

permite a direta comparacgdo entre DNAs que diferem amplamente em sua abundancia - (iii)
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os resultados da analise obtida possibilitaram explorar o potencial quantitativo da PCR,
tornando-a por fim, uma metodologia quantitativa e qualitativa [***. O que resultou na
aplicacdo dessa tecnologia em estudos de gendmica funcional, medicina molecular, estudos
forenses, virologia, microbiologia, evolucdo e biotecnologia. E presumivel que essa ampla
aceitacdo e globalizacdo no meio cientifico seja resultado de uma tecnologia plenamente
estabelecida e padronizada [!*?). Na realidade isso ndo é verdade. As limitagdes da PCR em
Tempo Real sdao similares as da abordagem feita durante a RT-PCR convencional. Um pouco
além, alguns desses problemas sdo acerbados pelas aspiracdes quantitativas da gqPCR, e nao
apenas pela intima associacdo entre a quantificacdo e a eficiéncia de amplificacdo %), E
preocupante a fiabilidade dos dados quantitativos da qPCR e suas implicacdes na validacdo
bioldgica, e como essa questdo ainda ndo é devidamente apreciada ou conhecida 32, Um
exemplo claro é o valor do “ciclo de deteccdao” (threshold-cycle, Ct), o qual demarca o ciclo
da reacdo em que a fluorescéncia emitida excede um limite (threshold) escolhido acima do
ruido 321, O “Ct” tem sido usado para a quantificacdo do nimero de cépias de um gene de
interesse, embora seu valor seja inteiramente subjetivo, uma vez que o limite de detecgao,
o threshold, é arbitrario e pode ser mudado. Em perspectiva, dois outros atributos que
merecem apreco sdo: a RT e os procedimentos para a normalizagdo de dados 132,

Dentre os problemas citados, a normalizacdo da PCR em tempo real € um dos
aspectos de maior dificuldade e importancia. Varias estratégias tém sido sugeridas para o

sucesso da normalizacdo de dados em PCR em tempo real [132,

Estas compreendem
cuidados como utilizacdo de mesma quantidade de amostra, a escolha do gene de referéncia
e o modelo matematico de analise dos dados. Estes atributos ndao sdo mutuamente
exclusivos, podendo ser incorporados na rotina da gPCR, os quais serdao comentados a
seguir.

4.2.4.1 Cuidados para normalizacao em qPCR

a) Amostragem - A obtencdo de amostras de mesmo “tamanho” (volume e massa)

proveniente de tecidos similares é a primeira medida direta para reducdo do erro
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b)

c)

experimental, porém ndo garante representatividade. Um bom exemplo é sangue, que
pode ser facilmente coletado e seu volume aferido para varias amostras. Entretanto,
pode levar a um erro quando se tratando de pacientes soro positivo para o virus HIV!'37],
Pacientes com HIV em estagio inicial de imunossupressdo produziram maiores
quantidades de RNA extraido para o mesmo volume de sangue do que aqueles com
imunossupressao avancgada, pois possuem menor nimero de células por mililitro de
sangue 1371,

Quantificacido do RNA - Em contraste ao DNA, o RNA e instavel quando extraido da
célula, exigindo cuidados e habilidade para manipulacdo, sendo assim a sua inclusdo em
experimentos de PCR em tempo real demanda os seguintes critérios: (i) alta qualidade
se os resultados quantitativos sdao mais relevantes, (ii) livre de contaminacao por DNA,
especialmente tratando-se de gene sem intron, (iii) Ndo co-purificar inibidores da RT ou
da PCR, (iv) livre de nucleases para poder ser estocado por longos periodos 13, Em
geral, a qualidade do RNA é verificada via fracionamento eletroforético, observando-se
as bandas 28S e 18S da fracdo ribossomal do RNA. Esse diagnodstico € laborioso e pouco
produtivo para aplicacdo em larga escala e requer certa quantidade de amostra. Existem
outros aparatos como: Agilent’s (Palo Alto, CA), RNA LabChip, 2100 Bionalyzer para o
uso em larga escala e convenientes para acessar a qualidade do RNA %371,

Pureza da amostra - O segundo ponto é a co-purificacdo de inibidores durante a
preparacao amostras de RNA para qPCR. Como por exemplo: o sangue de mamiferos
contém inibidores da Tag-DNA polimerase, especialmente a hemoglobina; o acido humico
do solo também ¢é; juntamente com cdlcio outro potente inibidor que possivelmente esta
presente em amostras de comida ['**. Certas drogas utilizadas para tratamentos ou
pesquisas, como exemplo o acyclovir utilizada no tratamento de retrovirus, inibem a
Tag-DNA polimerase dando resultados de falso negativo no diagndstico de pacientes 144,
Até mesmo meios de cultura ou reagentes de extracdo de acidos nucléicos podem

reduzir a eficiéncia da PCR. Em termos praticos, é dificil associar variagdes legitimas no
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d)

e)

mMRNA devido a inibidores presente em amostras distintas que possam ter afetado a
etapa da RT ou PCR. Por outro lado, certos compostos, como o agente redutor
ditiotreitol (DTT) comumente usado para quebrar ligacdes da estrutura secundaria do
RNA e assim facilitar o inicio e processamento de transcricdo reversa, podem retardar ou
inibir a deteccdo de fluorescéncia em reacbes de RT gPCR de etapa Unica (one-step RT
gPCR) [*°], Um controle que pode ser feito é teste uma amostra que n3o possua
seqléncia parecida com os RNAs alvos. Por exemplo, para investigacdo de expressao
em genes humanos, um amplicon de planta ou artificial pode ser testado para verificar a
presenca de inibidores ''**l, Basta verificar a amplificagdo do produto artificial, na
presenca ou ndao do RNA da amostra humana. Na presenca de um inibidor, a deteccdo da
amostra artificial vai ser tardia, apos varios ciclos, ao passo que na amostra controle com
agua o amplicon artificial serd com menor néimero de ciclos da PCR 144,

Normalizacdo contra o RNA total - A Normalizacdo em relagdo ao RNA total, nao

considera as variacoes inerentes das fracdoes do RNA, nem tampouco controla as
variagbes provenientes da RT ou PCR. A normalizagdo contra o RNA total estima
principalmente o RNA ribossomal, o qual representa até 80 % do total. Em geral, o
interesse € mensurar o RNA mensageiro que codifica as proteinas e compreende uma
fracdo entre 2 a 5 % do RNA total. Assumir que a proporcao de rRNA:mRNA é invariavel
o [137, 144].

entre tipos celulares, tecidos ou condigdes ambientais é um equivoc

Normalizacdo contra o DNA genémico - O DNA gendmico também foi sugerido como uma

opcdo para a normalizacao da PCR em tempo real, sendo um método interessante uma
vez que ndo é preciso a sintese de DNA complementar, a transcricdo reversa. Células
que estdo em proliferagdo, estdao replicando seu material genético, portanto tém mais
informagdo genética que outras que ndo estdo em multiplicacdo. Em organismos
eucaridticos, essa diferenca é usualmente menor que dois (< 2), o que nao é tao
problematica. Em contra partida, em células de tumores freqlientemente ocorre variagao

de ploidia, enquanto em células de bactérias ativamente replicantes podem conter até
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f)

oito vezes mais cdpias de certos loci do que células ndo replicantes!**”), Outra limitagdo é
gue os protocolos de extracdo de RNA usuais ndao sao aptos para purificar DNA
simultaneamente 144,

Genes de referéncia - Historicamente, os housekeeping genes como: o gliceroaldeido-3-
fosfato desidrogenase (GAPDH), tubulina, actina, ubiquitina, albumina, ciclofilina, assim
como os genes ndo protéicos como as subunidades 18S e 25S dos rRNAs tém sido
propostos como genes controle para Northern Blot, Ensaios de Protecdo contra
Ribonucleases [RNAse Protection Assays (RPA)], e ensaios qualitativos de RT-PCR[*7), E
aceitavel a utilizagcdo desses genes para estas abordagens semi ou ndo quantitativa, nas
qguais variacdoes qualitativas sdo detectadas. Entretanto, ndo sdo indicados para
mensuragdes quantitativas via PCR em Tempo Real sem serem previamente testados
para as condicbes experimentais especificas e questionados quanto ao objetivo
(hipétese) da aplicacdo [*37],

A normalizacdo através de genes de referéncia € um método simples para o controle
interno do erro experimental da qPCR. Nesse caso o gene de interesse e o de referéncia
estdo sujeitos as variagdes provenientes do todo o processo, desde o método de
extracdo de RNA até a quantificacdo de transcritos, podendo controlar variacbes nas
quantidades iniciais do &cido ribonucléico [*%% 144, Genes constitutivos, ou simplesmente
housekeeping genes (HKG), sdo responsaveis por fungdes basicas para a manutengdo do
funcionamento celular, cuja expressao ja foi tida como constante através dos estadios de
desenvolvimento, tipos celulares/tecidos e condigdes fisioldgicas 137 1441, NZo obstante,
ja é sabido que virtualmente todo gene possui algum grau de modulagdo na sua
transcricdo, portanto é imperativo que o gene (ou genes) escolhido para ser o referencial
da quantificacdo mantenha uma expressao constante nas condicdes experimentais.
Contudo, o advento da PCR em tempo real enfatiza pequenas variacdes moleculares de
modo que estes genes de referéncia comumente usados, os HKG, precisam ser

g [137, 146]

reavaliado No entanto, varias publicacGes utilizam estes genes constitutivos
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sem validacdo apropriada como genes controle da sua presumivel estabilidade de
expressdo. Bas et al (2004)*%7) e Tricocarico et al (2002) [**®) demonstraram que a
escolha equivocada do gene de referéncia pode resultar na alteracdo da validacao
biolégica de genes de interesse. Logo, certos critérios devem ser estabelecidos para
escolha do(s) gene(s) de referéncia.

Um argumento contra a utilizagdo do rRNA como padrdo/referéncia é a sua
variabilidade e desproporgao quanto a sua quantidade, em termos de massa, em relagao

ao RNA mensageiro (mRNA) [132, 137]

. Esse aspecto deve ser considerado ao se prepara
diluicdes seriais para curvas de calibracdo ou durante a quantificagao relativa utilizando o
rRNA como gene de referéncia. Bo-Ka Kim et al. (2003)[**®), ao comparar a variacdo de
expressao entre seis cultivares de arroz durante estadios de crescimento de plantulas,
observou serem estaveis os genes 18S do rRNA e a Tubulina, enquanto os genes GAPDH
e Actina tiveram uma variacdo de 2 vezes, para apenas um cultivar, o Dasan [**°, O
perfil de expressdo destes genes constitutivos vém sendo bem estudado e documentado
em humanos, porém ainda existe certa lacuna de informagdo a respeito destes em
plantas.

Além disso, os genes ribossomais possuem um aparatus de transcricdo diferente
daquele de genes traduzidos e codificadores de proteinas. As RNAs polimerases
eucarioticas I, II e III sintetizam o rRNA, mRNA e tRNA (e pequenos RNAs),
respectivamente. Cada promotor contém um contexto caracteristico, de pequenas
seqléncias conservadas, reconhecidas por fatores de transcricdo, apropriados as
respectivas polimerases!!*®, Os promotores da polimerase I e II, normalmente situam-se
a montante do inicio da transcricdo. As regibes promotoras reconhecidas pela RNA
polimerase II contem uma organizagcdao modular e maior variacdo na sua seqléncia,
possuindo elementos regulatérios, cis-elementos (cis-acting), tipicamente situados nos
200 pb a montante do nucleotideo +1 da transcrigdo [**%!, Alguns desses cis-elementos, e

os respectivos fatores de transcricdo que os reconhecem, estdo presentes e atuam em
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diferentes genes, sdo em boa parte constitutivos. Porém, outros cis-elementos sdo
especificos, pertencem a classes particulares de genes. A ocorréncia destes elementos
regulatérios, constitutivos e especificos, dar-se-a em combinacdes varidveis destas
regides regulatdrias [**°), Portanto, os promotores ativados pela RNA Polimerase II,
possuem seqliéncias regulatdrias proximas ao cédon de iniciagdo, que determinam se o
promotor é expresso todos os tipos celulares ou especificamente regulado. Promotores
que sao expressos “constitutivamente”, cujos genes sao usualmente chamados de
“housekeeping genes”, sao reconhecidos por fatores de transcrigdo ubiquos. Nenhuma
combinacdo entre fator de transcricdo/elemento regulatério, ¢ essencial
componente de um promotor, sugerindo que a iniciacdo da transcricdo pela RNA
polimerase II pode ser ativada por diferentes maneiras [°°,

Os autores devem demonstrar que o gene de referéncia escolhido para a

[137, 146, 151] " Eyistem VAarios

normalizagdo é apropriado para o experimento em questdo
programas disponiveis na Internet que permitem testar multiplos genes de referéncia. O
GeNorm 1391 possibilita a escolha do gene de referéncia baseado na variacdo da média

geométrica do valores de expressao de genes candidatos

(http://www.genomebiology.com/ 2002/3/7/research/0034/); O BestKeeper [*>2 utiliza o

mesmo principio porém servindo-se de dados brutos

(http://www.genequantification.de/BestKeeper-1.zip). Um terceiro programa, o

r (138 n3o apenas mede a variacdo de expressdo, mas também classifica os

NormFinde
genes candidatos a referéncia através das diferencgas intra e intergrupos, ou seja, avalia
qual gene sofreu mais interferéncia das condigdes experimentais. Por fim, deve-se
avaliar se um gene ou mais devem ser utilizados como referéncia [**!, e ainda, se uma
certa variacdo de expressdo do(s) mesmo(s) pode ser considerada sem alterar a

validacdo da expressao do gene de interesse e ou o significado bioldgico ou de

diagndstico 11461,
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g) Moléculas artificiais - De forma alternativa RNA sintéticos incorporados em amostras

podem ser utilizados como controles internos ['4, Esse procedimento pode ser feito pela
clonagem ou transcricdo in vitro em outra espécie e representa um excelente método
potencial para normalizagdo de dados de gPCR ['*), Uma quantidade conhecida de
moléculas artificiais pode ser incorporada na etapa de extracdo de RNA e estardo sujeitas
a todas as nuancas experimentais que afetam o RNA de interesse ['37), O fato da
molécula artificial ndo ser extraida da célula pode acarretar certos problemas em
situagdes onde as amostras possuem diferencas histolégicas, como em tecidos fibrosos,

(1371 S50 necessarios ainda mais estudos sobre esta

investigacdes sobre parede celular
abordagem e, conseqiientemente, a sua padronizacdo para diferentes organismos 371,
Uma desvantagem dessa estratégia é o aumento de custos quando comparada com a
utilizacdo de genes de referéncia endégenos.

Existem varios métodos que podem ser adotados para a normalizacdo da gPCR, os
guais recomenda-se serem adotados conjuntamente sempre que possivel. Uma vez
esclarecido o proposito da pesquisa em questdo, torna-se facil a adocdo criteriosa dessas
medidas. Em geral podemos citar: uniformidade do tamanho das amostras, obter RNA de
boa qualidade e utilizar mesma quantidade para a sintese do DNA complementar. A
utilizacdo de gene referéncia, através da introducao de uma molécula artificial parece ser a
melhor opgdo para normalizacdo e estimativa da expressdo de genes !'*”), Essa estratégia
ainda ndo esta disponivel comercialmente, possivelmente é mais indicada para testes de
rotina, padronizacdao industrial e diagnosticos aplicados em larga escala do que para
investigagao da expressdo génica para estudar e elucidar certos fendmenos bioldgicos. O uso
de genes internos como referéncia € uma forma simples e apropriada de normalizagdo desde
gue se tenha um bom gene, podendo até, ser mais de um. Assim, esse e os demais pontos

criticos da normalizacdo devem experimentalmente considerados antes de alcancar os

resultados da PCR em Tempo Real.
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4.2.5 Fungos Micorrizicos Arbusculares

A sofisticada interagdo mutualistica entre plantas e fungos micorrizicos, € um
processo co-evolutivo de centenas de milhdes de anos que vem afetando o funcionamento e
a biodiversidade ambiental (van der Heilden et al., 1998). Simbiotréficos obrigatérios, os
FMA s6 conseguem completar seu ciclo de vida na presenca de hospedeiro, o qual fornece
carboidratos e outros fatores necessarios ao desenvolvimento e esporulagédo. O processo de
infeccdo que ocorre quando hifas infectivas, provenientes de esporos, hifas no solo ou intra-
radiculares, entram em contato com as raizes das plantas, nos espacos intercelulares. Em
seguida, a hifa avanca para dentro das células corticais internas, onde produz ramificagoes

dicotdbmicas, chamadas de arblsculos [B% &I

Embora o fungo esteja localizado
fisiologicamente interno a célula do cortex, permanece separado do citoplasma da planta
pela membrana peri-arbuscular vegetal, criando-se ai um espaco apopldstico entre os
simbiontes onde ocorrem as trocas de nutrientes 8%, As hifas sdo prolongacdes funcionais
do sistema radicular podendo diferenciar-se em intra e extracelulares, sendo estas
importantes para a formagdo de propagulos, esporos e para agregacao no solo, capazes de
aumentar a disponibilidades de certos nutrientes, em particular do ion fosfato &% 85I,

O processo de colonizacdo é controlado, ndo ocorrendo em regibes meristematicas e
em vasos condutores. Nao ha colonizacdo de todas as células do cértex, nem formacao de
arbusculos em todas as extremidades das hifas intra-radiculares. Entretanto a diferenciagao
em arbusculos requer alteragbes estruturais e metabdlicas, tais como a deformacdo da
parede celular fangica, sintese de membrana plasmatica, fragmentagdo do vaclolo, aumento
do volume citoplasmatico, rearranjo do citoesqueleto %), No hospedeiro ocorre ativacdo e
expressdao de genes relacionados com absorcdao de Pi e transporte de sacarose, detectados
através do acUmulo de transcritos, atividade enzimatica e de proteinas ®*. Os aspectos
anatomicos e fisioldgicos na colonizacdo de raizes por FMA s3o conhecidos, enquanto as

bases moleculares desta simbiose, assim como a absorcdo de P pelas plantas neste sistema

ecoldgico, ndo sdo bem compreendidas e merecem ser estudadas 67/ ¢8],
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4.2.6 Transportadores de fosforo (PT)

Experimentos usando sistemas de expressao heterélogos demonstram que os
transportadores de P de plantas realizam o co-transporte de H+/Pi, com alta afinidade por
fosfato [5673 74 73] Esses transportadores de P de plantas, juntamente com o Pho84 de
leveduras que foi o primeiro a ser caracterizado [°3!, e outros simportadores H+/Pi de

s [13 estdo incluidos na familia génica Phtl *°], A segunda classe de transportadores

fungo
de P, Pht2, possui similaridade de seqliéncia com o simportador de Na+/Pi PHO-84 de
Neurospora crassa ['**) e PHO89 de Saccharomyces cerevisiae [*°%), O transportador de
baixa afinidade por P de Arabidopsis, Pht2;1, embora tenha similaridade com PHO89, parece
ser um co-transportador de H+/Pi assim como os ortélogos de archaebactérias e eubactérias
[", Este transportador de Arabidopsis é expresso nas folhas, independente do status de Pi na
planta, provavelmente envolvido no re-alocacdo de P em érgdos e tecidos verdes [,

Em Arabidopsis, nove genes de transportadores de alta afinidade por fosfato,
denominados de ARAth;Phtl;1 a ARAth;Pht1;9, participam da absorcdao e mobilizacdo de P
durante o desenvolvimento. Quatro destes sdo preferencialmente expressos nas raizes sob
a privacao de P, os outros sdo expressos em cotilédones, folhas, ramos, flores e grdos de

polen 1571,

Em arroz, no cultivar Nipponbare, identificaram-se 13 seqliéncias de
transportadores de P, denominados de ORYsa;Pht1;1 a ORYsa;Pht1;13[7°l. Dez destes TP de
arroz tem expressdo variavel nas raizes com baixo P na presenga ou ndo de micorrizas,
enquanto OsPT7 e OsPT8 foram timidamente expressos e OsPT12 e OsPT13 ndo foram

detectados via PCR em tempo real [,

Outros genes de TP foram caracterizados, sendo
exclusivamente induzidos em raizes micorrizicas (SOLtu;Pht1;3 de batata, Rausch et al.,

2001; MEDtr;Phtl1;4 de Medicago truncatula, Harrison et al., 2002; ORYsa;Phtl1;11 de arroz,

[79]

Em 2001, Figueira et al. [*58

, descreveram cinco clusters de cana-de-aglcar como
transportadores de alta afinidade por fosfato. Destes cinco, o cluster SCEQRT1028B07.g,
montado por 28 EST, permitiu a predicdo de uma proteina com 541 aminoacidos,
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apresentando a hidropatia e topologia com os 12 dominios transmembranares,
caracteristicas especificas de proteinas transpotadores de alta afinidade por fosfato [*2l. As
analises de Southern, de dois EST contra duas variedades (SP80-4966 e SP80-180) sugerem
a ocorréncia de pelo menos 10 cdpias de cada um destes TP no genoma de cana-de-
aclcar’®. Nogueira et al. (2003)!1%% utilizando macro arranjos de EST, observaram a
indugdo por frio do clone SCCCHR1003H07.g de cana-de-acglcar, com alta similaridade com
o transportador de fosfato Phtl;2 de Oryza sativa, cultivar indica (AAM14593 NCBI). O
seqlienciamento 3° dos clones do cluster SCEQRT1028B07.g sugere que existam isoformas
de genes Phtl de transportadores de fosfato dentro do préprio cluster 78, A seqiiéncia
consensual deste cluster apresenta similaridade >80% com o OsPT8 e OsPT12, sendo

1781 Estd claro que os TP de

moderadamente expresso apos 14 dias sem P em hidroponia
cana-de-aglcar foram parcialmente caracterizados e carecem de estudos de expressdo,
principalmente sob influéncia da colonizagdo com MA.

A guantificacdo da absorcdo micorrizica do Pi € a sua importancia simbidtica tem
surgido como tema de trabalhos recentes paralelamente a identificacdo de transportadores
de fosfato operantes durante desenvolvimento de micorrizas em espécies de plantas.
Transportadores de fosfato especificamente expressos, sendo fortemente induzidos ou
alterados em raizes micorrizicas tém sido identificados em cereais (Oryza sativa) 7%,
solanaceas (Solanum tuberosum; L. esculentum; Petunia hybrida) 6% 161 1621 & Jeguminosas
(M. truncatula; Lotus japonicus) [163162],

A imuno-localizacdo do transportador de fosfato MEDtr;Pht1;4 confirmou que a sua
expressao ocorreu na membrana celular, ao redor de arbusculos formados, em raizes de

e 1831 A transformacgdo de batata com o

Medicago truncatula infectadas com G. vesiform
promotor do SOLtu;Pht1;3 fundido ao gene repérter GUS (B-glucuronidase) demonstrou a
sua expressdo em células arbusculadas ['®%, Trabalhos subseqiientes associaram essa
expressao a hifas intra-radiculares de MA, nao sendo influenciada por infecgbes patogénicas

[162] O transportador de tomate Phtl:1 é expresso em raizes micorrizicas ou ndo, porém a
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sua localizagao via hibridizagao in situ demonstrou expressao diferencial na epiderme e pélos
radiculares em raizes ndo micorrizicas’*! e células arbusculadas do cértex da raiz %', Esse
resultado sugere o envolvimento do Phtl;1 de tomate na aquisicdo micorrizica do Pi.

A comparacdao da seqiéncia destes transportadores de fosfato regulados pelo
desenvolvimento de micorrizas arbusculares indicou maior similaridade entre os
provenientes de tomate (Phtl:1) e Medicago truncatula (Phtl;4), sendo o gene Phtl;11 de
arroz considerado evolutivamente mais distante [7°!,

As andlises filogenéticas podem auxiliar na interpretacdo e predicdo sobre a possivel
origem e relagbes entre os diferentes genes e suas provaveis fungdes, no caso aqui dos
transportadores de fosfato. A similaridade observada entre os transportadores de fosfato
Pht1;4 de Medicago truncatula %%, Pht1;4 de batata (n°® de acesso YA793559 no GenBank)
e o Pht1;11 de arroz "), os segregam de outros membros da subfamilia Phtl ja descritos,
denotando uma possivel selecdo funcional (Karandashov 2005). E possivel que estes trés
transportadores (MEDtr;Pht1;4, SOLtu;Phtl1;4 e ORYsa;Pht1;11), induzidos por micorrizas
possuam caracteristicas bioguimicas que os diferem dos demais membros da subfamilia
Phtl. Por outro lado, a maioria dos transportadores de fosfato do tipo Phtl, em grande parte
provenientes de dicotiledoneas, exibe expressdo constitutiva em distintos 6rgdos como o
gene SOLtu;Pht1;1 7 181 e agrupam-se em homodlogos que apresentam tecido-
especificidade sob certos estimulos %1,

A expressdo do transportador de fosfato Phtl;11 de arroz esta relacionada com
presenca de estruturas micorrizicas e, presumivelmente, envolvi a translocacdo de Pi para

[79]

planta . O transportador de fosfato MtPT4 é expresso na membrana peri-arbuscular da

a °1 1831 '|ogo se entende que seja responsavel pela aquisicdo do fésforo

Medicago truncatul
absorvido pelo fungo. Assim recentes estudos tém identificado outros transportadores de
fosfato similares em plantas micorrizicas [16% 1651,

Para identificar a fungao dos nove transportadores de P de Arabidopsis na nutrigao de

fosforo, Mudge et al. (2002)!57) isolaram regides promotoras de cada um e fusionaram aos
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genes repdrteres B-glucuronidase e/ou “green fluorescent protein” (GFP) e introduzindo via
Agrobacterium tumefciens na planta. Os promotores de Phtl-1, Pht1l-2, Phtl-3 e Phtl-4 de
Arabidopsis direcionaram a expressdo para a epiderme das raizes, em solos contendo baixa
concentracdo de Pi, de modo semelhante aos TP descritos para tomate Pht1;1 e Pht1;2 [°8],
e de M. truncatula Pht1;1 [”®), Em um estudo usando genes repérteres coordenados pelos
promotores de ARAth;Phtl;1 e ARAth;Phtl;2, se observou a expressao em paralelo de
genes quiméricos e genes nativos (ARAth;Phtl;1 e ARAth;Pht1;2) em fungdo das
concentragdes de Pi no meio [1®®), N&o foram identificadas regies promotoras que dirijam a
expressao especifica dos transportadores para as raizes, porém o estudo demonstrou que ha
dois sistemas de transportadores de alta afinidade operantes: um que atua rapido e
especificamente devido a falta de Pi, enquanto o outro age em funcdo da deficiéncia

prolongada de Pj [1¢]

. Em arabidopsis foram identificados cis-elementos regulatérios em
genes de resposta rapida (4 horas) e tardia (28-100 horas) a deficiéncia de P, os quais
podem atuar como elementos cis de regulacdo, ligando-se a fatores de transcrigdo 671,
Duas seqliéncias apresentaram uma freqléncia significativa (P<0,05) nos promotores de
resposta rapida em relagdo a todos os genes (>8000) fixados em um microarranjo 71, A

primeira seqiiéncia consenso é similar ao elemento PHO [18]

, enquanto o segundo consenso
apresenta-se similar ao TATA-box descrito por Rossel et al (2002) %%, Enquanto, quatro
outras seqiiéncias regulatérias estdo presentes tanto em genes de resposta rapida quanto

nos de resposta tardia com freqliéncias significativas, os quais sdo possiveis alvos de fatores

de transcricdo, que aumentam a expressao mediante estresse por P [167, 170] (Quadro 2).
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Quadro 2. Genes estudados por Hammond et al. (2003) em microarranjos (n = 8250).

Genes responsivos a P~ o
Referéncias

Nome Seqliéncia consenso (4 h -P) (28-100 h -P)
Ne (%)% N° (%)**
PHO-like C(G/T/A)(C/T/A)GTGG 18 32,1 - - [167]
TATAbox-like TATAAATA 20 35,7 - - [167]
PHR1-binding site  GNATATNC 10 16,7 9 17,6 [170]
PHO CACGT(G/C) 17 28,3 16 31,4 L1681
ATGCCAT 1 1,7 2 3,9 [168)
Heliz-loop-helix CA(T/G)(A/C)TG 32 53,3 23 45,1 L1681
NIT2 TATC(A/T)(A/T) 42 70,0 36 70,6 [168)

* Percentual de um total de 60 genes induzidos apos 4 horas sem P.
** Percentual de um total de 51 genes induzidos apés 28-100 horas sem P.

Karthikeyan et al. (2002) ['%¢], sugerem que genes repérteres podem ser usados
como indicadores da ativacdo de transcritos de genes expressos sob deficiéncia de P. A
deteccao deste fendtipo nas folhas, via gene repédrter, seria uma indicacdo de estresse
fisioldgico por P e da necessidade de adubacdo °7). E necessario que o promotor coordene
uma resposta exclusiva a deficiéncia por P, na qual a expressdao do gene repdorter aumente
gradativamente, enquanto a deficiéncia de P ndo afete o crescimento da planta. Em
Arabidopsis este periodo esta entre 24 a 72 horas apds a remogao do P 11671,

Os padrdes temporais de expressdo génica cultivando M. truncatula inoculada com G.
versiforme, foram evidenciados em arranjos de cDNA []. Um incremento de expressao de
genes de defesa e induzidos por estresse, ocorreu no inicio do contato entre simbiontes e
conseqliente decréscimo com o desenvolvimento da simbiose. Em um segundo grupo,
contendo genes similares a componentes de vias de transducdo de sinais, houve uma
expressao tardia associada a colonizacdo das raizes (Liu et al., 2003). Neste trabalho,
apenas 3% dos genes nos arranjos de cDNAs demonstraram mudangas na expressao
durante o desenvolvimento da simbiose, a maioria foi induzida e teve aumento da
expressao, ndo mostrando sensibilidade ao alto Pi. A fertilizacdo de P também nao afetou a

expressao de 12 genes de M. truncatula induzidos mediante a simbiose com G. mosseae
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(Brechnmanncher et al., 2003). Estes resultados sugerem que alteracdes no nivel de
transcritos estao relacionadas com as interacdoes com o fungo, e ndo sendo um efeito
secundario da nutricdo por P (Liu et al., 2003).
Wang et al (2001), estudando a expressdo de 1280 genes sob influencia de deficiéncia de
trés nutrientes (P, K e Fe), observou a indugdo do Phtl;1 de tomate com uma cinética de
expressao similar para os trés tratamentos nos quais, o gene foi ativado entre 3 e 12 horas
apo6s a imposicao de deficiéncia de cada mineral. Nos tratamentos com deficiéncia de K e Fe
houve uma maior indugdo do Pht1;1 tomate, do que nos tratamento sem P porém, Liu et al
(1998) nao observaram o mesmo apods cultivo de tomates sem K ou Fe por periodo de 5
dias. Ja o Phtl;2 de tomateiro, ndo apresentou expressao significativa em arranjos de cDNA
para os tratamentos sem K ou Fe (Wang et al., 2001). Nesse experimento, a expressdao do
Pht1;2 foi sensivelmente inferior do que Pht1;1 no tratamento sem P, estando este ultimo
entre os genes com maior acumulo de transcritos quando comparados com outros de
transportadores de K e Zn em tomate (LeKC1, LeilRT1 e LeHAK5) [Wang et al., 2001].
Hammond et al. (2003) [**71  investigando sobre deficiéncia de fosfato em
Arabidopsis, usando a tecnologia de microarranjos, encontraram a expressao diferencial de
49 genes, cem horas apos a deficiéncia de P. Nestes arranjos ndo se observou a expressao
de nenhum dos cinco genes (At2g02990, RNS1; At2g32830, Phtl;5; At3g26570, Pht2;1;
At5g43350, Phtl;1) previamente descritos como induziveis por deficiéncia de P. Entretanto,
detectou-se baixa presenca de transcritos de Pht2;1 (TP de baixa afinidade) em apenas uma
das duas repeticdes experimentais. Os transportadores de fosfato Phtl;5 (At2g3830) e
Pht2;1 (At3g26570), apresentam expressdao na parte aérea de plantas de Arabidopsis
cultivadas sob deficiéncia de P (Daram et al, 1999; Mudge et al, 2002; Versam e Harrison,
2002), enquanto o transportador de fosfato Phtl;1 (At5g43350) € expresso apenas nas
raizes de Arabidopsis (Muchhal et al, 1996; Mudge et al. 2002). Estes resultados sugerem
que a expressdao deste transportador de fosfato e transiente na natureza, e pode ser

modulada por deficiéncias de outros nutrientes ou estimulos ambientais. Os estudos acima
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demonstram que a expressdo de transportadores de fosfato acontece num periodo entre 12

horas a poucos dias da privacdo de P, dependendo da espécie.

4.2.7 Validacao de expressdao em cana-de-acucar via qPCR

A producgdo de etanol como fonte de energia renovavel, tem sido encorajada em ao
redor do mundo sempre que seja de forma sustentavel, ecoldégica e economicamente viavel
[171] A cana-de-aglcar tem sido selecionada geneticamente nesse sentido, e hoje cultivares
industriais possuem flexibilidade para produzir aglcar ou etanol, além de outras aptiddes
que vdo desde a capacidade de gerar energia elétrica até o potencial para fitorremediagéo
(1721 Nos ultimos anos, projetos de seqiienciamento genémico associados a andlises do perfil
transcricional buscaram identificar caracteristicas génicas de interesse da cana-de-acgucar,
com o escopo de incrementar o melhoramento assistido ou a selecdo de genes para
manipulacdo genética. Estes estudos tém sido realizados com genes de interesse
agrondmico ou com potencial biotecnoldgico nos mais diversos 6rgdos ou tecidos na planta,
tais como: folhas, meristemas, inflorescéncia, colmo e raizes, estando correlacionados com
importantes processos bioldgicos como: desenvolvimento, florescimento, acimulo de aclcar
e respostas a estresse bidticos e abidticos.

Este capitulo descreve a analise da variabilidade e estabilidade de expressédo de cinco
genes classicamente conhecidos como "“housekeeping genes”. Estes genes - Actina,
Tubulina, GAPDH, UbiQ1 e UbiQ2 - tém sido utilizados como genes normalizadores ou como
gene de referéncia para a validacdo da expressao de genes de interesse em plantas e
animais por diversas técnicas como: RT-PCR, Northern e gPCR (PCR em Tempo Real). Logo,
o seu perfil de expressdo foi estudado para saber se sdo realmente bons “normalizadores”
para serem aplicaodos como genes de referéncia via qPCR, em estudos moleculares com
diversos tecidos ou 6rgdos de cana-de-aglUcar: meristema, inflorescéncia, colmo, folha e

raizes cultivadas com alto e baixo Pi. A seguir, foi determinada a expressao relativa de

alguns genes de interesse, tais como: metalotioneinas tipo I, II e III, e os transportadores
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de fosfato PT7 e PT8. Esses genes estdo associados ou s3o expressos em resposta ao o
acumulo de sacarose, estresse oxidativo, absorgdo e uso do fosfato e tem sido alvo de
interesse em diversas plantas, mais recentemente em cana-de-aclcar nos projetos
desenvolvidos no Laboratdrio de Melhoramento de Plantas do CENA-USP. Em particular, os
transportadores de fosfato foram estudados em raizes cultivadas com micorriza ou ndo apds

58 dias pos-inoculacdo (dpi). E estes resultados relacionados aos do capitulo anterior.
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4.3 MATERIAL E METODOS
4.3.1 Teste de genes de referéncia em cana-de-agicar

4.3.1.1 Material vegetal

Amostras de cana-de-aclcar coletadas de meristema, inflorescéncia, folha,
parénquima do colmo de plantas maduras, crescidas a campo e também de raizes de plantas
cultivadas em vasos, sob efeito de alto e baixo fésforo, ou seja, 20 e 200 mg de P kg™ de
substrato (areia vermiculita, 2:1 v/v). As amostras do meristema foram coletadas da
variedade SP 87-432; as amostras do colmo foram coletadas da F1 derivada do cruzamento
de das variedades SP 80-180 e SP 80-4966; e por fim as amostras de folha e raizes foram
coletadas da variedade SP 80-3280. As amostras vegetais foram imediatamente congeladas

em nitrogénio liquido apds a coleta e estocadas a -80°C para posterior extracdo de RNA.

4.3.1.2 Purificacdo de RNA e sintese de cDNA

O RNA total de cana-de-aglcar foi extraido, a partir de 100 mg das amostras de
meristema, inflorescéncia, folha, colmo e raizes, utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
que consiste em uma solugdo mono-fasica de isotiocianato de guanidina/fenol, baseado no

método desenvolvido por Chomczynski & Sacchi 73],

Apds macerar as amostras em
almofariz contendo nitrogénio liquido, adicionou-se 1,0 mL de Trizol seguido de
homogeneizacao por 15 seg, incubacdo por 3 minutos e centrifugadas a 12.000 x g por 15
min a 4 °C. A fase aquosa foi recolhida em tubo novo, precipitada com alcool isopropilico por
10 min a 30 °C e centrifugada a 12.000 x g por 10 min a 4 °C. Em seguida, o precipitado
(pellet) de RNA foi lavado em etanol 75% (v/v), agitado por 30 seg e centrifugado a 7.500 g
por 10 min a 4 °C. Os RNAs foram dissolvidos em dietil-pirocarbonato 0,01% (H,O DEPC) e

estocados a -80 °C. A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de



agarose 1,2%, (m/v) utilizando-se brometo de etideo (0,5 yg mL') para visualizacdo das
bandas. A aquisicdo de imagens dos géis foi feita com camera digital e as mesmas

processadas no programa Kodak Digital Science 1 (Kodak).

A integridade do RNA total foi confirmada eletroforeticamente em gel 1,5 % de
agarose e a concentragcdo medida por espectrofotometria a 260 nm. A pureza do RNA foi
determinada de acordo com a razdo 260/280 nm com valores médios entre 1,8 a 2,0. Cinco
microgramas (5 Pg) do RNA total e 500 ng de dligos dT contidas em um volume de 11 pL
foram incubados a 70°C por 5 min e em seguida a 4°C por 2 min. Logo apo6s adicionou-se 4
ML do tampdo de sintese da primeira fita de DNA (MBI Fermentas), 2 yL da mistura 10 mM
de trifosfato desoxiribonucleotideos (dNTPs), 1 uL (40 U) de inibidor ndo competitivo de
RNAse tipo pancreatica RNAseOut (Invitrogen) e 1 pL (200 U) da enzima transcriptase
reversa (RTase) RevertAid M-Mulv (MBI Fermentas), a reacdo foi incubada a 42°C por 1 h.
Para finalizar a RT a temperatura foi elevada a 70°C por 10 min e resfriada a 4°C por 2 min.
Em seguida foi adicionado 1 pL (5 U) da RNAse-H (New England BiolLabs) incubando a 37°C

por 20 min, e resfriada a 4°C.

4.3.1.3 Desenho de iniciadores

Os iniciadores (primers) foram desenhado com auxilio do aplicativo Primer3 disponivel

em http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi. Os limites estipulados de

temperatura de anelamento e tamanho do amplicon para selecdo de iniciadores foram de 59 a
61°C e de 100 a 250 pb, respectivamente. O par de iniciadores selecionados para cada gene
foi testado para: estabilidade, Tm, conteldo de base CG (%), e interagbes entre iniciadores
(homodimeros e heterodimemros), através do programa NetPrimer acessado em

http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/  netprlaunch.html. @ Sempre que

possivel os iniciadores foram desenhados de forma a situarem-se entre éxons consecutivos,
intercalado por um intron. O que foi possivel para metalotioneina. Os iniciadores dos

transportadores de fosfato foram desenhado na regido 3 'UTR. Em geral, nessa regido nao
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traduzida maiores variagbes de seqliéncia para detecgdo especifica dos genes PT7 e PT8. Os
pares de iniciadores para cada gene estdo apresentados na Tabela 14, nos Resultados,
mostrando as abreviacbes dos genes, referéncias, fonte, tamanho dos amplicon. Os genes
similares, pertencentes a mesma familia ou classe funcional foram alinhados para comparacgao
de seqliéncias através do programa Clustalw 1,8 (BCM Search Launcher: Multiple Sequence

Alignments) disponivel em http://searchlauncher.bcm.tmc.edu/multi-align/multi-align.html.

Sempre que conveniente estes alinhamentos resultantes em formato FASTA-output foram
transformado em arquivos RTF-new coma ferramenta BoxShade 3.21 disponivel em

http://www.ch.embnet.org/ software/BOX form.html.

4.3.1.4 PCR em Tempo Real

As reacBes de PCR em Tempo Real foram conduzidas com a tecnologia SYBR Green®
(Molecular Beacons) no sistema de RotorGene-3000 [**!!, Cada reagdo foi preparada com 5
ML do complexo Platinum SYBR GREEN gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen), 5uM dos
iniciadores senso e reverso e 1 pL da diluicdo 1:10 de cDNA para servir de molde de DNA
para a PCR totalizando um volume final de 10 pL por tubo. O perfil da reacdo foi
estabelecido com duas etapas constantes de: 95°C por 2 min e 50°C for 2 min; seguidas de
45 ciclos de: 95°C por 10 seg, 60°C for 30 seg, desnaturacdao e anelamento/extensao,
respectivamente. Um protocolo de dissociacdo foi adicionado ao final da termociclagem,
ajustado de 72 a 95°C, determinando a curva de dissociacao dos produtos da PCR. Todo
experimento de PCR em Tempo Real incluiu: amostras em triplicatas; um controle negativo
(uma duplicata de reacdao sem DNA molde) e uma curva padrao de composta de triplicatas
de trés diluicdes seriais (10!, 102 e 10®) do cDNA. Os dados foram processados no

aplicativo Rotor-Gene Real-Time Analysis 6.0 [141],

4.3.1.5 Delineamento experimental e estabilidade génica
A expressdo génica foi avaliada em triplicatas (3) de cada tecido/6rgédo (6) para cada
gene (n=18) e designada com os seguintes simbolos: meristema (M), inflorescéncia (I),

126



folha (F), colmo (C) raizes de plantas cultivadas com alto P (RP+) e com baixo P (RP-). A
analise da curva padrdo da diluicdo serial do cDNA de cada gene serviu como referencial
para calcularem-se as concentragdes génicas com base em: um modelo de regressdo linear,
valores logaritmicos das concentragdes e com o “threshold”, ou seja, o limite de detecgao de
estabelecido em 10% da fluorescéncia. Esses valores de concentracdes serviram para
calcular a variacbes e a estabilidade de expressdo génica, e assim avaliar os candidatos a
genes de referéncia. Dois aplicativos disponiveis na Internet foram utilizados e avaliados
guanto a sua performance, o NormFinder e o GeNorm. As anadlises do NormFinder fazem
uma estimativa da variacdo da expressao intra e intergrupos, e ainda combina as duas para
calcular valores de estabilidade (Sv = stability value) dos genes candidatos [Andersen et al.,
2004]. As anadlises realizadas com GeNorm permitem o calculo de fatores de normalizacdo
para cada amostra tecido/érgdo com base na média geométrica do gene testado
[Vadensompele et al., 2002]. Para todo o gene analisado o GeNorm calcula a variagao aos
pares, ou seja, analisa a variacdo de expressdo dois a dois de todas as possiveis
combinagdes génicas deste gene pareado contra os demais candidatos. O algoritmo do
programa calcula a variabilidade de um gene com base no desvio padrdao da razdao de
expressao logaritmica de um par de genes, definindo um valor de estabilidade M para cada
gene. O valor M é inversamente proporcional a variacdo de expressdao do gene avaliado.
Quanto maior o valor razdo de expressdo logaritmica do par génico, menor serd sua
estabilidade de expressdao do gene. Apds a selecdo de um gene, ou genes, para a
normalizacdo em cada um dos tecidos avaliados, calculou-se a variacdo de expressao
relativa com auxilio do aplicativo Relative Expression Software Tool (REST-2005 version-
BETA 1.9.9), de autoria de M. Herrmann & M.W. Pfaffl (240 141 disponivel em http//:gene-
guantification.info. A utilizacdo deste programa permitiu uma estimativa de expressao
génica com nivel de significancia entre genes alvo e gene(s) de referéncia. O programa
realiza testes consecutivos e convergentes para avaliar o grau de incerteza dos valores de

expressdo génica obtidos, utilizando randdmico e de bootstrap [*74,
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4.3.2 Expressao génica durante simbiose micorrizica entre o fungo Glomus clarum e cana-

de-acucar

4.3.2.1 Extracao de RNA

Amostras de 500 mg de raizes foram maceradas em almofariz contendo nitrogénio
liguido, e o RNA total foi extraido com o reagente Trizol (Invitrogen) de acordo com
instrucdes do fabricante: ao macerado de raizes foi acrescentado 1,5 mL de Trizol seguido
de homogeneizagdo por 15 seg. Em seguida as amostras foram incubadas por 3 minutos e
centrifugadas a 12.000 x g a 4°C por 15 min. A fase liquida foi recolhida em tubo novo,
acrescentando-se 300 uL de cloroférmio. Apos vigorosa agitagdo por 15 seg e incubagdo por
3 min a temperatura ambiente, as amostras foram centrifugadas 12000 x g a 4°C por 15
min. A mistura entdo se separa em uma fase inferior organica contendo fenol, cloroférmio,
compostos fendlicos, e uma fase aquosa superior, a qual foi transferida para novo tubo. O
RNA foi precipitado com 750 pL de alcool isopropilico por 10 min a 30°C e centrifugada a
12.000 x g a 4°C por 10 min. Em seguida, o precipitado (pellet) de RNA foi lavado em
solucdo 75 % etanol (v/v) livre de ribonucleases, agitado por 30 seg e centrifugado a 7.500
g por 10 min a 4 °C. Os RNAs foram dissolvidos em dietil-pirocarbonato 0,01% (H,O DEPC
autoclavado) e estocados a -80°C.

A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1,2%,
(m/v) utilizando-se brometo de etideo (0,5 pg mL?') para visualizagdo das bandas
(Sambrook et al. 1989). A aquisicdo da imagem dos géis foi feita com céamera digital e

processada com o programa Kodak Digital Science 1 (Kodak).

4.3.2.2 Sintese da primeira fita de cDNA
A sintese da primeira fita de cDNA foi feita partindo-se de 2 ug de RNA total, de cada

tratamento, 50 ng de iniciadores Oligo-dT (12-18) e H,O DEPC para volume final de 12 uL. O
RNA foi desnaturado a 70°C por 10 min e resfriada em gelo por 1 min. Foi adicionado o

tampado da PCR 1x (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 e KCI 50 mM), MgCl, 2,5 mM, dNTPs 500 uM e



DTT 10 mM. As amostras foram incubadas a 42°C por 5 min, depois adicionou-se 200 U de
transcriptase reversa Superscript II. Incubou-se a reacdo a 42°C por 5 min e em seguida as
enzimas foram inativadas a 70°C por 15 min. Foram adicionadas 2 U de RNaseH por reacao,
incubando-as por 20 min a 37°C, para a degradacdo das fitas de RNA dos hibridos de
cDNA:RNA formados. As solucGes de cDNA foram armazenadas a -20°C.

O cDNA obtido foi testado com amplificacdes via PCR realizadas nas seguintes
condicOes: solucdao tampdo PCR 1X (20 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mM de KCIl), 4 mM
MgCl,, 3 mM dNTPs 0,1 uM de iniciadores especificos de peroxidase e 1 U de Tag-DNA
polimerase. A amplificacdo foi realizada em um ciclo de desnaturagdo: 94°C por 3 min; 35
ciclos de amplificacdo: 94°C por 1 min, 50°C por 1 min e 72°C por 1 min; e com uma
extensdao final a 72°C por 10 min. Os produtos da PCR foram fracionados
eletroforeticamente em gel 1x de tampdo SB (10 mM hidroxido de sodio, pH ajustado para

8.5 com &cido bérico) [*7%! e 1,2 % de agarose.

4.3.2.3 Amplificacdao do DNA e cDNA pela reacdao em cadeia da polimerase

Para a amplificacdo do fragmento dos genes que codificam para os transportadores
de fosfato PT6, PT7 e PT8, e mais a peroxidase foram utilizado o oligonucleotideos
iniciadores especificos, conforme a Tabela 13, sintetizados pela Invitrogen (Invitrogen,
Califérnia, USA) e Prodimol Biotecnoligia S.A. (Belo Horizonte, MG). A amplificagdo foi feita
em solugao contendo: tampao PCR 1X (Tris-HClI 20 mM pH 8,4 e KClI 50 mM), MgCI2 1,5
mM, dNTPs 3 mM, iniciadores Perox R e F 10 pmol, 10 ng de DNA vegetal ou cDNA dos
tratamentos e 1 U de Tag-DNA polimerase. A amplificacdo foi realizada em um ciclo a 940C
por 2 min, 30 ciclos de 30 seg a 94°C, 30 seg a 60°C e 1 min a 72°C e uma extensao final

por 5 min a 72°C.

4.3.2.4 Analises de expressao via qPCR
Os cDNAs gerados foram amplificados por gPCR em solucdo comercial PlatSybr gPCR
de acordo com as instrucdes do fabricante, utilizando 1 pyL de cDNA diluido 10 x e 5 pmol de
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oligonucleotideos iniciadores, sense e antisense, de cada gene. As condi¢cdes da amplificagdo
foram as seguintes: 2 min a 94°C, 45 ciclos de 45 seg a 94°C, 11 seg a 60°C, 30 seg a 72
°C e uma extensao final por 5 min a 72 °C. A amplificacdo foi realizada no aparelho Rotor-
Gene 3000 (Corbett Research) com deteccdo da fluorescéncia emitida a cada ciclo da PCR. A
cinética das reacGes foram registradas e as curvas do aumento de copias do cDNA original
foram geradas pelo software Rotor-Gene Real-Time versdo 6.0, que fornece os valores de
ciclo-limite de leitura (Ct), eficiéncia da PCR (E) e valores de R?. A quantificacdo relativa da
expressdo génica foi realizada utilizando-se o modelo proposto por Pfaffl (2002)[*%% com

auxilio do programa REST-2005 (Corbett Research) !,

4.3.3 Southern nao radioativo

4.3.3.1 Purifucacao de fragmentos

Os fragmentos amplificados via PCR (item 4.3.2.3) dos genes PT6, PT7, PT8 e Perox
foram cortados do gel, com cerca de 300 mg utilizando uma lamina de bisturi nova, e
extraidos com o Kit de purificagdo de DNA GFX (GE Healthcare) conforme as instrugdes do
fabricante. Os sedimentos de DNA purificado produzidos foram eluidos em 30 pyL de agua
mQ estéril e uma aliquota de 5 pL foi aplicada em gel de agarose 1,7 % para eletroforese e
diagnéstico da purificacdo. A concentracdo de DNA de cada purificacdo foi determinada
indiretamente pelo programa Kodak Digital Science 1D, sendo entdao confeccionadas
diluicdes para a concentracdo de 10 ng pL™? para utilizacdo nas reagdes de marcagdo de

sondas.

4.3.3.2 Marcacao de sonda

A reacao de marcacao das sondas utilizou o sistema nao-radioativo AlkPhos Direct (GE
Healthcare). Na reacdo, amostras de 50 ng de DNA purificado e desnaturado de cada

fragmento purificado (PT6, PT7, PT8 e Perox), foram incubados a 37°C por 30 min conforme
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instrucdes do fabricante e marcados via ligacao covalente da enzima fosfatase alcalina ao DNA

fita simples.

4.3.3.3 Hibridizacao e detecgao de sinal

Dez pg de DNA gendomico de cana-de-agUcar foram digeridos a 37°C por onze horas
com as seguintes enzimas: EcoR I, Hind III e Xba I. As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8% em SB por 15 horas a 1,5 volts cm™. Em seguida, o gel
foi tratado com solucdo de depurinacdao (0,25 M HCI) por dez min, desnaturado com duas
lavagens em solugdo com 1,5M NaCl e 0,5M NaOH, e neutralizado com 1,5M NaCl; 0,5M Tris-
HCI pH 7,0. A transferéncia por capilaridade do DNA para a membrana nailon foi favorecida
pelo tampao salinos 10X SSC, durante 16 horas. Apds a transferéncia, a membrana foi seca
(30 min 80°C) e o DNA fixado com tratamento de UV calibrado a 70.000 pJ cm™ de
membrana, usando o programa padrao do transiluminador de ultra-violeta Hoffer UVC 500
(GE Healthcare). A pré-hibridizacdo transcorreu a 60°C por 60-90 min, utilizando o kit AlkPhos
Direct como descrito anteriormente. A hibridizacdo a 65°C, percorreu durante a noite (15 h)
utilizando 5 ng mL? de sonda marcada com a fosfatase alcalina. A geracdo do sinal para
deteccdo utilizou a fosfatase alcalina ligada a sonda, para catalisar a decomposicao, durante 5
min, do substrato estavel dioxetano, o CDP-Star (GE Healthcare). A energia luminosa gerada
possui uma fase lag curta o que possibilitou a rapida deteccao do sinal via sensibilizagdo do
Hyperfilm ECL (GE Healthcare), com apenas uma hora de exposi¢do. A revelagdo em camara
escura foi realizada com processadora automatica (MacrotecMX-2), com solucao reveladora e
fixadora RP X-Omat (Kodak, S. J. Campos, Brasil). A sonda foi entdo removida tratando a
membrana com 0,5% SDS (p/v) a 60°C por 1 hora, seguido de lavagem com 100mM Tris, pH

8,0. A membrana Umida foi guardada a 4°C em saco plastico até a proxima hibridizacéo.
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4.4 RESULTADOS E DIScussAo

4.4.1 Selegao de genes

A primeira parte desse capitulo focaliza a avaliagdo de genes para serem utilizados
como referéncia na quantificagdo relativa em analise da expressao génica de cana-de-
aglicar. Com esse propésito foram avaliados cinco genes de fungdes basicas (housekeeping
genes) de cana-de-aglcar (genes/proteina): Actina (B-actina), Tubulina (Tubulina p-2/p-3),
GAPDH (gliceroaldeido-3-fosfato desidrogenase/citossodlica) e as poliubiquitinas (UbiQ) 1 e 2,
0S quais sdo expressos em varios tecidos ou 6rgaos de cana-de-agucar e encontrados em
diversas bibliotecas de EST do projeto genoma da cana-de-aglicar, o SUCEST !**2], como
ilustra a Tabela 13. Utilizando a ferramenta Gost (Gene Ontlogy Blast Service), disponivel no

sitio http://www.godatabase.org/cgi-bin/gost/gost.cgi, identificaram-se o0s nomes das

respectivas proteinas dos genes candidatos a referéncia, ou seja, das seqliéncias dos TCs de
housekeeping-genes de cana-de-aglcar.

A excecdo foi o gene da UbiQ1, o qual nao foi detectado em todos as bibliotecas de
EST do SUCEST, porém sua inclusdo nessa avaliagdo permitiu se obter dois candidatos da
mesma classe génica porém, com perfis de expressao diferenciados entre si. A UbiQ2
aparenta ser predominantemente expressa em raizes [*7°), Ambas as poliubiquitinas, UbiQ1 e
UbiQ2, predizem as respectivas seqiéncias de aminoacidos ortélogas as encontradas em
outras plantas ['7?]. As busca dos o ortélogos das UbiQ1 e UbiQ2 de arroz dentre seqiiéncias
de cana-de-aglcar no banco de dados The Institute for Genomic Research (TIGR) com
auxilio da ferramenta Basic Alignament Sequence Tool (BLAST), retornou os genes poténcias
TC56495 e TC56667, designados por identidade como UbiQl e UbiQ2 respectivamente.
Esse resultado estd ilustrado no alinhamento multiplo das ubiquitinas de arroz e as

respectivas seqliéncias dos TCs de cana com melhor classificado via BLAST (Figura 8). As



UbiQ1 e UbiQ2 de cana-de-aguUcar apresentaram 83 % de similaridade entre si, com a maior

divergéncia de entre as seqliéncias nas regides 5'e 3 ndo traduzidas (5°e 3" UTR), onde

foram desenhados iniciadores para PCR (Figura 8).

Figura 8. Alinhamento multiplo de seqliéncias génicas de poliubiquinas Rubgl e Rubg2 (n° do acesso
U37687 e AF184280 ao NCBI respectivamente) e dos ortélogos de cana-de-aglcar SC-
_UbiQ1 (TC56495) SC_UbiQ2 (TC56667) TC56576 e TC56643 Esses genes de cana foram
selecionados via BLAST no TIGR Saccharum officinarum Gene Index A regido reconhecida
por cada iniciador esta indicada na seqliéncia da ubiquitina de cana-de-acgucar (letras em
negrito sublinhadas) sendo o sense (>>>) e 0 antisense (<<<) para as duas ubiquitinas
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TGTTCCACTCATCTAGGCTGTAAAAGCGACACTGCTTAGATTGCTGI TTAATCTT
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UbiQ1 e SC_UbiQ2 (azul) O retangulo verde indica o cédon inicial do quadro aberto

133



Figura 8. Alinhamento multiplo de seqiiéncias (Continuacgdo).
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SC_UBIQ2 1395

TC56643 547 8 ACT GGCAAGACCAT CACO T GAGGT GGAGT CCTEGACACCATIJGA
Rubgl 692 §GGCAAGACCATCA SGAGGT[8GAGT CCTCEGACAEAT CGA
Rubg2 692 SGGCAAGACCATCA SGAGGT GGAGT (J TQYGAIJACCAT CGA

TC56576 587
SC_UBIQL 819
consensus 1276

SC_UBIQ2 1469
TC56643 621
Rubql 766
Rubqg2 766
TC56576 661
SC_UBIQ1 893
consensus 1347 thAAGATCOMKBK)VKX?KIIEAJbCIbCIQGACCAQOMRIECTCATCTT CCt GGc AAGCAGCTgGAGGAT

134



Figura 8.
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Alinhamento multiplo de seqliéncias (Continuagao).

1544
696
841
841
736
968

1421

1618
770
915
915
810

1042

1491

1693
845
990
990
885

1119

1562 AAGGCgAAgATCCAGGAC AAGGAGGGECATCCCe CCgGACCAgCAGCG CTCATCTT GOt GGec AAGCAGCTgGA

A {3l GGAT GGCCGCACCCT GGOAGACT ACAACAT CCAGAAGGAGT CCACCCT TCACCT GGT GCT CCGCCTI{8 GO GGT G

920
1065
1065

960
1194
1635

1842

994
1139
1139
1034
1268
1707

1917
1069
1214
1214
1109
1343
1777

LIV I T GGAGGAT GGCOGCACCCT GGCAGACT ACAACAT CCAGAAGGAGT CCACT CTCCACCTGGTGCT
(YT GGAGGAT GGCCGCACCCT GGCAGACT ACAACAT CCAGAAGGAGT CCACT CTCCACCTGGTGCT

(bW T GAGGAT GGCCGCACHI T GGOEGAII TACAACAT CCAGAAGGAGT CCACACT CCACCTGGTSCT

(2l T GGAGGAT GACGCACCCTS G GACT ACAACAT CCAGAAGGAGT CCAC8CTCCACCTGGTGCTCCG
1184 TGGAGGATGGCC(ﬁACCCTAGCAGACTACAAﬁATCCAGAAGGAGKCA CTCCACCTGGTGCT
1418
1850

2066
1218
1363
1363
1258
1492
1923 GGTGGcCagTaagt cctgggeccat g AgctGetgtt Tt Cc gggt tcacaa gtcTCGgt g
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Figura 8. Alinhamento multiplo de seqtiéncias (Continuagdo).
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SC _UB QL oo
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SC_UBIQ2 2327 TEeTTACSTINNIETTTTGALJIGGAAGCTCTAATCTTCTATCGCGI TGCT

=117 i< 1
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SC UBBQL  mmmmmmmmmmmmmmmm e e e e
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Desta forma fica evidenciado tratarem-se de duas ubiquitinas de cana-de-acglcar
pertencentes a mesma classe, de seqliéncias similares com divergéncias na UTR
principalmente, e expressao diferenciada segundo os dados do SUCEST e estudos de
ortélogos 1731,

Os genes alvo de interesse desse estudo de cana-de-acglcar s3ao: metalotioneinas tipo
I, II e III, escolhidas com base na classificagdo proposta por Figueira et al. (2001)[**®) e os

transportadores de fosfato identificados por Almeida R.S. (2003)"®,

aqui designados PT7 e
PT8, os quais sdo ortdlogos dos genes ORYsa;Phtl;7 e ORYsa;Pht1;8 de arroz ”°!. A Tabela
14 apresenta a lista dos genes objeto deste estudo de normalizacdao e expressao génica de
cana-de-aglcar via gqPCR, identificados pelos respectivos simbolos, conjunto de iniciadores,

codigo de TC do bando de dados internacional TIGR

(http://www.tigr.org/tdb/tgi/index.shtml), tamanho do amplicon e descricdo de introns.
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Tabela 13. Perfil de expressdo de “housekeeping genes” nas bibliotecas de cana-de-aglcar do SUCEST

Biblioteca RE‘;“:S NUmero de reads e percentual por biblioteca
EsT  Descrigao biblioteca Actina__Tubulina GAPDH _ UbiQl _ UbiQ2
AD1 in vitro amostragem de plantulas 14701 5 1 9 2 7

infectadas G diazotroficans (0,03%) (0,01%) (0,06%) (0,01%) (0,05%)
AM1 Meristema apical de plantas 10881 (0 011%) (0 055%) (0 055%) (0 066%)
AM2 Jovens "4 1 10 - "3
13403
(0,03%) (0,01%) (0,08%) (0,02%)
CL6 Amostragem de calli tratados a 4 5518 - 2 6 - 1
°C e 37 °C por 12 h no escuro (0,04) (0,11%) (0,02%)
FL1 15343 2 8 7 - 2
Flores coletadas em diferentes (0,01%) (0,05%) (0,05%) (0,01%)
FL3 estadios de desenvolvimento 10727 2 6 15 1 7
(0,02%) (0,06%) (0,14%) (0,01%) (0,07%)
FL4 4 6 14 - 1
13964 (0,03%) (0,04%) (0,10%) (0,01%)
FL5 - 1 6 1 3
7744 (0,01%) (0,08%) (0,01%) (0,04%)
FL8 4652 1 1 5 - 4
(0,02%) (0,02%) (0,11%) (0,09%)
HR1 Amostragem de plantulas 2 5 5 - 3
cultivadas in vitro e infectadas 9721 (0,02%) (0,05%) (0,05%) (0,03%)
com H diazotroficans
- >879 . 0.03%) (0,05%) (0.02%) (0,07%
LB2 Gemas laterais de plantas adultas i (0, 3 o) (0, 5 o) (0, - ) (O, . o)
8953 (0,03%) _ (0,10%) (0,03%)
LR1 11701 2 4 9 - 5
Cartucho foliar de plantas (0,02%) (0,03%) (0,08%) (0,04%)
LR2 imaturas 3418 - 1 7 1 2
(0,03%) (0,21%) (0,03%) (0,06%)
LV1 Folhas estioladas de 4557 - 2 7 - 1
pléntulas in vitro (0,04) (0,15%) (0,02%)
RT1 - - 9 - 4
7255 (0,12%) (0,06%)
RT2 Apice de raizes com 03 cm de 10606 2 - 10 - 3
plantas madura (0,02%) (0,09%) (0,03%)
RT3 7441 - 2 19 1 3
(0,03%) (0,26%) (0,01%) (0,04%)
RZ1 1 2 - - 3
2831 (0,04%) (0,07%) (0,11%)
RZ2 Colo regido entre raiz e colmo de 5031 - - 1 - 3
plantas jovens (0,02%) (0,06%)
RZ3 2 7 11 - 12
12862 (0.02%)  (0,05%) (0,09%) (0,09%)
SB1 Stalk bark from mature sugarcane 13189 4 12 16 - 7
plants (0,03%) (0,09%) (0,12%) (0,05%)
SD1 Sementes em desenvolvimento 8601 1 1 10 2 26
(0,01%) (0,01%) (0,12%) (0,01%) (0,30%)
SD2 - - 5 - 12
8505 (0,06%) (0,14%)
ST1 Primeiro e quarto internédio de 6933 1 2 10 - 6
plantas imaturas (0,01%) (0,03%) (0,14%) (0,09%)
ST3 8939 - 8 4 3 5
(0,09%) (0,04%) (0,03%) (0,06%)
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Tabela 14. Resumo dos housekeeping e genes alvo investigados Os genes de cana-de-aglcar
ortélogos aos que codificam as proteinas de arroz p-actina (Actina) Tubulina B-2/B-3
(Tubulina) glyceraldeido-3-fosfato desidrogenase/citossélica (GAPDH) e as poliubiquitinas 1 e
2 (UbiQ) e dos genes de interesse (metalotioneinas (MT) transportadores de fosfato (PT) e
peroxidase de fluido intracelular de raiz (Perox) estdo listadas com sues respectivos simbolos
seqliéncias de iniciadores nimero de acesso e tamanho do amplicon O acesso é o nimero de
identificacdo da seqiiéncia de tentative cluster (TC) no indice de genes de cana-de-agucar do
Institute of Genomic Research (http://wwwtigrorg)

Simbolo Iniciadores TC no Amplicon  iIntron
do gene Sence Antisense (pb)
Actina CTCAACCCCAAGGCTAACAG GGCATGAGGAAGGGCATAA TC23717 195 ?
GAPDH CCGTCAACGACCCCTTCAT GCAGCCTTGTCCTTGTCAGT TC64714 236 ?
Tubulina CTCCACATTCATCGGCAACTC  TCCTCCTCTTCTTCCTCCTCG TC48524 103 ?
UbiQ1 AGCCTCAGACCAGATTCCAA  AATCGCTGTCGAACTACTTGC TC56495 158 -
UbiQ2 CTTCTTCTGTCCCTCCGATG TCCAACCAAACTGCTGCTC TC56667 159 -
MTI AAGTACCCTGACCTGGAGGAG TGCATATCATCGGTCTTCGTT (CA287650%* 208 -
MTII GCGAGCTTCGTGTTCTTGTT  TGATGAGAGTCTGGGTGGTG TC48398 179 +
MTII ACTAAGCTCGACCGTACCAA TCCTCCTCAACGATCTCCAC TC57180 164 +
PT6 CGGACAAGGCAGGTTGAG GTCGTAGGCGTCGGTGAA TC278 144 -
PT7 CGCAACTCGCTGTTCCTC CGCCAGACATCTCCTCCA TC61525 103 -
PTS GCCTGCTGCCTCTGTTTC CGTAACCGCCTGATTTGAC TC 164 106 -
Perox CTTTGCCTCCAAGAACCTCA CAGTTGCGCCTGATCTCG TC50215 468 +

*Ndo foi encontrado um TC correspondente ao MT1 logo foi apresentado o nimero de acesso do EST encontrado
no NCBI (http://wwwncbinlmnihgov/) TC -niimero de acesso no TIGR; pb - pares de bases

No estudo de genes expressos em raizes de cana-de-acucar colonizadas por FMA foi
incluida uma peroxidase diferencialmente expressa identificada por Souza (2006)°8. A
atividade dessa peroxidase apoplastica foi maior em raizes colonizadas e cultivadas em
baixo teor de P, quando comparada aos controles ndo-inoculados. Com base na seqliéncia
parcial de aminodacidos dessa peroxidase, um fragmento de seu gene (POX1, TC50215)

clonado desenhamram-se iniciadores especificos para analises de expressao via qPCR.

4.4.2 Normalizagdo da expressdao génica em qPCR
Certas varidveis devem ser controladas, ao se trabalhar com a quantificagdo

expressao génica via tempo real. Dentre as varidveis mais comuns podemos citar a
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quantidade do material inicial, anelamento de iniciadores, eficiéncia enzimatica e as
diferencas entre tecidos, 6rgdos e células quanto a atividade de transcricdo como um todo.
Uma outra escala de normalizacao tipicamente utilizada é a quantidade de massa do RNA,
especialmente para analises de Northern, que quando admitido ndo leva em consideracgdo a
qualidade do RNA e a eficiéncia da reacdo enzimatica. Para avaliar a performance do
aplicativo REST de quantificacdo de expressdao génica foram testadas diferentes
concentracdes de cDNA para exaltar extremas variacdes na RT, os resultados observados
apresentardo minimas variagdes de expressdo génica ndo significativas 4%,

A primeira etapa da normalizacdo foi a andlise eletroforética do RNA das amostras
seguida da determinacdao da concentracdo e pureza, para entdo fixar a quantidade RNA (ug)
destinada a sintese do cDNA. Em seguida os iniciadores de cada gene foram testados
variando-se a temperatura, concentracdo de MgCl,, e a concentragcdo dos proprios
iniciadores. A quantificacdo relativa foi determinada conforme a formula proposta por Pfaffl
et al. (2002)**°1, O Método considera a média dos desvios de Ct do controle e grupo de
genes de interesse, normalizados com relacao ao gene de referéncia. Assim a eficiéncia da
PCR em tempo real é compensada para corrigir as variagdes existentes entre amostras (uma
a uma), integridade do RNA, eficiéncia da RT e carregamento do cDNA. Além disso,
recomenda-se a determinacado da eficiéncia da PCR em triplicatas da amostra composta para
cada tecido. Essa amostra composta, representativa de todos os RNA do experimento
(controle + tratamentos), tem como finalidade acumular todos os impactos das variacdes

possiveis numa unica curva de eficiéncia.

4.4.3 NormFinder x GeNorm: resultados

Como demonstra o resumo de expressdo de genes na Tabela 13, o GAPDH e a UbiQ2
foram os genes mais expressos ao longo do todos os tecido de cana-de-aglcar avaliados
pelo SUCEST porém, ndo sdo os mais estaveis segundo os dados das bibliotecas do genoma.

Para avaliar o gene mais estavel através do programa NormFinder, os cinco genes
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selecionados (Actina, GAPDH, Tubulina e as duas UbiQs) combinados com os cinco grupos
considerados (tecidos/6rgdos) identificados por letras (meristema (M), inflorescéncia (I),
folha (F), colmo (C) raiz cultivada com alto P (RP+) e com baixo P (RP-)). O menor valor de
estabilidade expressdo génica (Sv) é o gene UbiQl (Sv = 0,587), enquanto a melhor
combinacdo é do GAPDH/Tubulina (Sv = 0,287) representando serem 0s genes mais
estaveis de acordo com a primeira andlise do NormFinder. Em analises subseqientes,
eliminou-se sempre o gene menos estavel, ou seja, com o maior valor Sv, até se obter
apenas 3 genes na analise. O gene candidato UbiQ1 confirmou ser o mais estavel em todas
as etapas, sendo na ultima seguido por Actina e GAPDH. As melhores combinacGes de dois
genes foram Tubulina/UbiQl (Sv = 0,473) e Actina/GAPDH (Sv = 0,401) quando se
consideraram 4 candidatos (UbiQl, Actina, GAPDH e Tubulina) e 3 candidatos (UbiQ1,
Actina e GAPDH) respectivamente (Tabela 14). Independente da exclusao efetuada a cada
nova rodada, a UbiQl foi o candidato mais estavel, apresentando o menor valor Sv
evidenciando a robustez do programa NormFinder.

Em paralelo, também avaliou-se a estabilidade de expressdo através do GeNorm.
Esse aplicativo calcula o valor de estabilidade de expressdo M de um gene como sendo a
média das variagdes V do valor de expressdo, dos possiveis pares formados por esse gene o
os demais candidatos analisados. O algoritmo do programa exclui o maior valor M e depois
realiza torna a avaliar as médias de variacdo de expressdo restantes, e assim
sucessivamente. Um maior detalhamento do principio matematico do calculo foi publicado
por Vandesompele et al. (2002)!*38], Dessa forma foi possivel classificar os cinco genes
candidatos quanto a estabilidade de expressdo M. Ao comparar os resultados de estabilidade
de expressao do NormFinder e GeNorm observou-se que diferentes genes foram
classificados como mais estaveis dentre os cinco avaliados (Actina, GAPDH, Tubulina e as
duas UbiQs). O NormFinder apresentou a UbiQl como mais estavel seguido pelo GAPDH,
enquanto o GeNorm considerou a Actina e GAPDH como 0s mais estaveis seguido pela UbiQ1

(Tabela 15). A Figura 9 da uma idéia de como as diferentes abordagens dos dois modelos
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produzem diferentes listas de classificacdo de genes quanto a estabilidade de expressdo. O
algoritmo NormFinder analisa a estabilidade de expressao de todos os candidatos para
selecionar o melhor normalizador. Ao se remover o candidato menos estavel, no caso a
UbiQ2 (Tabela 15), a variabilidade de expressao do grupo remanescente muda de forma a
produzir um resultado alternativo para o segundo e terceiro lugares da classificacdo de
estabilidade. Entretanto o gene mais estavel, a UbiQl, permaneceu no topo da lista,
demonstrando a robustez do programa.

Essas analises preliminares indicam Actina-UbiQ2 e UbiQ2-Tubulina como 0os como
menos estaveis pela as analises do NormFinder e GeNorm, respectivamente, indicando que
estes housekeeping genes sdo instaveis considerando os cinco tecidos/6rgdos aqui testados
em cana-de-aclcar. No entanto, ao se focalizar nos grupos dois a dois, ou seja, nos
tecidos/d6rgdos, é possivel que Actina seja indicado como normalizador para estudo de
expressao génica em raizes cultivadas com alto ou baixo fosforo, enquanto a UbiQ2 parece
ser boa referéncia para estudos comparativos entre colmo e folha.

Para todas as amostras de cana avaliadas, os melhores genes de referéncia sao
UbiQ1 e Actina/GAPDH obtidos pelo NormFinder e GeNorm, respectivamente. A analise da
soma do desvio padrdo de cada grupo (tecido/6rgdao) mostrou que o gene da UbiQ1l (média
= + DP, 21,72 + 0,86) é o mais estavel seqguido por Tubulina (média = + DP, 18,86 +
0,96), GAPDH (média = + DP, 15,68 + 1,09), Actina (média = + DP, 18,33 + 1,48), UbiQ2
(média = + DP, 14,42 + 2,14). Apesar da Tubulina ser sutilmente mais estavel, o GAPDH
apresentou maior correlagdo de expressao com Actina e, portanto, como descrito
anteriormente, o GeNorm tende a selecionar o melhor par pela sua similaridade, o que
justamente aconteceu na analise do genes aqui avaliados. Apesar do fato que o NormFinder
selecionou GAPDH/Tubulina como o melhor par considerando a variacdo de expressao

apenas.
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Tabela 15 Candidatos a genes de referéncia classificados de acordo com sua estabilidade de
expressdo génica pelo programa NormFinder Os algarismos indicam o nimero de genes
restantes na analise a cada coluna apds exclusdo do menos estavel A Ultima coluna mostra
o resultado do Genorm.

NormFinder Genorm
5 4 3 5-3
UbiQ1l UbiQl UbiQ1l
(0,587) (0,454) (0,437) Actina/ GAPDH
GAPDH Actina Actina
(0,663) (0,630) (0,541) -
Tubulina GAPDH GAPDH
(0,674) (0,692) (0,628) UbiQ1
Actina Tubulina
0,780) (0,711) UbiQ2
UbiQ2
(0,833) - - Tubulina

Best gene combination
GAPDH/ Tubulina Tubulina/ UbiQl Actina/ GAPDH
(0,287) (0,473) (0,401) -

4.4.4 Validagao do melhor candidato par todos os tecidos

Neste item sera descrito o teste realizado para avaliar a confiabilidade da
classificacdo dos candidatos a referéncia segundo os aplicativos NormFinder e GeNorm, ou
seja, 0 gene ou par mais estavel indicado por estas duas ferramentas. Dentre os cinco
tecidos foram avaliadas as variagGes da expressdo dos trés melhor classificados: UbiQ1,
GAPDH e Actina, e para os fatores de normalizacdo (FN) gerados a partir dos melhores
pares, sendo eles FN; (Actina/GAPDH) e FN, (Tubulina/GAPDH), ap6s a normalizagdo dos
genes de interesse MTI, MTII, MTIII, PT7 e PT8. Durante o processo de normalizacdo entre
deferentes grupos (células, tecidos, 6rgdos, etc.), o gene de referéncia (ou genes) devem
possuir minima variacdo de expressdo para poder proceder a uma normalizacdo apropriada.
Para estudar essa variabilidade determinou-se a variacdo de expressdao gene-especifica
como sendo a média do erro padrdo de cada gene ou fator de normalizacdo (FN) para cada

grupo de tecido/6rgdo (meristema, inflorescéncia, colmo e raizes com alto e baixo fosforo)
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apos analise de expressao no aplicativo REST (Tabela 16). Nessa analise o valor de
expressao € dado pela razdo entre um gene e normalizador, considerando um tecido como
controle. Dessa forma, o valor de expressao (ou razdao de expressao) para um normalizador
€ um (1), no caso aqui se considerou a folha como érgdo controle com relacdo aos demais
tecidos/6rgdos. Nesse estudo também se aplicaram dados da eficiéncia da reacdo
normalizados, isto €, incluiram-se nos calculos de expressdo génica o valor de expressao do
gene de referéncia para compensacao das variacoes inter-PCR, entre diferentes rodadas da
PCR. Pode ser observado que a UbiQl é o gene mais estavel com o menor valor médio do
erro padrdao da média (S = + 0,203) seguido pelo Tubulina/GAPDH (FN;) (S = + 0,285),
Actina (S = + 0,330), GAPDH (S = + 0,361) e por fim Actina/GAPDH (FN;) (S = + 0,389)
(Tabela 16). Essas observacdes, comparadas aos resultados dos programas, demonstram
gue o NormFinder avalia variagbes de expressao intra e intergrupos, enquanto o algoritmo

GeNorm tende a selecionar a o par de genes com maior similaridade.

Tabela 16 Variabilidade da expressdao dos genes candidatos obtida de dados normalizados de
expressao para a determinacdo do numero 6timo de genes controle Valores do erro
padrdo (S) da média de expressdo obtidos apos analise de expressdo dos genes MT | MT 11
MT 11l PT7 e PT8 (REST 2005 Corbett Reaserch Australia) As médias representam a
variabilidade de expressao intragrupo (genes alvo testados). Os fatores de normalizagdo
testados foram Actin/GAPDH (FN;) e Tubulin/GAPDH (FN,)

Normalizadores (S)

Grupo Actina UbiQl GAPDH FN; FN,
Meristema 0,332 0,100 0,336 0,374 0,219
Inflorescéncia 0,484 0,113 0,364 0,529 0,332
Colmo 0,221 0,196 0,354 0,326 0,190
Raiz P+ 0,306 0,186 0,386 0,379 0,321
Raiz P- 0,308 0,418 0,366 0,337 0,363
Média 0,330 0,203 0,361 0,389 0,285

Em seguida foram comparados os perfis de expressao de cada normalizador utilizado
para um determinado tecido ou 6rgao. No conjunto, os perfis de expressdo entre os grupos

Raiz com alto Pi e baixo Pi foram similares para normalizadores diferentes (Actina, UbiQ1,
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GAPDH). Os genes detectados como induzidos ou reprimidos mantiveram essa tendéncia da
expressdao independente do normalizador utilizado. Em alguns casos, a validacao da
expressdo dos genes de interesse confirmou-se ou nao, apresentando-se significativa ou nao
para um certo tecido ou 6rgdo, dependendo do gene referéncia ou fator de normalizador
empregado (Figura 11). A maior discordancia encontrada foi o grupo da inflorescéncia, ao
utilizar os normalizadores Actina e UbiQ1 produzindo diferentes perfis de expressdo génica.
Esse resultado revela consideravel variacdo de expressao dos candidatos na inflorescéncia e
gue novos genes devem ser mais bem testado quando se desejar comparar a expressao
génica entre folha e inflorescéncia. As raizes com alto Pi apresentaram a indugdo de MTII
sem a deteccdo significativa de MTI, os outros genes alvos sdo detectados como expressos
nas folha quando UbiQ1 foi o gene de referéncia. Por outro lado os demais normalizadores
testados revelaram a deteccdo de MTI e MTII, e repressao dos genes MTIII, PT7 e PT8 nas
raizes com alto P. O gene da UbiQl é diferencialmente expresso entre raiz com alto P e
folha, e portanto, ndao parece um bom candidato para avaliar o perfil de expressdao entre
esses dois 6rgdos. Por outro, lado a variacdo da UbiQ1 entre os dois tratamentos de Pi na
raiz € minima, revelando-o como bom candidato. No colmo, apenas o GAPDH possibilitou a
deteccdo de expressao da MTIlI em comparacao aos demais normalizadores, embora os
demais genes alvos tenham mantido a mesma tendéncia de expressao gerada por todos os
normalizadores testados. Ao se comparar os dados de expressdao normalizados observou-se
uma correlagdo positiva do perfil de expressdo dos genes alvo gerados pelos genes de
referéncia Actina e UbiQl (R? = 0,97885), Actina e Actina/GAPDH (FN;, R> = 0,95849), e
entre UbiQl e Actina/GAPDH (R®> = 0,90864). O gene da Actina é preferencialmente
expresso no meristema, inflorescéncia e colmo do que na folha, a sua utilizagdo como gene
de referéncia implica em expressar os genes analisados preferencialmente na folha par estes
tecidos. Ao usar o FN; esse efeito tendencioso é atenuado no meristema, inflorescéncia e
colmo. No entanto, mantém a expressdao dos genes alvo superestimada na folha e

subestimada na raiz com alto Pi, ou ao contrario, subestimda na folha e superestimada na
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raiz com baixo Pi quando utilizado como normalizador da expressao génica dos tratamentos
de +Pi e -Pi nas raizes, respectivamente, com relagdo a folha.

Tomando todos esses resultados em consideracao, fica demonstrado que UbiQ1 foi
realmente o gene mais estavel dentre os avaliados e pode ser utilizado como referéncia para
quantificacdo relativa de expressdo génica dos genes alvos aqui testados, para os
respectivos tecidos e 6rgdo de cana-de-aglcar. Entretanto, deve-se manter em mente qual o
tipo de experimento, tratamentos e a hipdétese bioldgica a serem testados. De forma
complementar estes resultado mostram que o aplicativo REST é ferramenta robusta na
anadlise de expressdao de genes com validacdo estatistica. O programa calcula a razdo de
expressdao entre genes de interesse e o normalizador (podendo ser um gene ou mais) e

testa o resultado de expressdo quanto a sua significancia 140 1411,

4.4.5 Normalizador gene-multiplo: um é bom, dois pode ser....

Nos caso em que um o6timo gene de normalizacdo ndo é encontrado, pode ser
interessante a utilizagdo de um fator de normalizacdo (FN) que considera a normalizacao por
multiplos genes. A utilizacdo de um FN gerado a partir da selecdo de um conjunto de
candidatos pode incrementar a normalizacdo, caso a variacdo de expressao dos selecionados

s [137: 1391 0O uso de

for menor que a variacdo encontrada individualmente nos genes testado
FN baseados em multiplos genes, deve ser testado a cada novo experimento, o que pode
ndo ser peculiarmente pratico quando as quantidades de RNA disponivel sdo limitantes ou
guando poucos genes alvo a estdo sob investigacdo. Portanto o numero de genes
selecionados para compor um FN tem de ser uma ponderacdao entre a praticidade
metodoldgica e a precisdo desejada na normalizacgao.

Em geral, os fatores a serem observados para se obter uma boa normalizagdo devem
ser mais bem estudados quando existe significativa variabilidade de expressao intra e

intergrupos. Variacdes essas, denominadas intragrupos quando encontradas entre genes

candidatos a normalizadores dentro de um grupo, e designadas intergrupos quando a
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variabilidade de um ou mais genes encontra-se entre os “grupos”, os quais podem ser:
tratamentos vs controle; genoétipos; cinética de expressdo no tempo; estadios de
desenvolvimento; indexado (inoculado) ou ndo; doentes e sadios; e outros. Os resultados
apresentados na Figura 9 mostram grande variagdao de expressao intergrupos entre os genes
candidatos a referéncia, principalmente quando se compara a raiz com baixo P e o colmo em
relacdo a folha (“6rgdao de referéncia”), fica caracterizado neste caso que novos genes
devem ser testados. Essa auséncia de estabilidade é tipica e envolve variacdes de expressao
génica intra e intergrupos. Em caso de candidatos a gene de referéncia ndo ser bem
selecionado o FN ndo eliminard a variagdo de expressdo intergrupos, podendo sim
intensifica-la. Através dos métodos utilizados, os pares Actina/Tubulina ou GAPDH/UbIQ2
foram identificados como as melhores combinagdes de candidatos para analises entre
meristemas e folha (Figura 9). Logo, se o par Actina/Tubulina for escolhido para gerar um
FN, os genes alvo detectados no meristema e folha estardo sendo subestimando ou
superestimados, respectivamente. A escolha desse fator de normalizacdo nao traz nenhuma
vantagem em relagdo a adocdao da UbiQ1l como gene de referéncia, uma vez que a variagao
de expressdo do par citado é transferida para o fator de normalizagdo. Por outro lado, ao
escolher GAPDH/UbiQ2 para obter um FN, a expressdo diferencial de genes alvo sera
subestimada na folha, e superestimada no meristema. O melhor par normalizador para o
colmo é GAPDH/UbiQ1, segundo o programa GeNorm, mas causara uma estimativa err6nea
da expressao génica em estudos entre folha e colmo. Deste modo, mesmo que a amplitude
da variacdo de expressao dos FNs citados seja reduzida, a utilizacdo dos mesmos podera
acarretar equivocos no perfil de expressao de genes alvo entre os grupos citados, folha e
colmo. O método do NormFinder sugere o par UbiQ1/UbiQ2 como sendo o mais estavel para
estudos de expressdao entre folha/inflorescéncia. Nestes caso o FN gerado podera
incrementar a precisdo das analises de expressao génica, pois os genes, UbiQl e UbiQ2,

possuem uma variabilidade de expressao similar em diregdes opostas. De maneira similar ao
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fator de normalizacdo Tubulina/UbiQ1, designado pelo NormFinder para colmo vs Folha

(Figura 9).

4.4.6 Variabilidade de expressdo génica

Dando continuidade ao teste de genes de referéncia, realizou-se a analise de variagdo
da expressao intergrupos, obtendo-se comparacdes dois a dois, ou seja, comparando a
variabilidade de expressdao encontradas no meristema, inflorescéncia, colmo, e raizes em
relacdo a folha (escolhido arbitrariamente como um padrdo). As diferencas da variabilidade
de expressdo génica estdo representadas graficamente na Figura 9. Os valores positivos
representam a variabilidade de expressao a favor de tecidos ou 6rgdos, enquanto valores
negativos correspondem a variabilidade a favor da folha (Figura 9). Os resultados da
variabilidade de expressdo entre grupos, em comparagdes aos pares, revelam a UbiQl como
gene mais estavel com menor oscilagdo em relagdo a abscissa.

Ao comparar a variabilidade de expressdo entre raizes com alto Pi e folha via
NormFinder, a Tubulina foi o melhor gene com a menor variacao da expressao e com o
menor desvio padrdo (SD) dentre as amostras de raizes com alto Pi (SD = 1.20 x 103) e na
folha (SD = 4.04 x 10™®, Tabela 17) e com a menor variagdo intragrupos (+ 0.003, dados
Figura 9), comparavel a da Actina que nao teve quase nenhuma variabilidade entre raizes
com alto Pi e a folha (Figura 9). Em seguida, na comparacdo entre a raizes com baixo Pi e a
folha, NormFinder apresenta como o melhor gene a Actina e o melhor par UbiQ1/Tubulina
ambos com menor variacao da expressao de amostras na folha, com o SD o mais baixo (=
10™) (Tabela 17). Ao considerar o colmo versos a folha, NormFinder indica UbiQ2 como
melhor gene Unico e o melhor par a UbiQ1/Tubulina pois tem menor variagdo da expressao
entre amostras dentro dos grupos, com SD menores do que os da UbiQ2 (Tabela 17). No
meristema o desvio padrdo é do gene UbiQl (SD = 7,5 x 107) correspondente ao menor
valor encontrado para o mesmo gene na folha, em concorddncia com o mais estavel

indicado pelo NormFinder.
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Apenas considerando a folha individualmente, a UbiQ1l teve o menor desvio padrao
(5,77 x 10" em relacdo aos demais candidatos. Este demonstra ser o gene mais estavel,
corroborando com: os resultados do NormFinder, da analise dos desvios em relacdo a média

das amostras triplicatas, e da variabilidade de expressao (Figura 9).

4.4.7 Simulagao do uso de HKG como normalizadores

Imagine dois genes de interesse “A” e “B” com valores logaritmicos da expressao,
opostos, de -0.5 e 0.5 (linhas tracejadas na Figura 9) entre dois grupos a comparar: tecidos
ou 6rgdos versus folha. Esses genes possuem uma diferenga total da expressao equivalente
a 1,0, preferencialmente expressos em diferentes tecidos/érgaos. Caso utilizemos os genes
candidatos selecionados pelo NormFinder para a normalizagdo da expressao na
inflorescéncia, colmo e tratamentos de raizes com relagdo a folha, ou seja, selecionar
UbiQ1°, UbiQ1®, UbiQ2X, Tubulina® e Actina® respectivamente (Figura 9), para estudar a
expressao génica de “A” e “B”, os resultados indicaram que ambos, “A” e “B”, estardo
expressos com a variagao total com cerca de 1,0, em direcdes opostas. Todavia, a expressao
de “B” detectada em inflorescéncia, colmo, e raizes estara sutilmente superestimada,
enquanto a expressdao de “A” estara sendo subestimada na folha. No meristema o melhor
candidato a referéncia é o gene UbiQ1l. A sua utilizacdo como normalizador implicaria na
subestimacdo da expressao de “B” no meristema e a superestimacdo da expressao de “A”
na folha.

De forma analoga, ao se utilizar o gene GAPDH como normalizador, com base na
indicacao do GeNorm para o meristema, colmo e raiz com -P, um gene diferencialmente
expresso nesses tecidos estaria erroneamente superestimado, enquanto o gene “A” , cuja
expressao € -0,5 na base log, possivelmente ndo seria significativamente detectado na folha.
Um resultado similar porém, oposto, serd observado ao utilizar o melhor par de genes
normalizadores, GAPDH"/UbiQ2* (Figura 9) segundo o GeNorm, para analisar a expressdo

génica entre raiz com alto Pi e folha. Nesse caso, sera superestimada a expressdo do gene
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“A” que é diferencialmente expresso na folha, e “"B” possivelmente ndo significativamente
detectado, o qual é expresso nas raizes. Fica claro entdo, o NormFinder busca selecionar o
par de genes com a minima variacao intra e intergrupos, ao passo que o GeNorm tende a
selecionar o par de genes com maior similaridade com base na comparacao aos pares dos
candidatos.

A andlise acima mencionada, de forma preliminar, indica que os melhores
normalizadores para os tecidos/d6rgaos de cana-de-aclcar aqui estudados, sdo: UbiQ1 para o
meristema; UbiQ1/UbiQ2 para a inflorescéncia; UbiQ2 para o colmo; Tubulina para raizes
com mais +Pi; Actina para raizes com baixo Pi; e Actina para os dois tratamentos com Pi da
raiz, comparando todos os tecidos/6rgdos com relacdo a folha. Para o colmo e a
inflorescéncia os melhores pares de genes normalizadores sdo UbiQ1l/Tubulina e
UbiQ1/UbiQ2, respectivamente. Ainda assim, para certos tecidos, como o proprio colmo, e
as raizes, sugere-se mais investigagdes com maior numero de candidatos de baixa
variabilidade de expressao entre grupos. Ao se observar a Figura 9 verifica-se ampla
dispersao dos genes testados entre estes tecidos e a folha. Contudo, esse genes candidatos
nao devem ser cegamente adotados sem se considerar os genes alvo a serem investigados,
as vias metabdlicas (fungdes) em que os genes (alvo e de interesse) estdo envolvidos e ou
se estdo inter-relacionados, corregulacdes. Melhor dizendo, a questdo bioldgica que se

deseja esclarecer.
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Tabela 17 Dados brutos de valor de expressdo utilizados para comparagdo da

expressdo nos tecidos ou 6rgdos de cana-de-aclcar em ralacédo a folha

tecido/6rgao  samples Genes
Actina GAPDH Tubulina UbiQl UbiQ2
folha a 0,007 0,030 0,011 0,015 0,039
b 0,010 0,021 0,010 0,015 0,030
c 0,007 0,038 0,011 0,014 0,040
Média 0,008 0,030 0,011 0,015 0,036
SD 173 x 103 850 x 1073 404 x10* 577 x 10* 551 x 1073
samples
Meristema a 0,117 0,094 0,083 0,083 0,102
b 0,083 0,076 0,081 0,098 0,086
c 0,074 0,088 0,096 0,091 0,094
Média 0,091 0,086 0,087 0,091 0,094
SD 227 x 102 917x 1073 826 x 103 750 x 10 800 x 1073
samples
Inflorescéncia a 0,016 0,020 0,006 0,010 0,095
b 0,031 0,014 0,004 0,012 0,029
c 0,033 0,016 0,004 0,012 0,023
Média 0,027 0,017 0,004 0,011 0,049
SD 929 x 103 306 x 10°3 961 x 10* 115 x 103 399 x 102
samples
Colmo a 0,129 0,033 0,089 0,030 0,154
b 0,107 0,035 0,097 0,032 0,120
c 0,118 0,041 0,104 0,023 0,113
Média 0,118 0,036 0,097 0,028 0,129
SD 110 x 102 416 x 1073 750 x 103 473 x 103 219 x 102
samples
Raiz P+ a 0,010 0,053 0,009 0,004 0,101
b 0,007 0,051 0,010 0,005 0,107
c 0,010 0,048 0,008 0,005 0,073
Média 0,009 0,051 0,009 0,005 0,094
SD 173 x 103 252 x 1073 120 x 103 577 x 10* 181 x 107
samples
Raiz P- a 0,001 0,001 0,007 0,001 0,020
b 0,001 0,001 0,006 0,001 0,046
c 0,001 0,001 0,009 0,001 0,044
Média 0,001 0,001 0,007 0,001 0,037
SD nd nd 110 x 107 nd 145x 1073

variabilidade de
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Tecido ou Diferenca de expressao intergrupos
orgao Folha Melhor par de genes de referéncia
Actina GAPDH Tubulina UbiQl UbiQ2 NormFinder Genorm
0,376 -0,294 0,208 0,070%* -0,360
M (+0,020) (+0,046) (+0,007) (+0,014) (+0,004) Actina/UbiQ2 GAPDH/UbiQ2
0628 -0,236 -0,399 -0,087* 0,094
In (+0,150) (+0,043) (+0,003) (+0,012) (+0,303) UbiQ1/UbiQ2 GAPDH/UbiQ1
0,647 -0,591 0,396 -0,380 -0,072%*
Colmo (+ 0,046) (+.0,033) (4 0,006) (4 0,018) (4 0,007) Tubulina/UbiQ1 GAPDH/UbiQ1
0,032 0,254 -0,125% -0,603 0,443
Raiz P+ (+ 0,008) (4 0,044) (+ 0,003) (4 0,015) (4 0,014) GAPDH/Tubulina GAPDH/UbiQ2
-0,180* -0,828 0,671 -0,490 0,828
Raiz P- (+ 0,045) (4 0,043) (+0,011) (4 0,002) (4 0,106) Tubulina/UbiQ1 GAPDH/Actina

* gene mais estavel para cada 6rgdo e ou tecido segundo resultados do NormFinder

Figura 9

Representacdo grafica da variabilidade de expressao intergrupos (tecido/érgdo vs folha) dos

genes candidatos Actina (A) GAPDH (J) Tubulina (¢) UbiQl (0) e UbiQ2 (K) ranqueados
segundo o NormFinder (melhor gene - setas pretas; melhor par - retdngulos tracejados) e
GeNorm (melhor par - circulos tracejados) A linha horizontal grossa tracejada representa a
variacdo média da expressdo igual a zero enquanto os valores positivos a expressdo
preferencial no meristema (M) inflorescéncia (I) colmo (C) raiz + alto Pi (RP+) ou raiz +
baixo Pi (RP-) e os negativos a expressao na folha Tabela: valores da variabilidade de
expressdo génica plotados na Figura. Os valores do intervalo de confianga da variabilidade de
expressao estdo indicados entre parénteses A direita as duas Ultimas colunas apresentam o
melhor par de candidatos para cada tecido/drgdo indicados pelos aplicativos NormFinder e
Genorm
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A validacdo dessa abordagem para selecdo de genes de referéncia esta
correlacionada com o nimero de amostras e genes candidatos [**°!, O conjunto de genes
candidatos escolhido para a avaliacdo deve pertencer a uma pré-selecdo de candidatos da
qual se espera pouca variabilidade de expressao génica entre os grupos. Nesse estudo,
foram selecionados os housekeeping genes, classicamente usados como normalizadores,
cujo perfil de expressao foi tracado a partir do banco de dados EST do SUCEST (Tabela 13).
Conclui-se que estes cinco HKG sao diferencialmente expressos nos tecidos e 6rgdos de cana

testados.

4.4.8 Consisténcia das analises de variabilidade na selecdo de genes de referéncia

Para avaliar a robustez da classificacdo dos melhores candidatos em relagdo a
correlacdo de estabilidade de expressao entre os genes testados, comparou-se os resultados
obtidos com cinco (5) e quatro (4) genes, excluindo-se os mais instaveis, UbiQ2 e Tubulina,
segundo os dois aplicativos NormFinder e GeNorm, respectivamente (Tabela 15). Primeiro,
realizou-se a andlise sem a Tubulina utilizando os dois aplicativos NormFinder e GeNorm
(Figura 10A). Os resultados do GeNorm sao inconsistentes pois mostram grande contraste
na correlacdo da variabilidade de expressao entre os genes, e uma tendéncia oposta entre
0os genes UbiQ1 versus GAPDH e UbiQ2 versus Actina, quando a Tubulina é removida da
analise (linhas vermelhas da Figura 10A). A exclusdao da Tubulina implica na selegdo de
GAPDH/UbiQ2 como a melhor combinacdo, os quais sao similares, possuindo uma correlagcao
na variabilidade de expressao no meristema, inflorescéncia, colmo e raiz com +Pi (Figura 9).
Em segundo, uma nova anadlise nos dois programas foi realizada sem se incluir a UbiQ2
(Figura 10B). O programa GeNorm mantém uma tendéncia comum a todos os genes
analisados porém, a correlacdo da variabilidade de expressdao mostrou valores altos em
particular para UbiQ1, GAPDH, e Actina (Figura 10B). esse resultado enfatiza a inclinagao do
algoritmo GeNorm em classificar genes correlacionados ao invés de classificar os genes

candidatos com a minima variabilidade de expressdo. A Figura 10 mostra como a abordagem
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do NormFinder é minimamente influenciada pela exclusdao da Tubulina e UbiQ2, mantendo a
mesma correlagdo da variabilidade entre os genes candidatos. Em acréscimo, o GeNorm
sugere dois normalizadores totalmente diferentes, GAPDH/UbiQ2 e Actina/UbiQl ao se
excluir Tubulina e UbiQ2, respectivamente. Enquanto o NormFinder mantém o gene UbiQ1
como sendo o candidato mais estavel independentemente da exclusdo de um gene, e
incluindo-os ao indicar os melhores pares Tubulina/UbiQ1 e UbiQ2/UbiQ1 quando a UbiQ2 e

Tubulina sdo omitidos das analises, respectivamente.

4.4.9 Validacao da expressdao génica em cada tecido

Neste item, realizou-se uma série de analises comparativas para verificar o efeito na
expressao de genes de interesse e sua validacdo estatistica em tecidos e ou érgdos,
testando normalizadores com expressao diferencial em colmo e folha. Os normalizadores
escolhidos foram GAPDH, Tubulina, UbiQ2 e o par Tubulina/UbiQ1, os melhores candidatos
até aqui para estudos entre folha e colmo. Quatro estimativas da expressdo génica foram
realizadas considerando Tubulina, Actina, UbiQ2 e GAPDH, além da metalotioneina MTII
como genes de interesse combinando com um normalizador de cada vez. O primeiro gene
testado como referéncia foi o GAPDH, que possui expressdo constitutiva folhas 177 178,
Observou-se que todos os genes de interesse testados tiveram sua expressao sobre-
estimada em pelo menos uma vez (Tabela 18). E mais, esse resultado validou com
significancia estatistica Tubulina, Actina e MTII como diferencialmente expressos no colmo, e
a UbiQ2 sem expressao diferencial entre colmo e folha. Ao utilizar a Tubulina como
referéncia, a expressdo dos genes de interesse foi subestimada apresentando-se trés ou
guatro vezes reprimidos em relagdo aos resultados de expressdo observados quando a
UbiQ2 ou GAPDH sdo considerados genes de referéncia, respectivamente. Contudo, essa
expressao detectada ndo foi significativa em relagdo a folha, tida como um “controle”. Além
disso, o gene mais estavel como referéncia, a UbiQ2, apresentou valores de expressdo dos

genes alvos similares aos observados ao se utilizar o FN do par Tubulina/UbiQ1l, esses
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resultados sdo consistentes. A forte correlacdo linear entre esses dados de expressdo (R* >
0,9999) demonstra que, nesse caso, ndo ha incremento na analise de expressdao de genes

de interesse quando se utiliza um gene ou o melhor par como referéncia.

1,5

0,9

0,3 -

Estabilidade de expressao (0-1)

0,0

1,5

0,9

0,3

o)
Estabilidade de expressao (0-1)

0,0
UbiQ1l GAPDH Tubulina UbiQ2 Actina
Gene

Figura 10. Robustez da classificacdo dos genes candidatos em relagdo a correlagdo da expressao
entre os mesmos Comparagdo da correlacao de expressao utilizando todos os candidatos
(linhas sdlidas) e excluindo os piores classificados (linhas pontilhadas) Tubulina (A) e
UbiQ2 (B) na analise feita no NormFinder e GeNorm respectivamente As linhas azuis
representam a variabilidade de expressao do NormFinder enquanto as linhas vermelhas
representam a média da variabilidade aos pares de cada gene segundo o GeNorm Valores
menores representam os genes mais estaveis
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Actina

UbiQ1

GAPDH

FN;

FN;

Figura 11.

Meristema Inflorescéncia Colmo Raiz P+ Raiz P-

Expressao relativa dos genes MTI (I) MTIHI (II) MTIHII (III) PT7 (7) e PT8 (8) nos diferentes
tecidos ou 6rgdos em relacdo a folha Os valores da expressdo correspondem a razdo entre
gene de interesse e gene de referéncia: Actina UbiQl GAPDH FN1 (Actina/GAPDH) e FN2
(Tubulina/GAPDH) Os valores positivos e negativos indicam o numero de vezes que um
gene é expresso nos tecidos/orgdos ou folha respectivamente As colunas em cinza indicam
a validacdo estatistica da expressdo (Pfaffl et al 2001; Pfaffl et al 2002; Corbett Research
Australia) e as barras indicam o erro padrdo das triplicatas de cada amostra
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Tabela 18 Analise de expressdo relativa considerando os genes de referéncia (1° coluna) em relagao
aos genes de interesse (Target) comparando-se o colmo contra a folha com auxilio do
programa REST [REST 2005 Corbett Research Australia; Pfaffl et al 2002] Os valores estdo
representando o nimero de vezes que um gene é expresso em relagdo ao de referéncia.

Gene de Target
Referéncia  Typulina Actina UbiQ2 MT 11 GAPDH
GAPDH 61 (+ 12)* 50 (+ 17)* 20 (+08) 155 (+ 61)* 1 (+ 05)
Tubulina 1 (+ 02) 08 (+ 03) 03 (+ 01) 25 (+ 10) 02 (+ 00)
UbiQ2 30 (+ 06) 25 (+ 08) 1 (+ 04) 77 (+ 30) 05 (+ 03)
Tub/UbiQl 22 (+ 04) 18 (+ 06) 07 (+ 03) 54 (+ 21) 04 (+ 02)

* P-value < 005 diferenca significativa da expressdo génica entre colmo e folha levando em
consideracdo a eficiéncia da reacdo e a normalizagdo por um gene de referéncia.

Com certeza ndo existe um gene de referéncia para a quantificagdo que contemple
todos as condicGes experimentais. Em termos gerais, é aceitavel se testar um conjunto de
genes candidatos, com baixa variabilidade de expressao, e até se usar dois ou trés genes de
referéncia ('), Todavia, é uma boa estratégia ter em m&os uma pequena lista de candidatos
potenciais testados, para diferentes tecidos ou érgdos sempre que se desejar estabelecer
um novo delineamento experimental. Logo, foram examinados aqui o perfil de expressao
génica de cinco housekeeping genes classicos para um conjunto de tecidos e érgdos de
cana-de-acglcar.

Para avaliar a estabilidade de expressdao e selecionar o melhor gene normalizador
foram utilizados os aplicativos gratuitos GeNorm e NormFinder. Para investigar a validacao
da expressao génica comparando-se os grupos dois a dois utilizou-se a ferramenta REST,
que possibilita a determinar a razdo da expressdo génica para cada tecido individualmente,
normalizada ou ndo, dependendo da escolha dos dados de saida do programa.

E no minimo curioso como a UbiQl, que é pouco expressa nas bibliotecas EST,
confirmou seu baixo nivel de expressao para todos os tecidos testados, especialmente em
colmo e raizes. E confirmou-se como melhor candidato a gene de referéncia seguindo os

critérios do NormFinder para os cinco tecidos de cana-de-agUcar avaliados. Esse resultado
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também pressupbe que novos candidatos devem ser testados cuidadosamente ao se
considerar um novo delineamento experimental, os tecidos considerados, numero de

amostras e principalmente a hipdtese ou pergunta bioldgica que se deseja averiguar.

4.4.10 Estudo de transportadores de fosfato de cana-de-agicar

Baseado nas seqiiéncias de treze transportadores de fosfato de arroz [”°! buscou-se
identificar os seus ortdlogos em cana-de-acgucar. Inicialmente, se obteve as seqliéncias
codantes de 13 transportadores de arroz no GenBanck!”®!. Depois foi realizada a busca no
sitio The Institute for Genomic Reaserch (www.tigr.org) para os treze genes de arroz, das
seqléncias transcritas completas (Tentative Cluster —-TC) contendo as regides UTR 5°e 3.
Nos TCs encontrados, foram localizadas as regides UTR 5°e 37, os iniciadores e sondas
usadas no estudo desses transportadores de fosfato de arroz do tipo Phtl. A estrutura do
gene revela a predominancia de polimorfismos nas regiées 5 e 3" ndo traduzidas, e na alca
hidrofilica que separa os 12 dominios transmembranares % 7°1, A maioria das seqiiéncias de
cana do SUCEST sdo do tipo 5°, e associado ao fato desses genes PT serem muito
conservados intra e interespécies, com similaridades entre membros da mesma espécie
chegando a ser acima de 98 % !'?, dificultam a identificacdo e segregacdo de PT e cana com
base apenas nas anadlises em bancos de dados. Um estudo anterior desses transportadores
de fosfato (PT) sugere a existéncia de pelo menos 10 membros ou isoformas do tipo Phtl

(78] Concluiu-se entdo que seria uma boa estratégia para caracterizacdo

em cana-de-acUcar
e estudos de expressdo dessa familia multigénica, desenhar iniciadores nas regides UTR 3 e
ou 5° dos genes de cana encontrados. Verificou-se que nas regides UTR existem
polimorfismos nas seqiéncias interessantes para o desenho de iniciadores (Figura 12). Dos
treze genes TP de arroz (Pht1;1—-Pht1;13) foram encontrados 4 TCs ortélogos em cana-de-
acucar, possuindo seqliéncias parciais de genes. Os ortdélogos aos genes ORYsa;Phtl;6,

ORYsa;Phtl1;7, ORYsa;Pht1;8 e ORYsa;Phtl1;12 foram identificados como TC278, TC61525,

TC164 e TC7 em cana-de-aclcar, respectivamente. O TC7 corresponde a uma seqléncia
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parcial curta e ndo foi possivel a sua utilizagdo neste estudo. Os resumos das informagdes

destes TC estao na Tabela 19.

Tabela 19. Resumo da anotacéao dos TP de Arroz encontrados no TIGR e os ortélogos de cana-de-acgucar

GB Seq. TC-arroz reads Chr. 57 3 TC-cana

Gene (n° acesso) Codante arroz

OsPT1 AF536961.1 1584 TC231832 36 3 2789365 2791328 -
OsPT2 AF536962.1 1587 TC231834 13 3 2797226 2799154 -
OsPT3 AF536963.1 1581 TC231836 4 10 15527132 15528712 -
OsPT4 AF536964.1 1617 TC231835 12 4 5664215 5667202 -
OsPT5 AF536965.1 1638 TC231838 2 4 5629364 5631731 -
OsPT6 AF536966.1 1605 TC239257 6 8 28079708 28081534 TC 278
OsPT7 AF536967.1 1581 TC242615 3 3 1991437 1993981 TC61525
OsPT8 AF536968.1 1626 TC231833 19 10 15534676 15537506 TC 164
OsPT9 AF536969.1 1749 Sing. NP657148 1 6 12523305 12523729 -
OsPT10 AF536970.1 1650 Sing. NP657149 1 6 12534235 12536779 -
OsPT11  AF536971.1 1668 TC223323 5 1 26503445 26505450 -
OsPT12  AF536972.1 1626 TC241839 3 3 2785928 2787728 TC7
OsPT13  AF536973.1 1464 Sing. NP657152 1 4 5683106 5686108 -
RubQ1 U37687.1 1374 TC249093 110+

RubQ2 AF184280.1 1374 TC261326 713+

Nas analises de expressdo génica e de Southern foi incluida uma peroxidase (Perox)
diferencialmente expressa em raizes micorrizicas, amplificada e clonada a partir de cDNA de
raizes de cana-de-agUcar [°®. A seqiiéncia deste clone mostrou 90% e 91% de identidade
com a peroxidase de milho (NCBI) e cana-de-aglcar (TIGR), respectivamente. Para a
construcdo dos iniciadores foi utilizado o TC50215 8],

Amostras de raizes de cana-de-aglUcar foram coletadas aos 58 dpi com fungo
micorrizico arbuscular Glomus clarum e tiveram sue RNA extraido como exemplificado na
Figura 13. As raizes foram tratadas com BP ou AP e sendo inoculadas (Gc) ou ndo (ni) com o
fungo, constituindo quatro tratamentos (BPni, BPGc, APni e APGc). Para cada tratamento foi
extraido o RNA de trés plantas, os quais foram quantificados por espectrofotometria, e
fracionados em eletroforese para comparacdao das quantidades aplicadas e normalizacao das
amostras (Figura 13). Através da visualizacdo das amostras de RNA foram definidos trés
conjuntos com uma planta por tratamento, denominados de Pool 1, 2 e 3, conforme a tabela
da Figura 13. Destes trés conjuntos foram selecionados 2 para realizagdo dos experimentos
de gPCR, com amostras em triplicatas de cada tratamento por experimento, para os genes
de interesse PT7, PT8 e Perox do gene de referéncia UbiQ1l. A validacdo da expressao dos
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genes foi

utilizando

Figura 12
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feita em uma Unica anadlise, juntando os dados do dois experimentos de gPCR,

0 programa REST.

. Alinhamento multiplo de sequéncias génicas de transportadores de fosfato PT6, PT7, PT8

(TC278, TC61525 e TC164, cana-de-aclcar); ORYsa;PHT1;6, ORYsa;PHT1;7,
ORYsa;PHT1;8 e ORYsa;PHT1;12 (OsPT6, OsPT7, OsPT8 e OsPT12, de arroz) "?1; e
ZmPht1;1, ZmPht1;2 e ZmPht1;4 (milho) 8%, A regido reconhecida por cada iniciador
estd indicada na seqliéncia de genes de cana-de-aclcar (negrito sublinhado), sendo o
sense (>>>) e o antisense (<<<). O codon inicial do quadro aberto de leitura (ORF) esta
indicado por retéangulos.
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i O .
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A€ CTGOCGCCCAACGT eAACGAAGTIeGIETTCTGCG]
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Figura 12. Alinhamento multiplo de seqliéncias (Continuagdo).
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Uk AT CGGCGGCGACT ACCCGCT GT CGGEACEAT CAT GT GEGAGT ACGCCAACAAGAAGAC
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TACT GGOGeA®SAAGAT GCOCGAGACGECGEOGE TACACGGEOGCT CGT GROCAASAACGCCAAGCAGEOCGOGGCCGACAT GTCCAAGGT G
TACT GGOGGAT GABGAT GCClE GAGACGECGOGGT ACACS GAAT CGTE GOCAAGAACGUEBAGTES GOCGOGGCCGACAT GTCCAAGGETG
TACT GGOGGAT GAAGAT GCle GAGACGECGOAS TACACS GAECT CGTI8 GOCAAGAACGCCAAGCAGEOCGIE GCOGACAT GTCCAAGGETG
I TACT GGOGGAT GAAGAT GCCE GAGACGREOGOGGT ACACGROGCT CGTI8 GOCAAGBACGHE AAGCAGEEI CH JEGACAT ECCAAGGTY
TACT GGOGGAT GAAGAT GCCCGAGACGGCGOGSTACACE

160



Figura 12. Alinhamento multiplo de seqliéncias (Continuagdo).
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CCAEGTCAIICTTCGTAITAS T TACAECT TCACCT TCTTCTTCGOCAACT TIIGGGCUEAACEHEACEACE T TCATCGT
(CCACATCGGCTTCGTCGTCATGTACGCCTTCACCTTCTTCTTCGIAAACT TCGHSCCCAA
(CCACATCGGCTTCGT CGTCATGTACGCCTTCACCT TCTTCTTCGCCAACT TCGGGCCCAA
(CCACATCGGCTTOGT CGTCATGTACGOCTTCACCT TCTTCT TCGOCAACT TCGGEOCCAA
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Figura 12. Alinhamento multiplo de seqliéncias (Continuagdo).
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Figura 12. Alinhamento multiplo de seqliéncias (Continuagdo).

0]
QsPT7 1821 TGCTGATTCTGTTT

CsPT8 1816 TTEGOCACTTGAGE

CsPT12 1817 TAATTAATTCATGE

ZnPht1;1 1912 CANCCTTACGTACH

ZOPNE 12 ez

ZnPht1;4 1857 AALAAAAAAAAAATATITIIAAAAAAAAT

PTE s il
I (11721 Y

PT8 (TC164) 965 ACAAGTCAAGCCTECT/NAEACGETCAARTCAGGCGGTTACGTATTTTCAACT TTAGGCCTCGT TCGGCAGCACT TGATTGGTGCCGGACC
<<<<<<<<<<<<<<<<<<<
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57 Bpni 3,0 1
58 4,4 2
60 4,4 3
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67 1,7 6
55 AP 1,2 7
53 2,3 8
54 2,7 9
61 APGc 3,6 10
62 1,5 11
64 1,2 12
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1 (1, 4,7 e 10)
*Pool 2 (2, 5,8, e1l)

3 (3,6,9e12)

* Pool - amostra composta para confecgdo de curva de
padrao de qPCR (2 ug)

Figura 13. RNAs escolhidos para sintese de cDNAs para os experimentos de qPCR. Os identificadores
de no gel correspondem as plantas cultivadas com baixo (BP) ou alto Pi (AP), inoculadas
(Gc) ou ndao com fungo G. clarum e coletadas aos 58 dpi. Eletroforese em 1,7 % de agarose
em tampdo SB (NaOH e acido boérico, pH 8). Marcador molecular (MM) RNA Ladder Low
Range (Fermentas) (A). Descricdo dos volumes de RNA (2 ug) para sintese dos cDNAs (B).

O funcionamento dos iniciadores foi verificado em testes preliminares em PCR
convencionais. Os genes PT6, PT7, PT8, e as UbiQl e UbiQ2 obtiveram fragmentos de
tamanhos esperados amplificados a partir dos respectivos cDNA. Esses resultados estdo
ilustrados na Figura 14, com os produtos do PT6, PT7, PT8 e UbiQ2 amplificados a partir de

raiz de cana cultivadas em hidropénica com diferentes doses de Pi (0, 50 e 250 uM). A
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amplificacdo de amostras de DNA gendmico confirma ndo haverem introns na regido de
amplificacdo dos genes PT6, PT7, PT8 e UbiQ2 quando comparados aos amplicons dos

respectivos cDNAs.

PT6 PT7

MELI00 0 50 EBDIE g50 P50 L]0 0505012500501 6

PTS UbiQ2

[ S EOR R GRREC R R DN o O G 0 G O HDC O HIDE0

E |

Figura 14. Teste de iniciadores dos genes PT6, PT7, PT8 e UbiQ2 cujos produtos possuem 144, 103,
106 e 159 pb, respectivamente. Amplificagdo dos cDNA a partir de amostras de RNA de
raizes cultivadas com 0, 50 e 250 yM de Pi. Também foram aplicadas amostras da
amplificacdo do DNA gendmico de cana (G), do branco (b, sem DNA molde). Marcador de
peso molecular (M) 100 bp Ladder.

Testes preliminares na plataforma de qPCR demonstraram um perfil de amplificacao e
uma curva de dissociacdo ndo caracteristicas para o PT6. Nos testes de amplificagdo em PCR
convencional foi detectada uma amplificagdo inespecifica para os iniciadores do PT6 (Figura
14), posteriormente confirmada pelo graficos da curva de dissociacdo (dados ndo
mostrados). A amplificacdo via qPCR obtinha altos valores de Ct, dificultando sua
quantificacdo. Portanto ndo foram obtidos resultados de expressdo confidveis da analise do

PT6.
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Considerando o gene UbiQl como referéncia, a expressdo relativa dos genes
transportadores de fosfato de cana PT7 e PT8 foi avaliada em amostras de raiz fertilizadas
com alto ou baixo Pi e coletadas aos 58 dpi com fungo micorrizico. Na Figura 15 podem ser
observados os graficos e valores de expressao (ve) relativa dos genes de interesse PT7, PT8
e Perox, e do gene de referéncia UbiQl. Os valores entre 0 e 1 indicam a supressdao do
gene, enquanto os valores acima de 1 indicam a inducdo de um gene, para a UbiQl os
valores de expressao sdo igual a 1.

Sob a deficiéncia de Pi, o transportador de fosfato PT7 (ve = 6,8) foi induzido em
raizes ndo colonizadas, ja nas micorrizicas (ve = 4,0) foi pouco expresso. Em planta
micorrizicas e cultivadas com alto Pi, o PT7 (ve = 0,5) foi levemente suprimido, de forma
similar ao PT8 (ve = 0,5), enquanto em plantas micorrizicas e com baixo Pi o PT7 (ve = 0,3)
foi fortemente suprimido e o PT8 (ve = 0,7) foi em menor intensidade, em relagdo a UbiQ1
(ve = 1,0) (Figura 15). Este resultado sugere que altas taxas de colonizacdo radicular
suprimiram a expressao do PT7. O PT8 pouco variou sua expressao, sendo sutilmente mais
expresso em plantas micorrizicas do que nas ndo micorrizicas sob o suprimento de BP.

As plantas micorrizicas sao potencialmente aptas a adquirir o fosforo por duas vias,
diretamente via células epidérmicas da raiz ou pélos radiculares e vai associacdo com fungos
micorrizicos arbusculares (FMA), que levam o fésforo até o cértex da raiz. Estudos iniciais da
utilizacdo dessas duas vias indicavam que a absorcao micorrizica do Pi contribui em pouco, e
que a absorgdo de Pi pelas células da epiderme e pélos radiculares era suficiente para suprir

(701" A utilizagdo de radioisdtopos para marcacdo do suprimento de

as necessidade da planta
Pi para hifas externas de fungos MA demonstrou ser consideravel a contribuicdo da absorgdo
micorrizica do fésforo em cevada (Hourdeum vulgare) 179! e trigo (Triticum aestivum) 189,
assim como em espécies “ndo responsivas” a micorrizagdo 7%,

O PT7 e o PT8 foram expressos em tratamentos de médio/longo prazo, apresentando

expressdo ou indugcdo em resposta privagdo por Pi, o que é consistente com a funcdo

proposta de aquisicdo e mobilizacdo de Pi para esta familia de transportadores. Em arroz a
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expressao dos respectivos ortélogos (ORYsa;PHt1;7 e 8) foi pouco evidenciada. Entretanto
percebe-se que ORYsa;PHt1;7 foi pouco expresso (0,15) em raizes ndo colonizadas e ndo
detectado em raizes micorrizicas. O ORYsa;PHt1;8 obteve uma expressao invariavel entre
plantas micorrizicas ou ndo "1, Esses resultados corroboram com os observados para o PT7
e PT8 de cana-de-acucar.

Em certos ndo cereais, a contribuicdo da aquisicdo micorrizica de Pi pode chegar a
100 %, e ndo estando diretamente relacionada com taxa de colonizacao das raizes ou com a
capacidade de resposta micorrizica da planta em temos de crescimento e ou do total de Pi

[135] Smith et al. (2003) 7% observaram que o tomate (Lycopersicon esculentum,

adquirido
ndo responsivo), a mais as espécies responsivas como a linhaca (Linus usitatissimum) e
Medicago truncatula receberam até 100 % do Pi absorvido via micorrizas arbusculares. Esse
resultado é surpreendente pois, do ponto de vista agricola, com base no conhecimento
anterior, o papel das micorrizas tornava-se desinteressante em certos cereais nao
responsivos a FMA. A contribuicdo relativa dessas duas vias para a absorcdo total de Pi pela
planta, assim como as fungbes dos diferentes transportadores de fosfato nessas vias sao de
extrema importancia para compreensdao das estratégias moleculares de resposta a
deficiéncia de fésforo.

A cana-de-acuUcar é uma graminea pouco micotréfica, que apresentou variaveis taxas
de colonizacao em fungdo do tempo e dose de Pi. Os resultados da expressao do PT7
indicam que este € induzido em raizes sob estresse por fosforo e provavelmente associado
a absorcao radicular de Pi. Enquanto o gene PT8 possui uma modulacdo pouco variavel
provavelmente envolvido na manutencao do fluxo ou homeostase de Pi, possivelmente
associado com a absorgao radicular e micorrizica de fosfato.

A expressdao diferenciada e a afinidade varidvel por Pi existente entre os
transportadores de Pi induzidos por micorrizas induzem a se questionar sobre a origem
ancestral e a evolucao destes dois genes transportadores de P induzidos por micorrizas em

batata. Os genes MEDtr;Phtl1;4, ORYsa;Phtl;11 e SOLtu;Phtl1;4 provavelmente evoluiram a
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partir de uma mesma proteina ancestral existente antes da divergéncia entre mono e
dicotiledbneas.

Contudo, a alta similaridade do gene StPT3 com outros transportadores de fosfato,
como o StPT1 cuja expressao é constitutiva em todos os tecidos, sugere que um possivel re-
arranjo no promotor do transportador StPT3 provavelmente o tornou fortemente induzido
por micorrizas quando é comparado a sua baixa expressdo em tecidos ndo micorrizicos.

A expressdo do transportador de fosfato Pht1;11 de arroz ”°! esta relacionada com
presenca de estruturas micorrizicas e, presumivelmente, envolvi a translocacdao de Pi para
planta. O transportador de fosfato MtPT4 é expresso na membrana peri-arbuscular da
Medicago truncatula *®¥!, logo entendi-se que seja responsavel pela aquisicdo do fésforo
absorvido pelo fungo. Assim recentes estudos tém identificado outros transportadores de
fosfato similares em plantas micorrizicas [15% 1651,

Devido a sintenia entre arroz e outros cereais como cevada e trigo espera-se que
estes também possuam genes transportadores de fosfato induzidos por micorrizas € com
similaridade de seqiiéncia com transportador de fosfato de arroz Pht1;11. Oito genes da
familia Pht1 foram identificados em cevada, sendo os genes HORvu;Pht1;1, HORvu;Pht1;2,
HORvu;Pht1;3 e HORvu;Phtl;4 sdo predominantemente expressos em raizes e sua
expressao é fortemente inibida quando a cevada é cultivada em solucdo nutritiva com alta
disponibilidade de P comparada ao baixo fosforo 8% 1821 O transportador de Pht1;6 de
cevada teve sua expressdo detectada em ramos de plantas ndo micorrizicas 7). Para
demonstrar o efeito diferencial da micorrizacdo em transportadores de fosfato tipo Phtl a
indugao dos genes HORvu;Phtl1;8, TRlae;Phtl;myc e ZEAma;Phtl;6 de cevada, trigo e
milho respectivamente, foi estudada com as técnicas de hibridizacdo in situ e gPCR[*®*, Os
resultado do gPCR confirmaram o observado in situ, mostrando valores crescentes de
expressao destes genes em raizes colonizadas por Glomus intraradices, Glomus sp.
WFVAM23 e Scutellospora calospora ['%*), Estas evidéncias indicam que as plantas que

formam micorrizas arbusculares com membros da familia Glomeromicota desenvolveram
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transportadores de fosfato que sdao especificamente ou preferencialmente envolvidos na
aquisicdo de fdésforo apoplastico de estruturas micorrizicas arbusculares intracelulares e de
células do cértex da raiz. A ativacao de transportadores de fosfato induzidos pela simbiose
para a absorcdo micorrizica de Pi, aparentemente substitui, em parte, a absorcdo de
transportadores de fosfato localizados na epiderme e pélos radiculares.

As analises de Southern suportam os resultados de expressdo observados para o PT7
e PT8 indicando que estes sdo membros diferentes da subfamilia Phtl. Em analises de
Southern dos genes de milho (ZmPht1;1-6), sondas especificas para cada genes revelaram
em média 1 fragmento para a enzima BamH I e 2-3 para as enzimas EcoR I e Hind III [*8],
similares aos encontrados em cana de aclcar para os genes PT7 e PT8, obtidos e dois
eventos de hibridizagdao independentes realizados com marcagao nao radioativa (Figura 17).
Em um trabalho anterior foram encontrados varios fragmentos (8-10) para Southerns de
transportadores de fosfato realizados com sondas de ESTL’®], Estes resultados com sondas
nao especificas possivelmente favoreceram o reconhecimento de regides conservadas de
isoformas ou alelos de transportadores de fosfato em cana-de-aclcar. A hibridizacdo para a
peroxidase aqui mostrada, realizada a partir de uma sonda EST, revelam varios fragmentos
(>2) para diferentes enzimas. Esse resultado reforca e sugere que sonda EST ndo gene-

especificas podem reconhecer seqiéncias do mesmo cluster.
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E Genes
. Trat. Interesse Referéncia
Fator fixo
Controle Perox EP PT7 EP PT8 EP UbiQ1 EP
Dose P
20 ni 0,80** 0,5-1,3 0,30 0,2-0,5 0,73 0,6-1,0 1 0,7-1,5
200 ni 0,04%* 0,01-0,21 0,51 0,3-0,8 0,54 0,3-0,8 1 0,7-1,4
FMA
ni 200 1,2 0,7-2,0 6,78** 4,2-11,0 1,75*%* 1,3-2,3 1 0,7-0,6
Gc 200 22,15%* 4,4-141,9 3,99** 2,4-6,3 2,39*%* 1,7-2,2 1 0,7-1,4
Eficiéncia da PCR (0-1) 0,70 0,90 0,77 0,99

** valores significativos para P< 0,05, pelo teste de hip6tese P(H1), REST 2005 (Corbett Research Pty Ltd and
Michael W. Pfaffl).

Figura 15.

Expressao relativa dos genes Peroxidase (Perox) e transportadores de fosfato (PT7 e PT8)
em relagdo ao gene referéncia poli-ubiquitina (UbiQ1). Em raizes cultivadas com alto e
baixo fésforo (BP e AP, respectivamente), colonizadas (Gc) ou ndo (ni) com o fungo
micorrizico arbuscular (FMA) aos 58 dpi. Graficos: representacdo da expressdo génica
comparando plantas colonizadas contra ndo inoculadas (controle), fixando-se as doses de
baixo Pi (A) ou alto Pi (B); e confrontando as dose de baixo e alto Pi (controle) em raizes
ndo inoculadas (C) ou colonizadas pelo fungo (D). As barras representam valor médio da
expressao + 25 %; os limites extremos (T;L1) os intervalos de confianga (95 %) e as linhas
pontilhadas a mediana. Tabela dos valores de expressao e intervalo que compreende o
erro padrdo. Médias de dois experimentos de gPCR, sendo utilizadas triplicatas de cada
gene por experimento (n = 3 x 2) (E).
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Figura 16. Eletroforese dos produtos da reagdo da qPCR dos genes peroxidase (Perox),

transportadores de fosfato (PT7 e PT8) e da poliubiquitina (UbiQl). As amostras sao
provenientes das raizes cultivadas com baixo (BP) ou alto Pi (AP), inoculadas (Gc) ou
nao com fungo G. clarum e coletadas aos 58 dpi. Produtos dos experimentos de qPCR 1
(amostras 1,4, 7e 10),11 (2, 5,8 e 11) e III (3, 6, 9 e 12). Também foram aplicadas
amostras da amplificacdo do DNA gendmico de cana (G), do branco (b, sem DNA molde)
e da diluicdo serial 10!, 102 e 103 (P, P, e P3;) do Pool de cada Experimento,
respectivamente. Marcador de peso molecular (M) PCR Marker (New Englad Biolabs Inc.)

A aplicacdo em gel de eletroforese das amostras da qPCR permitiu verificar a

amplificacdo de produtos Unicos de cada gene como pode ser verificado em exemplos

mostrados na Figura 16, assim como do produto de amplificagdo de amostras compostas

para confeccdao das curvas de diluicdo serial. Esse resultados sdo coerentes co as curvas de

dissociacdo de amostras dos genes PT7, PT8, Perox e UbiQ1 (dados ndao mostrados).
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Eletroforese

A EH X A E H X
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.
.
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“Sondas”
Figura 17. Andlise de Southern para os transportadores de Px.-6 7 8 M

fosfato e a peroxidase de cana-de-agUcar. Marcagao
ndo radioativa com “sondas” dos genes PT7, PT8 e
Perox (100-500 pb) produzidas com os iniciadores
da Tabela 14. O DNA gendmico foi digerido com as
enzimas EcoR I (E), Hind III (H) e Xba I (I).
Hibridizagdo realizada a 60°C durante 15 horas e
exposicao do filme por 1 h. Marcador molecular A-
Hind III(A, Southern) e Ladder 100 pb (M,
“sondas”). Foram realizadas duas analises
independentes para os genes PT7 e PT8.

100 pb
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5. Conclusoes

O PT7 e PT8 foram expressos em tratamentos de médio/longo prazo, apresentando
expressao ou inducdo em resposta a privacdo por Pi, o que é consistente com prévios
estudos que propdem uma funcdo de aquisicdo e mobilizacdo de Pi para esta familia de
transportadores. A cana-de-aglUcar micorrizica mostrou alta plasticidade de resposta ao BP.
Em sintese, se respostas positivas ou negativas do crescimento da planta ocorrem durante a
simbiose dependera de fatores limitantes do ambiente, do gendtipo/combinacdo de planta e
fungo, e portanto das estratégias moleculares e fisioldgicas simbidticas que contribuem para

“eficiéncia”.
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