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“Viver!

E n&o ter a vergonha
De ser feliz

Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser

Um eterno aprendiz...”

Gonzaguinha
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EXPRESSAO GENICA EM MUTANTES DE Arabidopsis thaliana
RESPONSIVOS A DEFICIENCIA DE FOSFORO SOB DIFERENTES
DISPONIBILIDADES DE FOSFORO E NITROGENIO

Autora: Cibele Tesser da Costa’
Orientadora: Carla Andréa Delatorre

RESUMO

O foésforo (P) e o nitrogénio (N) sdo nutrientes geralmente limitantes ao
crescimento e desenvolvimento vegetal. Respostas aclimatativas a sua
limitagdo referem-se as alteragbes do desenvolvimento radicular e
mobilizagéo, transporte, assimilacdo e metabolismo destes nutrientes. Para
que este processo seja desencadeado, € necessaria expressdo de genes
intimamente relacionados com a percepcao e transducdo do sinal de
deficiéncia de P e N. Os genes envolvidos neste processo ainda sdo pouco
conhecidos. Neste estudo objetivou-se averiguar o papel dos genes mutados
nas rotas de aclimatacado a limitagdo de Pi e assimilacdo de N através da
identificacdo das modificacdes em nivel de expressao génica nos mutantes
P9, p23 e p37, bem como através da avaliacao da resposta dos mutantes p9
e p37 ao etileno. Os trés mutantes sdo complementares e ineficientes em
utilizar organofosfatos como fonte de P e p23 e p37 sao resgatados quando
o N é retirado do meio. Ha interacdo P-N em relacdo a expressao de genes
das rotas de aclimatacao a limitacdo de P (AtACP5 e AtPT2), de assimilacao
de N (NRT1.1, NIA1 e NIA2) e na modulacao das raizes laterais (ARF8). Os
mutantes tém alteracdo na expressdo dos genes que codificam
transportadores de N e P de alta afinidade, assimilagdo de N, especialmente
NIA2, e no caso de p9 e p23, ainda, ARF8. Na auséncia de Pi e/ou N, houve
rapida exaustdo do centro quiescente nas raizes primarias em p23 e p37,
assim, os genes mutados devem fazer parte de uma rota que medie as
respostas do crescimento radicular em funcao da disponibilidade de Pi e N.
Os mutantes p9 e p37 apresentam deficiéncia na sinalizacdo ao etileno,
sendo possivel que p9 possua alteracdo na homeostase hormonal, e que
modificacao nos niveis de auxinas e citocininas afetem a sintese de etileno.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (115p.) Margo, 2011.

vii



GENE EXPRESSION IN PHOSPHORUS- DEFICIENCY MUTANTS OF
Arabidopsis thaliana UNDER DIFFERENT PHOSPHORUS AND
NITROGEN AVAILABILITY

Author: Cibele Tesser da Costa?
Adviser: Carla Andréa Delatorre

ABSTRACT

Phosphorus (P) and nitrogen (N) are nutrients highly required by plants,
and limit plant growth and development. The main acclimation responses to
P and N starvation include changes in root development, mobilization,
transport, assimilation and metabolism of these nutrients. For properly
acclimation, the expression of genes closely related to the perception and
signal transduction of P and N deficiencies must work accurately. Which
genes are involved in this process is still unclear, therefore, this study aimed
to identify changes at the expression level in the p9, p23 and p37 mutants in
an attempt to identify the role of the mutated genes in the acclimation
pathway to Pi starvation. Furthermore, we aimed to verify the P-N interaction
and the response of the mutants p9 and p37 to ethylene. The three mutants
are inneficient in using organophosphates as the only source of P, and p9
and p23 recover the COL phenotype in the absence of N. Interaction
between P and N was observed in the expression of genes involved in P-
deficiency acclimation, namely AtACP5 and AtPT2, as well as in the N
assimilation, NRT1.1, NIA1 and NIA2, and ARFS8, involved in lateral root
modulation. It was observed that the mutated gene in p9, p23 and p37 affects
genes that encode high affinity N transporters, genes involved in N
assimilation, especially NIA2. And p9 and p23 also has the regulatory circuit
that acts on the modulation of lateral roots affected. A rapid depletion of QC
in primary roots of p23 and p37 was observed in the absence of Pi and/or N.
It suggests that the mutated genes are involved in a pathway mediating the
root growth in response to Pi and N availability. The mutants, p9 and p37,
have some kind of deficiency in ethylene signaling. It is also possible that p9
is affected in its hormonal homeostasis, and changes in auxin and cytokinin
levels affect the ethylene synthesis.

2 Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (115p.) March, 2011.
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1 INTRODUGAO

Os nutrientes sao essenciais para o crescimento e desenvolvimento
das plantas e devem ser constantemente adquiridos do solo. O crescimento
e a proliferacao radiculares e algumas respostas funcionais especificas que
sdo determinadas pelo estado nutricional da planta dependem da
disponibilidade de nutrientes no solo, uma vez que as reservas nutricionais
das sementes, na maioria das espécies, ndao sao suficientes para sustentar o
crescimento normal por mais do que alguns dias.

O nitrogénio (N) é um dos elementos mais abundantes na Terra, mas
um dos mais criticos para o crescimento vegetal, devido a sua baixa
disponibilidade no solo e a sua forma predominante, o nitrato, ser altamente
solavel, de facil lixiviagdo ou desnitrificagdo. O fésforo (P) é o segundo
elemento critico para o desenvolvimento vegetal, pois sua forma assimilavel,
o ortofosfato (Pi), & geralmente pouco disponivel no solo. Sua baixa
disponibilidade se deve & afinidade com cations como o Ca*?, Mg? e Al”® e &
rapida conversao em formas organicas, que nao sao passiveis de
assimilagdo pela planta. Assim, N e P sdo os macronutrientes mais
limitantes no solo em todo o mundo, inclusive em solos brasileiros. Em
contrapartida, estes nutrientes sao requeridos para o desenvolvimento das

plantas, sendo fundamentais no seu metabolismo.



O P faz parte de diversos componentes das células vegetais, como
0s acucares-fosfato, intermediarios da fotossintese e respiracdo, dos
fosfolipidios presentes nas membranas celulares e de nucleotideos
armazenadores de energia, como adenosina trifosfato (ATP), além de fazer
parte da composicao de acidos nucleicos. O P também é responsavel pela
fosforilacdo, que pode causar a (in)ativacdo de proteinas, como também
regular rotas de transducdo de sinais. A quantidade de P nas plantas varia
entre 0,05% e 0,30% do total de seu peso seco.

O N compbe a estrutura de um grande numero de moléculas
importantes para as células, como os aminoacidos, as proteinas estruturais
e enzimaticas, os acidos nucleicos (DNA, RNA) e clorofilas. O proprio
processo fotossintético &€ severamente afetado pela deficiéncia de N, pois
depende de proteinas como a Rubisco, proteinas dos fotossistemas,
complexos antenas e de grande quantidade de clorofilas.

Os nutrientes sdo encontrados geralmente nas camadas mais
superficiais do solo, sendo que a distribuicio dos elementos ndo é
homogénea, podendo variar espacial e temporalmente. Essa variagdo é
devida ao tipo de solo, aplicacao de fertilizantes, atividade microbiolégica e
rotacdo/sistema de culturas, entre outros fatores. Por causa da sua
importancia, diversos mecanismos evoluiram nas plantas para a captura
eficiente de nutrientes, principalmente em relacdo as alteragdes na
arquitetura do sistema radicular. Através dessas alteracdes, as plantas
aumentam a superficie de absorgdo radicular em contato com o solo,
permitindo explorar maior volume de solo e obter maior sucesso na busca

pelo nutriente.



Em sistemas agricolas intensivos, P e N sdo anualmente repostos no
solo através de fertilizantes, os quais podem corresponder a boa parte dos
custos de producdo. Estes nutrientes sdo obtidos a partir de rochas de
fésforo e combustiveis fosseis, respectivamente, os quais sdo recursos
limitados e nao renovaveis. Outrossim, P e N podem causar eutrofizacdo de
recursos hidricos por excesso de uso desses fertilizantes, sobretudo quando
mal empregados.

A demanda por plantas cultivadas com caracteristicas genéticas que
otimizem a superacao da deficiéncia de P, bem como a sua captura e
utilizacédo, é crescente. Assim sendo, a disponibilidade de gendétipos que
apresentem essas caracteristicas e, consequentemente, permitam a reducéo
do uso de fertilizantes fosfatados, contribuird para a reducado de custos,
menor contaminacdo do ambiente e economia dos recursos naturais
disponiveis.

Apesar de nao apresentar importdncia econdmica, Arabidopsis
thaliana é utilizada como modelo em biologia vegetal. As vantagens do uso
desta espécie incluem o genoma sequenciado, o ciclo de vida curto, a
grande producdo de sementes por planta, o pequeno espaco necessario
para o seu cultivo, a facilidade para transformagdo genética e o grande
namero de linhagens mutantes disponiveis. Mutantes de arabidopsis tém
sido utilizados para elucidar os mecanismos envolvidos na assimilagéo de P
e N do solo. Utilizando esta espécie, CHEN et al. (2000) identificaram 22
linhagens mutantes insensiveis a fosfatos orgéanicos. Trabalhos posteriores
com trés mutantes derivados deste screening (p9, p23 e p37) foram

desenvolvidos por Delatorre (2002), Pinto (2005), Delatorre (2009) e Strieder



(2009), que caracterizaram respostas dos mesmos a deficiéncia de Pi.
Delatorre (2002) e Strieder (2009) verificaram a interacdo deste elemento
com outros nutrientes. A identificacdo de genes envolvidos com a resposta
das plantas a deficiéncia de P em arabidopsis pode permitir a deteccao de
ortélogos em espécies cultivadas e a extensdo das informacdes obtidas as
espécies de interesse agronémico.

Como demonstrado, conhecimentos acerca da percepcao,
sinalizacao e regulacao das respostas a deficiéncia de P ainda sao limitados.
Assim, a pesquisa envolvendo genes da rota de aclimatagédo a limitacéo de
fosfato parece ser o caminho para a compreensdao e manipulagdo do
processo. Além disso, interacdes entre nutrientes tém sido observadas e, em
relacdo a interacdo P-N, existem poucos dados publicados. Considera-se
que estudos moleculares e fisioldogicos com mutantes de arabidopsis
ajudarao a elucidar as respostas das plantas as condicdes limitantes de P e

N.

1.1 Hipodteses

1. Os genes de Arabidopsis thaliana, mutados em p9, p23 e p37, estédo
envolvidos na rota de aclimatacao a limitacao de fosfato;

2. O mecanismo de cross-talk entre P e N, encontra-se alterado nos
mutantes p9, p23 e p37;

3. Nos trés mutantes ha alteracdo na expressdao de genes das rotas de

percepcao, sinalizacao e regulacao da nutricao por P e, possivelmente, a N.



1.2 Objetivo principal

Aumentar os conhecimentos acerca da fisiologia e biologia molecular
de mutantes de Arabidopsis thaliana no que diz respeito a percepgao e

resposta a limitacao de Pi e a interacdo P-N.

1.3 Objetivos especificos

1. ldentificar modificagdes na expressao de genes envolvidos na obtengao
de P nos mutantes p9, p23 e p37, buscando conhecer o papel dos genes
mutados na rota de aclimatacao a limitacao de Pi;

2. Verificar a expressao de genes envolvidos na obtencdo e assimilacdo de
P e N dos mutantes em relagéo a interacdo P-N, em busca de um melhor
entendimento sobre a agdo dos genes mutados no processo de sinalizacao
e a sua interacao com outros sinais regulatérios em plantas vasculares;

3. Analisar a atividade do centro quiescente do meristema apical radicular
das plantas quando submetidas a deficiéncia de P e N;

4. Verificar a resposta dos mutantes p9 e p37 ao etileno em termos de

alongamento radicular.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana é uma planta silvestre da familia Brassicaceae,
considerada uma erva daninha, ao contrario de espécies da mesma familia,
como a couve-flor, o brécolis e o repolho, que tém importancia econémica.
Acredita-se que arabidopsis seja nativa da Europa. Entretanto, ndo se
conhece o seu exato local de origem. A planta de arabidopsis caracteriza-se
por apresentar porte pequeno, ser de facil manuseio, com altura variando de
30 a 40 centimetros. As flores geralmente sdo de auto-fecundagdo, mas
cruzamentos podem ser realizados artificialmente com a obtengdo de
sementes viaveis (Meyerowitz, 1987). Apos a fertilizacdo, o ovario alonga e
produz um fruto chamado siliqua. O desenvolvimento e tempo para floracao
variam de acordo com nutricdo, temperatura, comprimento do dia e
caracteristicas genéticas. Se a planta for mantida produzindo flores por
meses, pode-se obter até 10.000 sementes de uma Unica planta. Sob
condicbes Otimas de crescimento, os ecétipos Columbia e Landsberg
completam o ciclo em torno de seis semanas (Meyerowitz, 1987). Devido a
essas caracteristicas, arabidopsis é considerada uma planta modelo em

estudos de biologia vegetal.



Soma-se a isso o fato de esta espécie ter o menor genoma conhecido
entre as plantas superiores (114,5 Mb/125 Mb total), dividido entre seus
cinco cromossomos no seu conjunto hapléide, o qual foi sequenciado em
2000. Ha também um grande numero de linhagens mutantes, bem como
recursos genéticos disponiveis para a comunidade cientifica (The
Arabidopsis Information Resource, 2010).

Arabidopsis é uma espécie que apresenta facilidade para ser
mutagenizada, através de mutagénicos quimicos, radiacao ou insercao de T-
DNA. Atualmente, a disponibilidade de mutantes para diversas
caracteristicas tem facilitado a identificacdo de genes e o entendimento de
rotas metabodlicas. Geralmente, genes de outras plantas superiores
apresentam homologia suficiente com arabidopsis, tornando possivel a

identificacao de ortélogos nas plantas cultivadas (Gepstein & Horwitz, 1995).

2.2 Nutrientes essenciais e o desenvolvimento das plantas

O crescimento e desenvolvimento da maioria das plantas superiores
sao dependentes de alguns elementos quimicos, chamados de nutrientes
essenciais. E considerado essencial o elemento: (i) sem o qual a planta ndo
consegue completar as fases vegetativa ou reprodutiva do seu ciclo de vida;
(i) a sua deficiéncia pode ser prevenida ou corrigida somente através da
aplicacdo do elemento em questdao e (iii) o elemento esta envolvido
diretamente com a nutricdo da planta, independentemente de seus possiveis
efeitos na correcdo de algumas condigdes microbiolégicas ou quimicas
desfavoraveis do solo ou de outros meios de cultura (Arnon & Stout, 1939).

Os nutrientes minerais sao adquiridos principalmente na forma de ions



inorganicos do solo e sua obtencao é alcangada pelo sistema radicular das
plantas. Os nutrientes essenciais sao classificados em macronutrientes e
micronutrientes, de acordo com a sua concentragdo na planta. Sao
considerados macronutrientes: nitrogénio, potassio, calcio, magnésio, fésforo
e enxofre; e micronutrientes: cloro, ferro, boro, manganés, soédio, zinco,
cobre, niquel e molibdénio. Outros elementos essenciais sdao hidrogénio,
carbono e oxigénio, que nao sao considerados nutrientes minerais pelo fato
de serem obtidos principalmente da agua e do dioxido de carbono (COy,).

Todos os macronutrientes integram compostos organicos importantes
na planta, como aminoacidos e proteinas (N e S), acidos nucleicos (N e P),
fosfolipidios (P) e clorofila (N e Mg), com excec¢ao do K e do Ca, que nao sao
metabolizados, mas mantém-se na forma i6nica durante o crescimento e
desenvolvimento vegetal (Amtmann & Blatt, 2008). Além disso, acredita-se
que o transporte de nitrato, fosfato e sulfato seja regulado primeiramente ao
nivel de transcricdo, enquanto o transporte de K* e Ca*? seriam regulados
principalmente ao nivel de proteina (Amtmann & Blatt, 2008). Os elementos
P e Mg possuem fungdes adicionais na conservacao e conversao de energia
(Amtmann & Blatt, 2008), e alguns elementos tém papel na regulacao
enzimatica, como, por exemplo, P e Ca.

A disponibilidade dos nutrientes é percebida pelas plantas e leva a
alteracdes na fisiologia e morfologia destas. De acordo com Schachtman &
Shin (2007), as raizes sdo o primeiro local a perceber deficiéncias
nutricionais, cujas respostas variam no tempo e com o grau de deficiéncia
nutricional encontrada. Ainda segundo os autores, os primeiros sinais

acontecem em menos de seis horas e ocorrem sob reducdo das



concentracdes externas. Os sinais mais tardios, que podem levar dias ou
semanas, sao gerados quando as concentragdes internas chegam a niveis
criticos. A regulacao das proteinas transportadoras de ions é fundamental
para ajustar os parametros envolvidos com o desenvolvimento das plantas e
para aclimatagdo as mudancas nutricionais no ambiente (Amtmann & Blatt,
2008), mas é apenas um dos muitos processos afetados pela alteracao na
disponibilidade de nutrientes.

Para manter a homeostase de N, P ou S na planta, uma captura
eficiente pelas raizes é fundamental, mesmo em condi¢des desfavoraveis ao
crescimento (Gojon et al., 2009). Respostas aclimatativas as mudancas
temporais e espaciais da disponibilidade de nutrientes no solo e de acordo
com as necessidades da planta acontecem de duas maneiras: (i) regulacéao
de sistemas de transporte na membrana radicular para aumentar a eficiéncia
de captura; e (ii) modulacdo da arquitetura radicular para aumentar o volume
de solo explorado pela planta (Gojon et al., 2009).

As alteragdes radiculares sao fortemente influenciadas pela atividade
meristematica durante a limitacdo nutricional, em cujo processo o centro
quiescente (CQ) exerce papel importante. As células do CQ se localizam no
apice radicular e fazem parte de uma regido que apresenta baixa taxa de
mitose, além de serem distintas histologicamente das células vizinhas
(Doerner, 1998). O CQ serve como reservatério de células para garantir a
regeneracao e persisténcia do meristema do apice radicular, pois possuem
capacidade de auto-renovacao e estdo sempre jovens. Em arabidopsis, o
CQ é composto por quatro a sete células, circundadas por células

meristematicas (Nawy et al., 2005). Alguns fatores de transcri¢cdo tém funcao
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crucial na manutengdo do centro quiescente, como SCARECROW (SCR) e
SHORTROOT (SHR) (Sabatini et al., 2003; Cui et al., 2007). PLETHORA1
(PLT1) e PLTZ2 codificam fatores de transcricdo do tipo AP2, sdo induzidos
por auxinas e estdo envolvidos com a manutencdo do meristema, agindo
paralelamente com SHR e SCR (Aida et al., 2004). A expressdao de SCR
parece ser dependente do gene PDR2 (Ticconi et al., 2009), agindo
indiretamente na manutencdo do CQ. Verificar a manutencdo do CQ em
mutantes com alteragdes na resposta a limitacdo de P e que apresentam
interacdo com N é importante para entender a participagcdo dos genes

mutados nas alteracdes radiculares em funcao das deficiéncias nutricionais.

2.3Fésforo

O P esta envolvido em muitos processos fundamentais na vida da
planta, fazendo parte de diversos componentes das células vegetais, como
0os acucares-fosfato, intermediarios da fotossintese e respiragdo e dos
fosfolipidios, presentes nas membranas das células. Além disso, P é o Unico
anion capaz de fazer ligacoes diester, o que lhe permite compor
nucleotideos armazenadores de energia, bem como fazer parte da
composi¢do de acidos nucleicos. O P também tem funcdo importante na
regulacao da atividade celular, através da fosforilagdo de enzimas, podendo
causar sua ativagédo ou inativagdo. Através da fosforilagcdo, ainda é possivel
regular rotas de transducéo de sinais, em funcao das condi¢cdes ambientais
ou de desenvolvimento da planta.

A forma pela qual o P é absorvido pelas plantas € o ortofosfato,

principalmente H.,PO, e HPO,4, designado como Pi (P inorganico).
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Entretanto, no solo, o P é diluido e pouco mobvel, pois ocorre como
componente integral de sais de célcio, ferro e aluminio, ou na forma de
moléculas organicas (Fang et al, 2009). Os niveis de Pi no solo sao
regulados principalmente pelas suas interacdes com superficies organicas e
inorganicas do solo e a sua concentragao fica geralmente entre 2 e 10 uM,
muito menor do que a concentracédo de Pi nos tecidos vegetais, que varia de
5 a 20 mM (Raghothama, 1999).

A baixa disponibilidade de P no solo compromete o rendimento das
culturas em cerca de 30 a 40% das areas agricultaveis no mundo (von
Uexkill & Mutert, 1995). Nesse sentido, como a quantidade de Pi acessivel
no solo é muitas vezes menor do que O necessario para 0 bom
desenvolvimento da planta, torna-se necessaria a aplicagao de fertilizantes
fosfatados. O uso de fertilizantes onera custos de producédo, além disso, a
fonte de P, rochas fosfatadas, € um recurso limitado e ndo-renovavel
(Cordell et al., 2009). O acumulo de P, no caso de erosdao e consequente
carregamento do P para os rios, pode causar eutrofizacdo, que compromete
a qualidade da agua (Bennett et al.,, 2001). Segundo dados da Associacao
Internacional das Industrias de Fertilizantes (/nternational Fertilizer Industry
Association- IFA, 2011), o consumo de fertilizantes fosfatados, incluindo
rocha fosfatada, acido fosforico, fosfato trissodico, diaménio fosfato e
monoamoénio fosfato, chegou a 107.586.000 toneladas de P>Os no mundo
em 2009, sendo que o consumo em 1999 foi de 94.111.000 toneladas de
P20s.

Quando ha deficiéncia de P no solo, as plantas apresentam algumas

respostas caracteristicas, como o crescimento definhado em plantas jovens
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e coloracgao verde-escuro das folhas, que podem ser mal-formadas e possuir
pequenas manchas necréticas. Além disso, pode causar a morte das folhas
mais velhas e a formacao de talos delgados, bem como atrasar a maturacéao
da planta.

As plantas, ao longo da evolugdo, desenvolveram diversos
mecanismos fisiolégicos e bioquimicos para melhorar a captura e uso do P
do ambiente. De acordo com Raghothama (1999), as modificacdes incluem
respostas  morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas e moleculares.
Morfologicamente ha aumento na razao raiz/parte aérea, mudangas na
morfologia e arquitetura das raizes, aumento na proliferacéo e elongacéao de
pélos radiculares, formacao de raizes protedides e aumento da associacao
com fungos micorrizicos.

Fisiologicamente, ha maior captura de Pi através de maior producao
de transportadores, reducao do efluxo de Pi, aumento na eficiéncia de uso
de Pi, mobilizacdo de Pi do vacuolo para o citoplasma, aumento na
translocacdo de Pi dentro da planta, maior retengcdo de Pi nas raizes,
secrecao de acidos organicos, prétons e quelantes, secrecao de fosfatases e
DNAses, alteracbes na respiracdo, no metabolismo de carbono, na
fotossintese e na fixagdo de N. As alteracées bioquimicas incluem ativacao
de enzimas, aumento na producdo de fosfatases, DNAses e acidos
organicos, acumulo de antocianinas, mudancas na fosforilacdo de proteinas
e ativacao de rotas glicoliticas secundarias, além da utilizacdo de rotas
alternativas que requeiram menos Pi. Em nivel molecular, acontece a

ativagdo de genes envolvidos com a codificagdo de DNAses, fosfatases,
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transportadores de Pi, Ca-ATPase, proteinas de armazenamento, [-
glucosidase e PEPCase, entre outros.

As principais alteragdes para aumentar a eficiéncia de captura de P
acontecem nas raizes, que sao a principal fonte de todos os elementos
necessarios para o0 desenvolvimento das plantas. O crescimento e
desenvolvimento radicular apresentam grande plasticidade, sendo que, em
solos com baixa disponibilidade de Pi, uma das estratégias para melhorar a
eficiéncia na aquisicdo de P é o aumento da area superficial radicular em
contato com o solo (Kochian et al., 2004). Assim, é possivel explorar maior
volume de solo e alcangar maior sucesso na busca pelo elemento. Isso é
importante, uma vez que o P apresenta relativa imobilidade no solo, as
concentracbes mais altas geralmente sdo encontradas na superficie e ha
pouco movimento do P para as camadas mais profundas (Vance et al.,
2003). Em condicdes de baixas concentracdes de Pi no solo, ha reducao do
crescimento da raiz primaria e aumento na densidade e alongamento das
raizes laterais, afim de maximizar a exploragéo superficial (Williamson et al.,
2001).

Sob condigcbes de deficiéncia de P, a captura liquida de Pi nas raizes
€ aumentada. Para tanto, hd aumento na expressao de transportadores de
Pi, levando a maior influxo de Pi e reducao do efluxo de Pi (Kochian et al.,
2004). Os transportadores de Pi podem ser divididos em duas categorias,
aqueles que atuam em baixas concentracbes de Pi (uM), chamados de
transportadores de alta afinidade, e os que atuam em altas concentracoes
de Pi (mM), chamados transportadores de baixa afinidade. Os

transportadores de alta afinidade sdo proteinas associadas a membrana
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plasmatica das células radiculares e translocam o Pi do meio externo com
concentragdes em pM para o citoplasma. Por outro lado, ainda nédo ha
clareza sobre a natureza e funcdo dos transportadores de baixa afinidade
(Raghothama, 1999). A maior parte do Pi é transportado na forma de HoPOq
e, possivelmente, o co-transporte, gerador de energia, € realizado com o
cation H*, pois ha acidificacdo do citoplasma (Schachtman et al., 1998). A
familia de transportadores Pht1 esta envolvida com o transporte do tipo
simporte, no qual ions HoPO4 e prétons sdo movidos do meio externo para o
meio interno da célula através dos transportadores localizados na membrana
(Smith et al., 2003). Para manter o gradiente eletroquimico e energizar o
processo, bombas de protons H'/ATPase bombeiam prétons para o meio
externo.

Durante a deficiéncia de Pi, ha ativacdo de determinados genes.
Alguns tém funcgdes especificas na aquisicao e utilizagdo do Pi, enquanto
outros relacionam-se a regulacdo da rota de resposta a deficiéncia de Pi
(Raghothama, 1999). Nesse sentido, Misson et al. (2005) analisaram
variacbes nos transcritos de 22.810 genes e observaram inducdo de 612
genes e repressdo de 254 genes responsivos a Pi. Estes genes estado
envolvidos em rotas metabdlicas, transporte de ions, transducéo de sinais, e
regulacdo transcricional, entre outros processos relacionados com o
crescimento e desenvolvimento da planta.

A idéia de existéncia de sensores que percebam o status de Pi no
meio externo é baseada em descobertas de sistemas de percepcédo e
sinalizagcdo em organismos unicelulares (Fang et al., 2009). Entretanto, nas

plantas superiores, 0 mecanismo de percepcdo de Pi ainda é pouco
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conhecido. Diversos estudos com mutantes tém permitido melhor
entendimento sobre as rotas de sinalizagdo de Pi (Osmont et al., 2007).

Aliando-se a utilizacdo de mutantes com analises de expressao
génica, busca-se maior compreensao acerca dos genes envolvidos no
processo de sinalizagdo e na rota de aclimatacao a deficiéncia de P. Através
dessa estratégia, Doerner (2008) verificou o papel central de PHOZ2 na
homeostase de Pi. PHOZ2 codifica uma enzima conjugadora de ubiquitina E2
e 0 mutante de arabidopsis pho2 apresenta acumulo excessivo de Pi na
parte aérea.

Diversos micro RNAs também parecem estar envolvidos com a
homeostase de nutrientes minerais (Doerner, 2008) e com a regulagdo dos
transportadores de Pi (Fang et al., 2009). E possivel que o0 miR399 se ligue a
regiao 5° UTR do RNA mensageiro de PHOZ2, modulando sua expressao.
Neste caso, miR399 funciona como sinal de que a homeostase foi alcangada
na parte aérea através do controle dos niveis de PHO2 nas raizes (Doerner,
2008). Genes expressos em baixa concentracao de Pi nas raizes e parte
aérea, chamados IPS (Induced by Pi Starvation — Induzidos por deficiéncia
de Pi), também parecem estar envolvidos nessa rota regulatéria PHOZ2-
miR399. Ha evidéncias que sugerem a ligacdo de um desses genes, At4,
com um miRNA, e sua relagdo com a redistribuicao de Pi. O mRNA de
AtIPS1/At4 parece ligar-se ao miR399, seqlestrando-o e blogueando o
silenciamento de PHOZ2. Dessa forma, PHO2, miR399 e AtIPS1/At4 devem
formar um novo circuito envolvido com a sinalizagéo da deficiéncia de Pi.

Um dos principais componentes da sinalizacdo de Pi é o fator de

transcricdo PHR1 (phosphate starvation response 1), que contém um
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dominio de ligacdo MYB ao DNA (Rubio et al., 2001). Os resultados indicam
que PHR1 age como regulador transcricional na sinalizacdo de Pi e afeta um
conjunto de respostas moleculares a deficiéncia de Pi. No entanto, outras
respostas a Pi sdo reguladas por este fator de transcricao.

Mutantes de Arabidopsis thaliana tém sido utilizados em estudos que
buscam identificar os mecanismos de resposta a limitacdo de P. Nesse
contexto, Chen et al. (2000) analisaram 50.000 plantulas M2 (mutagenadas
de segunda geracgao), e identificaram 22 linhagens mutantes que tiveram o
crescimento restringido em meio contendo DNA como Unica fonte de P, mas
que se recuperaram quando foram colocadas em meio contendo Pi soluvel.
O mutante pdr2 (phosphate deficiency response 2), obtido neste screening,
tem resposta de hipersensibilidade nos meristemas das raizes em situacoes
de baixa disponibilidade de Pi causando diferenciacdo do meristema apical
radicular (Ticconi et al., 2004). Recentemente, (Ticconi et al., 2009)
demonstraram que PDR2 codifica uma ATPase tipo Ps que age no reticulo
endoplasmatico (RE). Além disso, os autores evidenciaram que uma oxidase
codificada por LPR1 (low phosphate root 1) € direcionada para o RE e que
PDR2 e LPR1 agem juntas em uma rota do RE que ajusta a atividade
meristematica a disponibilidade de Pi externo.

PDR2 responde a um sinal de limitagdo local de Pi e ndo a sua
deficiéncia interna, pois os efeitos sdo observados apenas nas raizes em
contato com baixo Pi. Além disso, o efeito se deve a sinalizacdo e n&o a falta
de Pi per se, pois os efeitos da mutacdo ndo foram percebidos quando
fosfito ou fosfonato (Phi), um analogo ao fosfato, foi adicionado (Ticconi et

al., 2004). Phi afeta as respostas moleculares e morfolégicas a deficiéncia
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de fosfato apesar de nao ser utilizado nas reacées em que Pi é requerido

(Ticconi et al., 2001).

2.4Nitrogénio

O N é o elemento requerido em maior quantidade pelas plantas,
fazendo parte da composicdo de varios constituintes celulares, como os
aminoacidos e acidos nucleicos. Embora o N seja um dos elementos mais
abundantes na Terra, a sua baixa disponibilidade no solo faz com que seja
um dos principais nutrientes que limita o crescimento das plantas (Graham &
Vance, 2000). O N é adquirido pelas plantas de duas principais fontes: do
solo, através de adubacao e reciclagem, e da atmosfera, através da fixacao
simbidtica de N.. Sob deficiéncia de N, a maioria das plantas apresenta
clorose e, caso a deficiéncia se torne severa, as folhas mais velhas
senescem e caem. Geralmente, o N disponivel para as plantas esta na
forma inorganica no solo, como nitrato (NOj’), nitrito (NO2) ou amobnio
(NH4"), mas também pode ser adquirido da uréia, aminoacidos e peptideos.
Diferentes transportadores ja foram identificados para o transporte de N
orgéanico ou inorganico do solo para as raizes (Miller & Cramer, 2004).

O problema da disponibilidade de N envolve algumas questdes, como
0 USO excessivo na agricultura intensiva, o custo do gas natural, a reducao
dos combustiveis fosseis e, portanto, ndo renovaveis, necessarios para
producéo de fertilizantes nitrogenados e a falta de fontes prontas de N para
a agricultura extensiva (Vance, 2001). Miller & Cramer (2004) relatam que
tanto o uso excessivo como aplicacdo de pouco N podem ser prejudiciais

para o produtor. O uso elevado de fertilizantes nitrogenados tem muitas
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consequéncias ambientais, além dos custos ecoldgicos e econdmicos de
sua producdo. Entretanto, se wusado em pouca quantidade, as
consequéncias podem ser mais drasticas, pois ocorre limitacdo no
rendimento da cultura. Dessa forma, é preciso que haja um balanco, ou seja,
que o uso de N seja realizado de forma racional, sem prejuizo ao ambiente
nem para ao rendimento da cultura.

A assimilacdo do N desencadeia varias reacdes bioquimicas na
planta, através do envolvimento de uma série de enzimas assimilatérias
(Miller & Cramer, 2004). Primeiro, o NO3™ é reduzido a NO, pela enzima
nitrato redutase, e apds, é reduzido a NH,", pela nitrito redutase. O amoénio é
incorporado a esqueletos de C para produzir aminoacidos através do ciclo
GS/GOGAT (glutamina sintetase — GS e glutamato sintase — GOGAT). A
regulacao da assimilagdo de N pode acontecer tanto em nivel de transcrigcao,
traducao ou pés-traducao das proteinas envolvidas. Neste contexto, NIAT e
NIA2 sao diretamente requeridos para a assimilacdo de N pela planta, pois
codificam duas isoformas da enzima nitrato redutase, sendo ativados por
nitrato (Wang et al., 2009).

A assimilacdo de N ocorre principalmente nas raizes, sendo que o
crescimento radicular das plantas pode ser influenciado por caracteristicas
genéticas, status de nutrientes na planta e pelo ambiente encontrado no solo
(Leyser & Fitter, 1998). Zhang & Forde (1998) testaram o efeito de
suprimento de NOg', aplicado de forma localizada, no desenvolvimento do
sistema radicular, e observaram que, quando as plantas sédo crescidas em
meio com alta concentragdo de nitrato, a producdo de raizes laterais é

inibida. Entretanto, quando as plantas sdo crescidas em meio com pouco
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nitrato e sdo expostas a concentragao local, ha estimulo do crescimento das
raizes secundarias nos locais de tratamento. Dessa forma, o nitrato ativa
uma rota sinalizatéria que estimula localmente o alongamento das raizes
laterais. Este mecanismo, responsavel pela colonizacao preferencial das
raizes por locais ricos em N no solo, parece envolver dois genes: ANR1,
codificando um fator de transcricio MADS-Box, e NRT1.1, codificando um
transportador de nitrato.

O gene ANRT1 foi o primeiro a ser identificado como parte da rota de
sinalizacao da resposta das plantas ao nitrato suprido localmente. Quando
ANRY1 foi inativado em linhagens de arabidopsis, o alongamento das raizes
laterais foi menos responsivo ao tratamento local de nitrato (Zhang & Forde,
1998). Mutantes para o transportador de nitrato de dupla afinidade NRT1.1
apresentaram menor colonizacdo de camadas ricas em nitrato, mostrando
que NRT1.1 promove a proliferacdo das raizes laterais, indicando uma
funcdo na rota de sinalizacdo a limitacdo de N independente de ANR1
(Remans et al., 2006a).

Além disso, o transportador de nitrato de alta afinidade NRT2.1
parece ter fungcado regulatéria no processo de iniciacdo das raizes laterais,
que é independente da funcao de transportador de nitrato (Remans et al.,
2006b). Em concentragdes de alta sacarose e baixo nitrato, a iniciacao das
raizes laterais foi menor na planta silvestre do que na mutante nri2.1 em
relacdo ao controle (alta sacarose e alto nitrato) (Little et al., 2005). A partir
disso, os autores sugerem que NRT2.1 possa agir como sensor de nitrato ou
sinal de transducado, uma vez que o fenétipo encontrado para o mutante é

diferente do esperado, pois a mutacao reduz a taxa de captura de nitrato
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(Forde & Walch-Liu, 2009). Em contrapartida, Remans et al. (2006b)
observaram reducdo no numero de primérdios de raizes laterais em nri2.1
sob baixo nitrato, havendo controvérsias a respeito da atuacado do gene em
resposta a disponibilidade de N. As respostas divergentes observadas
nestes dois ensaios ndao sdao bem entendidas, mas podem relacionar-se a
diferencas nas condicdes experimentais e/ou composicdo dos meios de
cultura. Apesar disso, NRT2.1 parece ter dupla fungdo, como transportador e
sinalizador, ligando a disponibilidade de acucar e de NOs; com o
desenvolvimento das raizes laterais (Gojon et al., 2011).

Um circuito regulatério proposto por Gifford et al. (2008) para o
desenvolvimento de raizes laterais envolve um microRNA (miRNA 167) e um
dos seus alvos, o fator responsivo a auxina 8 (ARF8). Ambos sao expressos
no periciclo e apice das raizes laterais e devem agir no inicio da raiz lateral e
na subseqlente emergéncia. Nesse circuito, ARF8 parece agir como
repressor do desenvolvimento das raizes laterais, pois quando miRNA 167 é
reprimido por altas concentracdes de nitrato, ha inducdo de ARF8 e reducao
no desenvolvimento das raizes laterais.

O gene PLDe codifica uma fosfolipase, que produz acido fosfatidico e
conforme demonstrado por Hong et al. (2009), o processo de sinalizacao
deste lipidio estd envolvido com a percepcado do status nutricional na
membrana, com o0 aumento do crescimento da planta e acumulo de
biomassa. O silenciamento de PLDe reduziu o crescimento radicular e
acumulo de biomassa em arabidopsis, enquanto a superexpressao levou a
aumento no crescimento radicular e acumulo de biomassa. Outro gene que

parece ter uma fungé@o na resposta a estresse por nutrientes é o SOC1, que
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codifica um fator de transcricaio MADS box e integra diversos sinais de
florescimento. Gan et al. (2005) verificaram que SOCT é expresso na
deficiéncia de N, induzido pela falta e reprimido pelo ressuprimento de P e S,
evidenciando que o gene pode fazer parte de uma resposta geral ao
estresse nutricional ou de uma rota de resposta comum a esses trés
nutrientes.

As plantas tém a capacidade de perceber o status de nutrientes no
solo e adaptar sua morfologia as mudancas, através da modificacdo na
expressao de genes, atividade de enzimas e conteudo metabdlico. Uma
possivel estratégia das plantas superiores para aquisicao e uso eficiente de
N se da através de um circuito de regulagao de citocininas (Sakakibara et al.,
2006). A sintese de citocininas € induzida por nitrato e a sinalizacdo mediada
por citocininas esta relacionada com o desenvolvimento, sintese de
proteinas, aquisicdo de macronutrientes e outras atividades metabdlicas. As
citocininas translocadas pelo floema podem reprimir alguns transportadores
de nutrientes como o nitrato, aménio, sulfato e fosfato, regulando sua
aquisicao e distribuicdo. Uma das atribuicbes das citocininas € agir como
mensageiro que comunica se o suprimento de N é adequado para induzir os
sistemas de captura de outros macronutrientes (Sakakibara et al., 2006).
Dessa forma, as citocininas podem exercer papel chave na sinalizacdo

relacionada ao uso de nutrientes, especialmente N.

2.5Fésforo e nitrogénio: uma possivel interacao?
A necessidade de avancos cientificos que possibilitem a reducéo de

gastos com fertilizantes fosfatados e nitrogenados € evidente. Disponibilizar
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germoplasma com maior capacidade de aquisicdo e uso de N e P e que
permita o uso eficiente da aplicacao de fertilizantes é fundamental para a
sustentabilidade do sistema agricola. O sucesso quanto a geracao de
plantas mais eficientes na utilizacdo de N e P do solo depende,
consideravelmente, do entendimento dos mecanismos em plantas que
aumentem a aquisicdo desses elementos (Vance, 2001). Nesse sentido,
analises de expressao génica em mutantes com alteracées nas respostas a
limitacdo de P e N sdo fundamentais para elucidar a participacdo de genes
nas cascatas de transducdo de sinais envolvidas com a aclimatacdo das
plantas as deficiéncias destes nutrientes.

Interagdes nutricionais durante a absor¢cao e mudangas na expressao
de genes durante a privacao individual dos nutrientes minerais tém sido
documentadas (Wang et al, 2002; Maathuis et al, 2003; Misson et al.,
2005). Interagbes de rotas de sinalizagdo de resposta a deficiéncia de
nutrientes foram sugeridas por Wang et al. (2002). Nesse sentido, genes
associados com a nutricdo de P, K e Fe, como fatores de transcricao, MAP
quinases e proteinas 14-3-3, foram identificados e induzidos pelas trés
deficiéncias. Além disso, os autores observaram que transportadores
especificos para um nutriente foram induzidos na auséncia de outros.
Maathuis et al. (2003) verificaram que NaCl levou a regulacao transcricional
de canais de K*. Assim, os autores sugerem que alteracées na homeostase
de um nutriente leve a rapidas modificacbes no transporte de outro(s)
nutriente(s), provavelmente para manter o status nutricional na planta.

Neste contexto, analises de mutantes submetidos a diversas

concentragdes de diferentes nutrientes tém indicado que ha algumas
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interacdes nutricionais. Um exemplo é o mutante pdr1, cujo fenotipo sugere
interacdo entre P e N (Delatorre, 2002). Este mutante tem redugdo no
crescimento da raiz primaria quando exposto a concentragcdes de nitrato
superiores a 0,1 mmol.L™", assim como quando P é oferecido apenas na
forma de organofosfato (Delatorre, 2002). Tais experimentos parecem
evidenciar que os niveis de P afetam a absorcéo e uso de N e vice-versa.
Entretanto, o conhecimento referente a sobreposicdo das rotas ainda é

limitado e insuficiente para o entendimento desta interagao.

2.6 Etileno e as mudancas radiculares

As alterag6es induzidas no sistema radicular em funcao da deficiéncia
de P, como o desenvolvimento e arquitetura das raizes laterais e formacao
de pélos radiculares, sao influenciadas pelo balanco interno de auxina,
etileno e citocininas (Vance et al, 2003). O etileno influencia muitos
processos de desenvolvimento ao longo do ciclo de vida da planta, como o
amadurecimento de frutos, estimulo da germinacédo de sementes, ajustes no
crescimento da planta em funcao das condi¢cdes do solo, a taxa e a extensao
do crescimento foliar e senescéncia das folhas, além de mediar respostas as
mudancas no ambiente (Bleeker, 2001).

Na rota biossintética do etileno, o aminoacido metionina é convertido
a S-adenosilmetionina (SAM) que é, por sua vez, convertida a acido 1-
carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) e, finalmente, a etileno. A conversao
de SAM a ACC é realizada pela enzima ACC sintase e de ACC a etileno é
catalisada pela ACC oxidase. A percepgao do etileno pode ser bloqueada

por ions de prata ou sua sintese pode ser interrompida pelo
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Aminoetoxivinilglicina (AVG), que inibe a ACC sintase (Casson & Lindsey,
2003) ou por ions cobalto.

A influéncia do etileno no centro quiescente de raizes de arabidopsis
foi determinada por Ortega-Martinez et al. (2007). Os dados encontrados
pelos autores sugerem que o etileno promove divisbes celulares no centro
quiescente, indicando que apenas a auxina nao seria suficiente para exercer
tal funcdo. Em condi¢cdes de baixo P, o etileno deve atuar como mediador
das mudancgas adaptativas que ocorrem nas raizes (Ma et al, 2003). Os
autores analisaram o perfil espacial da taxa relativa de alongamento na zona
de crescimento radicular em condicbes de P suficiente e baixo P e na
presenca ou auséncia de inibidores de etileno. Nestes estudos, os autores
verificaram que em condicao de P suficiente, o etileno limitou o alongamento
das raizes, mas sob limitacdo de P, o etileno manteve o alongamento

radicular.

2.7 Os mutantes p9, p23 e p37

Estudos utilizando os mutantes p9, p23 e p37 foram conduzidos por
Pinto (2005), buscando ampliar o conhecimento acerca da rota de
sinalizacdo a limitacdo de Pi. Os mutantes possuem apenas um gene
mutado, que é responsavel pelo fenétipo em meio contendo organofosfatos
como fonte de Pi, sendo estes genes complementares entre si (Pinto, 2005).
A autora verificou também que em p9 a mutacdo provavelmente causa
alterac6es na sensibilidade as concentracées de Pi, podendo relacionar-se
aos sensores de raiz ou a interacao da transducao de sinais entre o sensor

local de Pi e o status da planta. Em p37, o gene mutado pode relacionar-se
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com o controle do alongamento e das divisdes das células radiculares (Pinto,
2005).

Strieder (2009) procurou caracterizar respostas morfo-fisioldgicas de
P9, p23 e p37 a suprimentos contrastantes de P e as interagcées nutricionais
de P com outros nutrientes. O autor observou que ha redugdo no
desenvolvimento radicular dos trés mutantes quando acidos nucleicos sao
adicionados ao meio de cultura, e esse efeito é mais acentuado em p9. O
fendtipo radicular de p9 em meio com deficiéncia de P é governado pela
interacdo P x Fe e é influenciado por defeitos na sintese e/ou percepcao de
auxinas e de citocininas. O fendétipo radicular em p23 e p37 é resgatado pela
supressao de N, independente da condicdo de P. Além disso, estes dois
mutantes sdo incapazes de perceber a presenca de organofosfatos como
Unica fonte de P e se mostraram pouco sensiveis e pouco responsivos as
auxinas ou citocininas em meio de cultura (Strieder, 2009). Em p23 a divisao
celular é reduzida drasticamente pela limitacao de Pi, observada através da
construcdo CycB1::GUS, enquanto em p9 a atividade meristematica é
mantida por mais tempo. O autor sugere que estudos sejam realizados a fim
de verificar se ha defeito na sintese de etileno nos mutantes, uma vez que
p23 e p37 parecem apresentar rapida exaustdo do centro quiescente sob

condicAes de deficiéncia de P.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e local de estudo

A espécie utilizada foi Arabidopsis thaliana. Os mutantes analisados
foram p9, p23 e p37, desenvolvidos via mutagdo quimica com uso de EMS
(etil-metanosulfonato) e selecionados por Delatorre (2009). Os trés mutantes
foram obtidos a partir do ecétipo Columbia (COL), sendo este usado como
controle comparativo. Outras linhagens contendo transgenes de interesse
foram utilizadas em cruzamentos com p37 para observagao in situ da
expressao génica e da viabilidade do centro quiescente. Na ocasidao dos
cruzamentos, os mutantes foram utilizados como receptores de pdlen. Para
analise do centro quiescente em p23, utilizou-se a linhagem
p23xQC25::GUS.

Os experimentos foram conduzidos no Laboraté6rio de Biotecnologia e
de Fisiologia Vegetal do Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade

de Agronomia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).

3.2 Condicoes de crescimento
As plantas crescidas em substrato ou em meio de cultura foram

mantidas em camara de crescimento com condi¢ées ambientais controladas.
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A temperatura foi mantida em 21°C (£2°C), com intensidade luminosa de 22
a 30 umol.m?.s™ e fotoperiodo de 16 horas de luz, seguido de 8 horas de
escuro.

Para multiplicacdo de sementes e avanco de geracdes das plantas
oriundas dos cruzamentos dos mutantes com as linhagens transgénicas, as
sementes foram dispostas em copos plasticos contendo mistura de fibra de
coco e substrato de turfa (1:1). Para quebra de dorméncia e uniformizacao
da germinacéao, colocou-se, apés a semeadura, as sementes a 4°C por 48
horas. Foi feita irrigacao sempre que necessario, sendo que solucao nutritiva
foi aplicada a cada quatro dias. A composi¢do da solugdo nutritiva utilizada
foi a seguinte: 5 uM de Fe-EDTA, 0,5 mM de KNQOs3, 0,2 mM de MgSQy, 0,2
mM de Ca(NOs3),, 0,25 mM de KH,PO4, 7 uM de H3BOg3, 1,4 uM de MnSOQOy,
0,1 uM de ZnSQOy, 0,02 uM de NaoMoQ,, 0,001 uM de CoCl, e 0,05 uM de
CuSO;,.

No caso dos ensaios em meio de cultura, foram utilizadas placas de
petri circulares, de vidro, para condicao de 2,5 mM de KH,PO, (+Pi) e
descartaveis para auséncia de fosfato inorganico (-Pi) (J.Prolab). As
sementes foram dispostas individualmente em duas linhas, uma na parte
superior e outra no centro da placa, sendo as placas vedadas com Parafilm.
As placas foram dispostas verticalmente em camara de crescimento para
proporcionar o crescimento vertical das raizes.

A fim de evitar a contaminacdo do meio de cultura com fungos e
bactérias, as sementes foram desinfestadas com solucdo 30% alvejante
(solucdo comercial contendo hipoclorito de sédio 2,5%), acrescido de

surfactante Tween 20 (polioxietileno sorbitano monolaureato) por 8 minutos,
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seguido de cinco lavagens com agua Milli-Q estéril. Apdés embebicao, as
sementes tiveram a dorméncia aliviada pela exposicao por 48 horas a 4°C e

exposicao a luz.

3.3 Composicao dos meios de cultura

O meio de cultura padrdao foi o meio Murashige & Skoog (MP -
baseado em Somerville & Ogren, 1982), com 0,5% de sacarose e 0,8% de
agar “Micropropagation Agar-Type |, Caisson Laboratories’. Nao foi
necessario proceder a lavagem do agar para remocéao de fésforo, uma vez
que analises da composicao do mesmo indicaram conteudo de fésforo total
de 0,0159 mg/g, estando dentro do limite aceitavel, sem causar interferéncia
no meio -Pi. Esta andlise é necessaria, pois, segundo Jain et al. (2009), ha
efeito dos niveis de P em diferentes tipos de agar no crescimento de plantas
sob condicao de deficiéncia de Pi.

A composicdo do meio MP, para o tratamento +P e +N (meio
completo de crescimento), foi a seguinte: 50 uM de Fe-EDTA, 5 mM de
KNO3, 2 mM de MgSQO4, 2 mM de Ca(NOs),, 10 uM de NaCl, 2,5 mM de
KH2PQOy4, 70 uM de H3BO3, 14 uM de MnSQOy4, 1 uM de ZnSOq, 0,2 uM de
NasMoQy, 0,01 uM de CoCl, e 0,5 uM de CuSO4. Como agente tamponante
de pH, adicionou-se MES [2-(N22 morfolino &cido etanosulfénico)] a 2,5 mM,
em pH 5,5. Além disso, adicionaram-se vitaminas aos meios de cultura,
sendo 100mg/L de mioinositol, 0,5 mg/L de &acido nicotinico, 0,5 mg/L de
piridoxina e 0,1 mg/L de tiamina. Estas foram esterilizadas via microfiltragem

(0,20 um, TPP) e adicionadas ao meio apds autoclavagem.
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Para o tratamento -P (meio de crescimento deficiente em P), o
KH>PO4 nao foi adicionado. No caso do tratamento -N (meio de crescimento
deficiente em N), o KNOj foi substituido por 5 mM de KCI e o Ca(NO3). foi
substituido por 2 mM de CaSO4. Em meio com organofosfatos, -P/+DNA/-N,
o Pi e o N foram substituidos por 0,6 mg/ml de DNA purificado de torula, que
fornece aproximadamente 1,8 mM de P total na forma de P orgénico e 6,4
mM de N total na forma de aménia e nitrato. Dessa forma, simulou-se a
deficiéncia de P inorganico e N e, ao mesmo tempo, o fornecimento de P e N
organicos, que podem ser utilizados pela planta (COL) no caso de
deficiéncia. No tratamento +P/+DNA, 0,6 mg/ml de DNA de torula purificado
foram adicionados ao meio com alto teor de P (+P). A fim de remover
contaminantes do organofosfato comercial e possiveis residuos de Pi,

utilizou-se protocolo descrito em Strieder (2009).

3.4 Analises de expressao génica

Os mutantes cresceram em condicoes assépticas sobre meio de
cultura contendo diferentes disponibilidades de Pi e de N (presenca ou
auséncia), sendo os tratamentos: +Pi/+DNA/+N, +Pi/+DNA/-N, +Pi/-DNA/-N;
+Pi/-DNA/+N, -Pi/-DNA/-N, -Pi/+DNA/-N, -Pi/+DNA/+N, -Pi/-DNA/+N. Apods
crescimento por 10 dias, o sistema radicular foi separado da parte aérea
através de corte com lamina. O isolamento de RNA da raiz seguiu a
metodologia descrita por Glazebrook et al. (1998) com modificacoes, a
saber:

A fim de evitar a degradagdo do RNA com RNAses, ribonucleases

que degradam o RNA, os plasticos e vidrarias foram autoclavados. Da
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mesma forma, os reagentes foram preparados com agua tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato), um forte inibidor de RNAses. Os almofarizes, cadinhos,
pistilos e pingas foram esterilizados em estufa a 180°C por 8 horas.

Todas as etapas foram feitas tomando-se o cuidado de manter o
material no gelo. Utilizaram-se aproximadamente 150 plantas maceradas em
nitrogénio liquido, adicionando-se 400 pl de tampao (100mM de Tris-HCI -
pH 9,0, 200mM de NaCl, 15mM de EDTA e SDS 0,5%) com 2,3 pl de
mercaptoetanol; 400 ul de fenol e 80 ul de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1). O tampao tem por finalidade quebrar as membranas das células,
liberando os componentes celulares. O uso do mercaptoetanol evita a
oxidacao do material, enquanto fenol e cloroférmio causam inativacao de
nucleases e desnaturacdo de proteinas. A mistura foi homogeneizada em
vortex por 2 minutos e acrescentaram-se 28 pl de acetato de sédio 3M (pH
5,2). Agitou-se em vortex novamente por 1 minuto e incubou-se em gelo por
15 minutos. A fim de remover restos celulares e precipitar proteinas
desnaturadas, o material foi centrifugado a 14.000g por 11 minutos a 4°C e
apés, a fase aquosa transferida para um novo tubo, acrescentando-se 400 pl
de fenol e 80 pl de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Agitou-se em vortex
por 2 minutos e centrifugou-se a 14.000g por 5 minutos a 4°C, sendo a fase
aquosa (superior) transferida novamente para novo tubo. Para recuperar os
acidos nucleicos, acrescentou-se 500 pl de isopropanol gelado. As amostras
foram mantidas no freezer (-20°C) por 1 hora e apés, centrifugadas a 10.000
g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 500

ul de etanol 70% ao precipitado. As amostras foram centrifugadas a 10.000
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g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado, deixando-o secar em
temperatura ambiente.

Para solubilizar o RNA, acrescentou-se 82,5 ul de agua Milli-Q,
incubando por 10 minutos em temperatura ambiente. Para remocao de
material soélido, centrifugou-se a 10.300 rpm por 5 minutos a 4°C,
transferindo o sobrenadante para novo tubo. O fracionamento do DNA e
RNA por precipitacao seletiva foi realizada com 37,5 ul de cloreto de litio 8M
(concentracgao final 2,5M), agitando e deixando precipitar ao longo da noite a
4°C. O material foi centrifugado a 12.200 rpm por 10 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi descartado, pois este continha DNA. Adicionou-se ao
precipitado 500 pl de etanol 70 %, centrifugou-se novamente a 10.300 rpm
por 5 minutos a 4°C e o precipitado foi seco em temperatura ambiente. Por
fim, o RNA foi ressuspendido em 50 ul de agua Milli-Q e incubado em
temperatura ambiente por 10 minutos. A quantificacdo foi feita em

espectrofotdmetro “Genesys 2™

Thermo Spectronic” no comprimento de
onda de 260 nm e a qualidade confirmada em gel de agarose 0,8%. O
armazenamento foi feito em freezer sob temperatura de -20°C.

O RNA foi tratado com a enzima “DNAse | (Roche®)” para remogao
de DNA genbmico contaminante. O tratamento foi realizado no gelo,
adicionando-se 3ug da amostra de RNA, 3ul de tampéao de reacao DNAsel
10X e 0,3ul de DNAse | (10U/ul), sendo o volume completado para 30ul
com agua DEPC em tubos de 0.5 ml livres de RNAse. Os tubos foram
incubados por 15 min a temperatura ambiente. A inativacdo da DNAse | foi

feita através da adi¢do de 1ul de EDTA 25 mM a mistura e aquecimento por

10 min a 65°C.
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A partir do RNA, foi produzido o cDNA, utilizando a trancriptase
reversa “SuperScript™Ill (Invitrogen ®)” e os iniciadores polidT. Para tanto,
utilizou-se 0,6ug de RNA tratado com DNAse I, 1,5ul de polidT Mix (10uM),
1ul de dNTPs Mix (10mM) e o volume completado para 13ul com agua
destilada estéril. A mistura foi aquecida a 65°C por 5 minutos e incubada no
gelo por aproximadamente 1 minuto. Para coletar o conteddo do tubo, foi
feita uma rapida centrifugagcdo no material e adicionado 4ul de 5X First-
Strand Buffer; 1ul de 0,1M DTT e 0,4ul de SuperScript Il RT (200un/pl). A
mistura foi homogeneizada via pipetagem e incubada a 50°C por 60 min. A
reacao foi inativada, aquecendo a mistura a 70°C por 15 min. Para uso nas
amplificagdes, as amostras de cDNA foram diluidas na proporcao 1:100
(cDNA:agua destilada estéril).

A analise de expressao génica foi realizada pelo método de PCR
Tempo Real. Para tanto, utilizou-se o equipamento “7300 Real-Time PCR
System, Applied Biosystems®”, sendo as reacoes realizadas em placas de
96 pocos “PCR-96-A-BC, Axygen®’ com selador “MicroAmp™ Optical
Adhesive Film, Applied Biosystems®’. As reagbes foram realizadas com
volume final de 20ul por pogo, sendo 10ul do Mix e 10ul do cDNA. Fizeram
parte do Mix: Tampao de PCR 1X; cloreto de magnésio (MgCly) 3mM;
dNTPs 0,25mM (10uM de cada nucleotideo); iniciador forward 0,2uM,
iniciador reverse 0,2uM, ROX 0,005X; SYBER Green 0,0001X (diluigao
realizada no momento da utilizagdo a partir de solucéo estoque 100X em
DMSO); Tag Platinum® Invitrogen 0,05U e agua destilada e autoclavada

para completar o volume.
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Para ser utilizado como controle endégeno das reagdes de PCR
Tempo Real, testaram-se trés genes constitutivos, Actina, 28S e EF1: Actina
(Locus:  At3g18780): 5  GACCTTGCTGGACGTGACCTTAC 33
5GTAGTCAACAGCAACAAAGGAGAGC 3’; 28S (Genbank: AY049041): 5
CTGATCTTCTGTGAAGGGT 3’; 5 TGATAGAACTCGTAATGGGC 3’; EF1
(Locus: At1g07920; At1g07930; At1g07940): 5
GTCGATTCTGGAAAGTCGACC 3';5° AATGTCAATGGTGATACCACGC 3'.

Realizadas as andlises iniciais, optou-se pelo gene da actina, que
apresentou curva de amplificacdo adequada (Figura 1A) e curva de
dissociacdo com pico unico (Figura 1B). Também foram testados iniciadores
para os genes 28S e E1F, porém estes exibiram picos na curva de

dissociacao fora do padrao adequado.

Delta Rn ve Cycle

Rn

Delta

Derivative

FIGURA 1.  Iniciador actina utilizado como controle endégeno. A) Curva
de amplificagédo; B) Curva de dissociagéo.
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Os genes que tiveram sua expressao avaliada foram selecionados por
estarem envolvidos no processo de assimilacdo de N e na aclimatacédo a

limitacdo de fosfato (Tabela 1).

TABELA 1. Iniciadores para genes envolvidos na assimilagdo de N e na
aclimatacao a limitacao de fosfato, locus, sequéncias forward e
reverse e temperatura de pareamento.

Primer Locus Sequéncia 5’-3’
Forward Reverse Temperaturas
de
pareamento

Nitrogénio

NAR2.1 At5g50200 GGCCATGAAGTTGCCTATG TCTTGGCCTTCCTCTTCTCA 60°C

NIA 1 At1g37130 TACGTCGTTGAAATCGCAAA GCTGCAACGCAAACTGAAT 60 °C

NIA 2 At1g77760 TTTGGTACGTAGTGGAATCAGC AACCGCAAACTGAATCATCG 60 °C

NRT1.1 At1g12110 GCACATTGGCATTAGGCTTT CTCAATCCCCACCTCAGCTA 60 °C

NRT2.1 At1g08090 AACAAGGGCTAACGTGGATG CTGCTTCTCCTGCTCATTCC 60 °C

NRT2.2 At1g08100 CGGAGCACTATTATGTTGGC GGTTGCGTTCCCTTTGT 60 °C

ANR1 At2g14210 TTGGCAAAGAGAGGTTGCAAG TCTCCCACTAGTTTCCTGTGGC 61°C

SOcC1 At2g45660 GCAGCTCAAGCAAAAGGAGAA TTGACCAAACTTCGCTTTCATG 60 °C

PLDe AT1G55180 TATCTTGAACCGGGATGGTGCAGA TAGGGTTTAGTGCCCATCCTGCAA 65 °C

ARF8 At5g37020 AGATGTTTGCTATCGAAGGGTTGTTG CCATGGGTCATCACCAAGGAGAAG 60 °C

Fosfato

AtIPS1  At1g12820 TAAGGAAAGCGTTTTAAGATATGG TTCACTATAAAGAGAATCGGAAGC 60°C

AtPAP2 At1g66390 CATCAAGTTCCTTTGAGAGC TTGGACCGGTGTTGTAGGAG 62°C

AtPT2 At2g38940 TGGGATTCTTCACTGATGCTTACG CGAAAATACCACCAGCCATGATTC 61°C

AtPHO81 At2g45130 GTGGAATCTATTTTCGTCGGTT CGCACATCTCTCGTATCCC 61°C

-like

AtPHO2 At2g33770 TTTTACACAAGCCACCAAAGC TCACGAGCATGTCCAACAA 60°C

At At2g34202 AATACTCCTATGGCAGATCGCATTGG TCCTTTGGCAGAGAAGCATTTTACTTG 61°C

miR399d

At4 At5g03545 AATATGGCCATCCCCTAAAGAAAC TAAACCGGAAACAAAGTAAACACG 60°C

ACP5 At3g17790 CTTTAGTATCTCCATGATGTCC CGTTGATGCAGAGTTGGTAGAG 60°C

Pht1;7  At3G54700 GGGGGGATTTTTGCCATCAT TGTTGTTGCTGCTGCTGCTG 61°C

RNS1 At2g02990 TGGCCTAACTACAAAGATGGAACT CAGACCGGTCAACACAAAGATAGA 60°C

Os iniciadores foram sintetizados com base em artigos cientificos que

utilizaram os mesmos e, previamente ao uso nos mutantes, estes primers

foram testados nos ecotipos Columbia e Landesberg para avaliar se havia

amplificagdo. As reagbGes foram visualizadas em gel de agarose 3%.
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Posteriormente, foram utilizados diretamente para analise via PCR Tempo
Real. Avaliaram-se trés réplicas de cada amostra, contendo
aproximadamente 150 plantas cada.

As condicdes de amplificacdo utilizadas iniciaram com ciclo de 2 min a
50°C. Apéds, um ciclo inicial de 5 minutos a 95°C, seguido de 40 ciclos
comecando com a desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, seguida da
temperatura de pareamento (especifica para cada primer), que variou de 60
a 65°C, por 20 segundos. Para extensao final, utilizou-se um ciclo a 72°C por
15 segundos e para a leitura de fluorescéncia 60°C por 1 minuto. Para
finalizar, adicionou-se uma etapa de dissociacéo (Figura 2).

A andlise dos dados da amplificagdo obtida através do PCR Tempo
Real foi realizada através da quantificacdo relativa. Este método permite
verificar as mudancas na expressao do gene alvo em relagdo a um grupo de
referéncia (Livak & Schmittgen, 2001), neste caso o tratamento
+Pi/+DNA/+N. Para tal, utilizaram-se os valores de Ct's (threshold cycle),
que representam o ciclo da PCR no qual o sinal fluorescente é maior do que
o nivel de deteccao minimo, ou seja, ciclo no qual cada curva atravessa o
limiar de deteccdo. O threshold (limiar de deteccdo) foi ajustado
manualmente para cada placa, em posicdo adequada da fase exponencial.
Para cada tréplica, foram calculados a média e o desvio padréao, sendo que
aquelas que apresentaram valores de desvio padrdo acima de 0,5 foram
excluidas da analise.

Os valores de eficiéncia da PCR foram obtidos através do software
livre LinRegPCR (Ramakers et al., 2003). Este software analisa a curva

exponencial de amplificacdo de cada amostra individual através de uma
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analise de regressao linear. Valores de eficiéncia entre 1,8 e 2,0 foram
utilizados, com mais do que quatro pontos na curva e R>0,99 foram aceitos.
Os demais foram descartados.

A expressao relativa do gene foi calculada através da férmula 2724¢,

(Livak & Schmittgen, 2001). Quando o valor é substituido em 2%2° ¢

possivel verificar a dimensao da variagao.
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FIGURA 2. Condi¢cées de amplificacdo utilizadas nas reacées de PCR
Tempo Real, volume final da reacdo, modo de corrida e
estagio para coleta dos dados.

3.5 Visualizacao da expressao génica

Alguns genes responsivos a Pi tiveram seu promotor ligado a enzima
glucuronidase, sendo utilizados para verificar se ha diferengas nos mutantes
no local e na magnitude de expressao in situ. Neste estudo, fez-se andlise
do centro quiescente em p23, utilizando-se sementes da populacdo F3

obtidas por Strieder (2009) do cruzamento entre p23 e QC25::GUS. A

visualizacdo da atividade de GUS em QC25::GUS permite verificar a
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manutencdo do meristema, indicando que ha manutencdo das células
iniciais estruturais em estado pouco diferenciado. Sementes F3 derivadas do
cruzamento entre p23 e QC25::GUS foram desinfestadas e germinadas em
meio com diferentes disponibilidades de Pi e N, quais sejam: +Pi/+DNA/+N,
+Pi/+DNA/-N, +Pi/-DNA/-N; +Pi/-DNA/+N, -Pi/-DNA/-N, -Pi/+DNA/-N, -
Pi/+DNA/+N, -Pi/-DNA/+N, por 7, 9 e 11 dias. Analises semelhantes ja
haviam sido feitas por Strieder (2009) nos mutantes p9 e p37, exceto sob
deficiéncia de N.

Linhagens transgénicas foram adotadas em cruzamentos com p37,
cujas construcdes que permitem visualizar a atividade génica diretamente no
tecido, sendo elas: CycB1::GUS, AtACP5::GUS, QC184::GUS, ATPT1::GUS
e ATPT2::GUS. A F1 foi testada para verificar eficiéncia do cruzamento e a
F2 selecionada, buscando identificar sementes homozigotas para a mutacao
de interesse e presenca do transgene. Estas deram origem as sementes F3.

Sementes F3 derivadas do cruzamento entre p37 e QC184::GUS e
ATPT2::GUS foram desinfestadas e germinadas em meio com diferentes
disponibilidades de Pi e N (+Pi/+N; +Pi /-N, -Pi/-N e -Pi/+N). Através destas
linhagens, objetivou-se verificar principalmente o comportamento de p37 em
resposta a deficiéncia de Pi e N aos 5 e 11 dias apds a germinacdo. Devido
a demora na obtencédo das sementes F3, ndo foram realizadas analises em
+DNA e -DNA.

Para visualizacao da atividade de GUS, as plantas foram fixadas em
acetona 80% e incubadas em gelo por, pelo menos, 20 minutos (Vitha et al.,
1995). Apds, o material vegetal foi retirado da acetona e lavado em trés

ciclos sucessivos de 10 minutos com solugcdo tampao citrato 2X (pH 7,0)
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contendo citrato de sédio 0,1M e acido cloridrico 0,2N, no gelo. Terminada a
lavagem, adicionou-se a solucdo com X-Gluc (1 mg de X-Gluc em 0,1 ml de
metanol; 1 ml de tampé&o 2X; 400 ul de ferrocianeto de K 5 mM; 400 pul de
ferricianeto de K 5 mM; 10 ul de Triton X-100 10% e 50 ul de agua milliQ
autoclavada). Incubou-se o0s materiais no escuro a 37°C por
aproximadamente 8 horas ou até que a coloracdo azul fosse observada
(sem deixar ultrapassar 24 horas). Ap6s o periodo de reagao, os materiais
foram lavados com agua milliQ e incubados em alcool 70% por uma hora,
até que a clorofila fosse removida, e transferidos para agua novamente.
Colocou-se entdo o material em glicerol 50% por uma hora e, apés,
transferiu-se para glicerol 100%. Laminas foram montadas com laminula e
as raizes fotografadas nos aumentos de 100 e 400 X em microscopio 6tico.
Para cada tratamento, pelo menos dez raizes foram analisadas e,
sempre que possivel, capturou-se imagens da raiz principal e das
secundarias. As imagens apresentadas na descricdo dos resultados

representam o padrao médio observado nas dez raizes analisadas.

3.6 Efeito do etileno no alongamento radicular

Foram realizadas andlises do desenvolvimento radicular dos
mutantes p9, p23, p37 e em COL sob diferentes disponibilidades de P e N
em condi¢des de fornecimento de etileno externo, bem como na presenca de
inibidor de etileno em meio de cultura. Para diferentes disponibilidades de P
e N, utilizaram-se meios de cultura da seguinte forma: +Pi/+DNA/+N,
+Pi/+DNA/-N, +Pi/-DNA/-N; +Pi/-DNA/+N, -Pi/-DNA/-N, -Pi/+DNA/-N, -

Pi/+DNA/+N, -Pi/-DNA/+N. Para fornecimento e inibicdo de etileno, utilizou-
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se “Ethrel” (Bayer Cropscience®) como fonte e tiossulfato de prata como
inibidor da sintese do horménio. O Ethrel® utilizado no experimento é
composto por 240 g/L de 2-chloroethylphosphonic acid (ETEFOM) e 865 g/L
de ingredientes inertes. Para fornecer etileno externo, adicionou-se 50 uM
de ETEFOM ao meio de cultura. O tiossulfato de prata foi adicionado a 10
UM, a partir da mistura de tiossulfato de soédio e nitrato de prata na
proporcao 2:1, respectivamente. Tanto o Ethrel como o tiossulfato de prata
foram adicionados na superficie dos meios de cultura ja solidificados, com
auxilio de uma alca de Drigalski, para obter espalhamento uniforme.

As placas foram mantidas em camara de crescimento por 8 dias apds
a germinagao. As imagens foram capturadas com camera digital e as
medicOes das raizes realizadas com auxilio do programa computacional
Image J (Image Processing and Analysis in Java, disponivel em:
http://rsbweb.nih.gov/ij/). Apbés obtencdo das fotos, as plantas foram
congeladas em nitrogénio liquido para futuras anélises. A comparagao das
médias foi realizada através do teste t ajustado, utilizando o pacote

estatistico SAS.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlises de expressao de genes envolvidos na assimilacao
de N e na aclimatacao a limitacao de fosfato

A escolha dos genes foi baseada na sua relacdo com os processos
de aclimatacdo a limitacao de Pi e assimilacdo de N na planta, visando
aumentar os conhecimentos acerca da percepcao, sinalizacédo, transporte
e/ou regulacdo das respostas a deficiéncia destes nutrientes em p9, p23,
p37. Além disso, objetivou-se verificar a expressao génica dos mutantes em
relagdo a interagdo P-N, em busca de melhor entendimento da agéo dos
genes mutados no processo de sinalizacdo e sua interagcdo com outros
sinais regulatorios.

Os resultados obtidos através do calculo do 2724¢

refletem a variacédo
da expressao. A expressdao de 20 genes foi verificada, sendo dez genes
envolvidos no processo de assimilacdo de N e dez relacionados com a
aclimatacao a limitacdo de fosfato. Dentre estes, 10 genes apresentaram
amplificagdes nos padrdes de confiabilidade que permitem ter sua expressao

avaliada. Os padrdes utilizados foram as curvas de dissociacdo com pico

Unico e valores de eficiéncia da PCR entre 1,8 e 2,0.
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Os iniciadores que apresentaram os padroes de confiabilidade
desejaveis foram: NAR2.1, NIA1, NIA 2, NRT1.1, NRT2.1, NRT2.2, ARF8,
AtPT2, ACP5 e PLDe. No caso de ANR1, AtPAP2, AtPHO81, AtPHO2, e
Pht1;7 ndo houve amplificagdo. O iniciador SOC1 apresentou valores de
eficiéncia muito baixos e AtIPS1 e RNS1, dois picos de dissociacdo. O
problema encontrado para At4 e AtmiR399 foi expressdo muito baixa,
levando a valores de eficiéncia entre 1,4 e 1,6.

No que diz respeito a assimilagdo de N, foram avaliados
transportadores de nitrato de alta e de baixa afinidade, enzimas envolvidas
com reducao do NO3 a NO2" e um gene que codifica uma fosfolipase, além
de um fator responsivo as auxinas. Os transportadores de alta afinidade
(HATS = high-affinity transport system) sao responsaveis pela translocacao
de nitrato do meio externo para o citoplasma quando este é encontrado em
baixas concentragdes (UM) (Forde, 2000). Em condigbdes de limitagdo de N,
a inducdo do HATS e crescimento das raizes laterais sdo importantes
adaptacoes do sistema radicular para prover melhor captura de N. Os genes
NRTZ2 sao expressos nas raizes e induzidos pela deficiéncia de N, o que
leva a crer que sejam os responsaveis pelo estimulo de HATS sob
condi¢des de limitacdo de N (Remans et al., 2006; Little et al., 2005).

Nesse sentido, o gene AtINAR2.1 (AtNRT3.1) faz parte do sistema de
transporte de alta afinidade induzido (iIHATS = inducible high-affinity
transport system), que requer expressao do mesmo e de AtINRT2.1 (codifica
transportador de alta afinidade) para o influxo de nitrato, e provavelmente,
envolve uma interacao entre ambos (Okamoto et al., 2006; Orsel et al., 2006;

Yong et al, 2010). Mutagbes em AtNAR2.1 conduzem as mesmas
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mudancas radiculares observadas com AfNRT2.1. Além disso, mutantes
nar2.1 tém problemas com o iHATS de nitrato, assim como nrt2.1 que tem o
crescimento severamente afetado sob baixo nitrato (Orsel et al., 2004;
Okamoto et al., 2006). Dessa forma, parece que a proteina NAR2.1 é
necessaria para expressao correta ou para a fungdo de transporte de
NRT2.1 (Gojon et al., 2011). Além disso, Yong et al. (2010) verificaram que
ha formagcdo de um complexo NAR2.1/NRT2.1, provavelmente um
tetramero, constituido de duas subunidades de cada proteina na membrana
plasmatica, que deve formar o transportador de nitrato ativo.

A sequéncia NAR2.1 amplificou em todos os mutantes, exceto sob
-Pi/-DNA/-N em p9 e COL (Figura 3). Em COL, a expressao deste gene foi
similar entre a condicdo de suficiéncia de N e Pi (+Pi/-DNA/+N), onde ha
disponibilidade de cerca de 9 mM de nitrato, e quando o nitrato foi removido.
A adicao de DNA causou reducdo da expressao do gene (+Pi/+DNA/+N e
+Pi/-DNA/+N, +Pi/+DNA/-N e Pi/-DNA/-N). E a expressao foi similar entre
+Pi/+DNA/+N, +Pi/+DNA/-N e -Pi/+DNA/+N, ou seja, o gene foi pouco
afetado pela retirada de Pi ou N, quando mantido o DNA (Figura 3). Por
outro lado, houve repressao quando todas as formas de P foram removidas
(-Pi/-DNA/+N). Houve indugdo em -Pi/+DNA/-N. A reducado da expresséo na
presenca de DNA sugere que as plantas estavam conseguindo retirar uma
grande quantidade de N deste acido nucleico, ou que este ou algum
subproduto, de alguma forma, sinalizava para a planta a suficiéncia de N.
Resultado similar foi obtido com os mutantes, com excecdo de p23, que

apresentou expressao reduzida em +Pi/-DNA/+N.
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FIGURA 3. Expressao relativa do gene NARZ2.1 sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relacdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa o
desvio padrao entre as trés replicatas. (*) Pico de dissociacao
fora do padréo.

Quando o Pi foi retirado (-Pi/-DNA/+N), foi observada reducado da
expressdo em todos os genotipos estudados. Contudo, a reducdo da
expressao foi maior nos mutantes do que em COL. O mutante p9 apresentou
menor expressdao em todos os tratamentos em relacdo a +Pi/+DNA/+N,
exceto em +Pi/-DNA/+N, onde foi induzido superior a COL (Figura 3). p9 tem
desenvolvimento radicular reduzido na presenca de acido nucléicos de forma
mais acentuada do que acontece em p23 e p37, ao contrario de COL, que
tem crescimento radicular afetado positivamente por organofosfatos na
auséncia de Pi (Strieder, 2009).

A maior expressao de NAR2.1 na auséncia de DNA em p9 sugere
que a presenca de DNA no meio pode reprimir a sua indu¢cdo quando as
plantas estao sob deficiéncia de N. A expressao de NAR2.1 em p23, por sua

vez, foi menor do que COL em todos os tratamentos a excecao de
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+Pi/+DNA/+N, onde mostrou-se cerca de 4X mais induzido, chamando
atencao pela pouca variacao entre os diferentes tratamentos, o que ressalta
o comportamento diferenciado deste mutante em relacdo a disponibilidade
de N. Strieder (2009) observou que p9, p37 e, principalmente, p23, tém
desenvolvimento radicular reduzido na presenca de nitrato como fonte de N
e sob suficiéncia de P e que o fenétipo radicular de COL é resgatado em p23
e p37 quando N é retirado do meio. Assim, especula-se que a presenca de N
na forma de NOjz ou na forma organica (DNA), regule erroneamente a
parada de crescimento da raiz principal em p23.

A expressdo observada em p37 acompanhou o padrdao de COL,
porem em +Pi/-DNA/+N e -Pi/+DNA/-N, o gene NARZ2.1 foi mais expresso
no mutante do que em COL. Por outro lado, em +Pi/+DNA/-N, -Pi/+DNA/+N
e -Pi/-DNA/+N, o gene NARZ2.1 foi menos expresso em p37 do que em COL,
havendo diminuicdo da expressdao em relacdo a +Pi/+DNA/+N (Figura 3).
Pode-se observar também que os trés mutantes analisados e COL, em
menor magnitude, exibiram reducdo na expressdo de NAR2.1 sob
deficiéncia de Pi (exceto sob -Pi/+DNA/-N), ou seja, P pode afetar a inducao
deste gene.

O transportador de nitrato NRT2.1 é o principal componente do
iHATS nas raizes (Orsel et al., 2004; Li et al., 2007), depende da atuagao de
NAR2.1, e é induzido pela presenca de nitrato, mas severamente reprimido
por altas concentragdes de N (Girin et al., 2010; Zhuo et al, 1999). O nitrato
provavelmente possui efeito de sinalizacao dupla, na regulacdo dos HATS,
uma vez que, dentro de minutos ou horas apds o contato com NOjs’, ha

inducdo da expressao de NRT2.1 e da atividade dos HATS (Gojon et al,
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2011). Entretanto, apo6s longa exposicdo ao NOj3, ha repressdao da
expressao de NRT2.1, e da atividade dos HATS, através de um mecanismo
de sinalizacao que envolve outro transportador de nitrato, o NRT1.1.

O padrao de expressao relativa observado para o gene NRT2.1 foi
muito semelhante ao de NARZ2.1, como j& havia sido observado por
Okamoto (2006) e Krouk (2006). Novamente a adicdo de DNA reduziu a
expressao do gene em comparacao a +Pi/-DNA/+N em todos os genétipos,
a excegdo de p23, no qual houve um aumento de cerca de 6x (Figura 4).
Além disso, p37 apresentou maior expressao de NRT2.1 do que COL no
tratamento +Pi/-DNA/-N, enquanto que o gene NAR2.1 apresentou
semelhanga na expressao entre o mutante e COL neste tratamento.

Interessante notar que a expressdao de NRT2.1 foi severamente
reduzida na total auséncia de P (-Pi/-DNA/+N) em todos os genétipos, mas
especialmente nos mutantes.

Os genes NRT2.1 e NRT2.2 possuem funcao chave na regulacédo da
captura de alta afinidade de NO3 e estdo envolvidos com adaptacdes da
planta as mudancas de disponibilidade de N no ambiente (Cerezo et al.,
2001). A andlise de mutantes simples e duplos para os genes NRT2.1 e
NRT2.2 permitiu a Li et al. (2007) verificarem que a participacdo de NRT2.2
na atividade HATS é menor do que a de NRT2.1, que é responsavel por
72% da atividade. A importancia de NRT2.2 é maior no caso de perda do
NRT2.1. Assim, a sua contribuicdo aumenta e resulta numa compensacao

parcial (Li et al., 2007).
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FIGURA 4. Expressdao relatva do gene NRT2.1 sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relacdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa o
desvio padrao entre as trés replicatas. Enfase no tratamento -Pi/-
DNA/+N (*) Pico de dissociacao fora do padrao.

O gene NRT2.2 exibiu expressao relativamente baixa se
comparada a NRT2.1 (Figura 4 e 5). A adicdo de DNA causou redugéo da
expressao em COL e p37 em relacdo a +Pi/-DNA+N, porém, induziu nos
outros dois mutantes, especialmente p23. Interessante que tanto p23 quanto
p37 tem seu fendtipo resgatado com a remocao de N do meio, no entanto, a
expressao dos genes relacionados a captacao de nitrato parece diferir entre

estes. A remocgao de P na forma inorganica ndo teve efeito sobre COL, mas
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reduziu a praticamente zero a expressao nos mutantes. Quando nitrato

também foi removido, houve inducdao em COL, p23 e p37 em relacado a

auséncia de apenas Pi.
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FIGURA 5. Expressdao relativa do gene NRT2.2 sob diferentes

disponibilidades de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa o
desvio padrdao entre as trés replicatas. (*) Nao houve
amplificacéo.

O transportador de nitrato NRT1.1 foi primeiramente descrito como

transportador de baixa afinidade (LATS — low affinity transport system), mas

também esta envolvido no HATS. A expressdo do gene NRT1.1 é induzida

por NO3, mas sob condicdes de baixo nitrato, a quinase CIPK23 pode

fosforilar

a treonina T101, permitindo que NRT1.1 funcione como

transportador de nitrato de alta afinidade (Liu et al., 1999; Ho et al., 2009).

Além disso, NRT1.1 funciona como sensor responsavel pela resposta
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primaria ao NOs’, que monitora os niveis no ambiente externo e ativa a
expressao de genes relacionados a este ion (Ho et al., 2009).

Quanto a expressao relativa de NRT1.1, aconteceu variacdo
consideravel entre mutantes (Figura 6). Cabe ressaltar que houve inducao
do gene em todas as condicoes de forma superior a +Pi/+DNA/+N em COL.
Isso indica que a deficiéncia individual de qualquer um dos nutrientes
analisados (Pi e N) leva ao aumento na expressao deste gene, o que pode
representar uma resposta da planta na busca por maior assimilacdo de NOg,
tanto na auséncia de Pi, como de DNA e de N. A menor inducao, entretanto,
ocorreu quando apenas DNA foi removido e a maior quando os trés foram
removidos, em relacado a +P/+DNA/+N.

Observa-se que a presenca de Pi influenciou a expressao de NRT1.1,
pois esta foi maior em COL sob -Pi/-DNA/+N do que na condicao de
completa suficiéncia de P. Isso sugere que a retirada do P do meio causa
aumento na expressao deste gene em COL, como também verificado em p9
e p37 (Figura 6). Nesse sentido, sugere-se que os niveis de P afetem a
absorcao de nitrogénio, através da regulacdo, pelo menos, do transportador
e sensor de nitrato NRT1.1. Outros genes regulados por nitrato podem
também responder a deficiéncia de Pi, potassio (K) ou ferro, assim como o
nitrato pode induzir transportadores de Pi e K, sugerindo que haja alguns
aspectos comuns na regulacdo da captura destes nutrientes na planta
(Wang et al., 2001). Convém lembrar que p9 é sensivel aos niveis de Fe do

meio quando Pi é removido (Strieder, 2009).
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FIGURA 6. Expressdo relativa do gene NRT1.1 sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa
o desvio padrao entre as trés replicatas. (*) Dois picos de
dissociacao.

Nos tratamentos +Pi/-DNA/+N e -Pi/+DNA/+N, p23 e p37 tiveram
resposta similar a COL, enquanto em +Pi/+DNA/+N, p23 e p37 aumentaram
sua expressdo. O mutante p9 teve a expressao do gene sempre superior a
COL. Na auséncia de Pi, N e DNA, os trés mutantes apresentaram elevada
expressao de NRT1.1, especialmente p9 e p28.

Através da analise de expressao dos transportadores de N avaliados,
foi possivel verificar que p9 apresentou maior expressdo dos genes que
codificam para os transportadores do HATS, NAR2.1 e NRT2.1 do que COL
na presenca de nitrato. Houve pequena diferenca nos meios com DNA e
auséncia de Pi ou nitrato e menor expressdo na auséncia de nitrogénio (-
DNA/-N) (Figuras 3 e 4). Estes dados sugerem que o menor crescimento da

raiz primaria em meio com organofosfatos relativamente ao controle positivo,
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nao esta relacionado com a nao inducdo destes genes. Em relacdo a
NRT2.2, o padrdao de expressao observado em p9 foi diferente de COL,
novamente, com expressdo muito superior a COL nas condigdes de
suficiéncia (Figura 5). Além disso, NRT1.1 apresentou superior expressao
que COL em todas as condi¢coes comparadas (Figura 6), o que sugere que 0
gene mutado interfere upstream a esses genes, e que a mutagdo em p9
possivelmente esteja relacionada com a percepcdo do N, uma vez que
NRT1.1 age também como sensor local de N.

Quanto ao mutante p23, este sempre apresentou expressao relativa
inferior a COL nos tratamentos analisados, exceto sob +PIl/+DNA/+N, para
os trés genes do sistema de transporte de alta afinidade, NAR2.1, NRT2.1 e
NRT2.2. Isso sugere que p23 tenha falha na indugdo do HATS e que essa
resposta possa influenciar o transporte de N, de forma que o mutante ndo
consiga utilizar o N disponivel, seja na forma de NOs ou de DNA como
fontes de N, ou que a quantidade de N absorvido tenha efeito maior sobre a
regulacdo dos transportadores, ou seja, que a mutacdo cause
hipersensibilidade ao N. Ja em relacdo a NRT1.1, que funciona como sensor
de NOg3 e esta envolvido com o transporte de baixa e de alta afinidade, p23
exibiu maior expressao na auséncia de nitrato ou P (Figura 6). Em relagédo a
COL similar expressao foi observada na presenca de nitrato e fosfato (sem
DNA) ou na presenca de DNA quando Pi ou Pi e nitrato foram omitidos. Nas
demais condicdes, a expressao no mutante foi sempre superior a COL. Isso
indica que o gene mutado também afeta a percepcao da limitagcdo externa
de N. Talvez a mutacéo gere erroneamente o sinal de que os niveis internos

de N estao elevados e cause inibicdo do transporte de alta afinidade.
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Observando-se a expressao dos genes em p37, é possivel verificar
gue houve semelhanca na inducédo entre o mutante e COL para NAR2.1 e
NRT2.1. Apesar dos valores serem diferentes, o comportamento foi similar.
Pode-se deduzir que o gene mutado em p37 nao esta relacionado com o
transporte de alta afinidade. Na auséncia de nitrato e Pi houve consideravel
aumento da expressdao em relacdo a COL, talvez indicando um efeito
sinérgico. O gene NRT1.1 foi induzido na auséncia de N ou P (-Pi/-DNA), ou
seja, é possivel que o gene mutado em p37 também afete a percepgéao de N.

Além dos transportadores de nitrato, também foram avaliados genes
relacionados a assimilacao de nitrogénio. Em questdao de minutos, o nitrato
induz a expressao de milhares de genes, incluindo transportadores (NRTs) e
enzimas envolvidas na assimilacdo de nitrato (Wang et al., 2004). Os genes
NIA1 e NIA2 séo ativados por nitrato e codificam duas isoformas da enzima
nitrato redutase, que sdo necessarias para a assimilacao de nitrogénio pela
planta, atuando na reducao do nitrato a nitrito (Wang et al., 2009). Mutantes
duplos de arabidopsis para estes genes sdo incapazes de utilizar o NO3
como Uunica fonte de N e ndo apresentam atividade da nitrato redutase
(Wang et al., 2004).

Os niveis de expressao de NIA1 foram bastante variaveis de acordo
com os diferentes tratamentos aplicados. Em COL, a remoc¢édo de DNA ou de
Pi praticamente ndo alterou a expressado, enquanto a remocao de dois
componentes (-DNA/-N, -Pi/-N ou -Pi/-DNA) causou inducao de NIA1 (Figura
7). E sabido que os niveis de aglcar na planta afetam a expressdo de NIAT.

Logo, é possivel que a remocdo de dois componentes tenha alterado a
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homeostase bioquimica, gerando alteragdes na disponibilidade de acucar e

por conseqgléncia, afetado a expressao deste gene.
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FIGURA 7. Expressao relativa do gene NIAT1 sob diferentes disponibilidade de
Pi, DNA e N em relacao a actina, nos mutantes p9, p23, p37 e em
COL. A barra de erros representa o desvio padrdao entre as trés
replicatas. (*) Nao houve amplificacao.

Em p9, a remogdo de N teve muito menor efeito na expressédo de
NIA1 que a remocao de Pi (Figura 7). A expressao foi acentuadamente
superior no mutante nos casos de -Pi/+DNA/-N e -Pi/-DNA/+N, aumento de
53,3 e 72,42 vezes, respectivamente. O comportamento de NIA7T em p9
chama atencao quando fosfato é removido do meio e leva a crer que este
mutante tem maior dificuldade em atingir niveis satisfatérios de N organico

na planta, mantendo a inducédo de NIA7 por mais tempo em relacdao a COL
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nestas condi¢des. Salienta-se novamente que a auséncia de Pi no meio
torna o Fe mais disponivel em relacao as condi¢gdes com suficiéncia de Pi, e
o mutante é sensivel a Fe. Strieder (2009) observou que p9 apresenta
crescimento radicular inferior em meio -Pi/-N em relagcdo aos outros
mutantes e COL, que apresentam tamanhos radiculares similares. Neste
tratamento (-Pi/-DNA/-N), p9 exibiu expressao de NIAT 50,2 vezes superior a
+Pi/+DNA/+N. No entanto, a expressdo deste gene nao relaciona-se a
reducdo do crescimento da raiz observado no meio +Pi/+DNA/+N, este
mutante é o mais sensivel dos trés a presencga de acidos nucléicos, segundo
Strieder (2009).

O padrao observado em p23 foi semelhante quanto a expressao de
NIA1 em todos os tratamentos, comparando-se com COL, exceto na
auséncia de Pi e DNA, quando a expressao no mutante foi 8,5 vezes maior.
Outro aspecto que chama atencédo é a menor expressao em relagdo a COL
na auséncia de Pi e N, expressao 0,7 vezes menor no mutante sob
condicoes de -Pi/+DNA/-N (Figura 7). Sob deficiéncia total de nutrientes, a
expressao em p23 foi menor em relacdo a p9 e maior a p37. O gene parece
ser induzido de forma muito mais abundante na total auséncia de P.

O padrao do gene NIA1 em p37 mostrou maior expressao em relacao
a COL em todos os tratamentos onde pelo menos dois fatores haviam sido
removidos, sendo que sob -Pi/-DNA/+N, p37 apresentou valores 7,3 vezes
maiores do que COL, sugerindo que a reducédo dos niveis de P ou N tenham
similar efeito.

Os genes NIA séao reprimidos por aménio, por NO.', derivado da

reducdo de NOj3 ou por produtos do metabolismo de NO3;, como NH," e



54

aminoacidos, compondo um mecanismo que coordena a absor¢iao e
assimilacao de nitrato pela planta (Loqué et al, 2003). Dessa forma, é
possivel que nos tratamentos com muito N disponivel (+DNA/+N), aos 10
dias ja houvesse producdo suficiente de produtos do metabolismo de N,
como glutamina e glutamato, o que causaria a repressao de NIA.

O DNA teve pouco efeito na expressao de NIAT na presenca de Pi e
N, como pode ser observado em +Pi/-DNA/+N. Entretanto, no caso do
fornecimento de DNA como Unica fonte de P e N (-Pi/+DNA/-N), pode ser
que a quantidade de N gerada pela degradacao do DNA seja suficiente para
induzir a expressao de NIA7 em COL ou a presenca de menor quantidade
de glutamina e/ou glutamato ndo seja suficiente para reprimir o gene. A
medida que a concentracdo de N disponivel no meio é aumentada, ha
diminui¢do proporcional na expressao de NIA1 e NRT1.1, indicativo de que a
repressao destes genes é dependente da reducao de nitrato (Loqué, 2003).
No caso da disponibilizacdo apenas de N (-Pi/-DNA/+N), pode ser que a
quantidade de N fornecida seja suficiente para ativar a expressao de NIAT e
a producao de metabdlitos tenha causado apenas parcialmente a repressao
do gene.

Dentre os dois genes analisados que codificam para isoformas de
nitrato redutase, NIA2 é o principal para a maioria das atividades cataliticas
da planta (Wilkinson & Crawford, 1991) e exerce também a principal funcao
na repressao exercida pela reducdo de NOj3 (Loque, 2003). O gene NIA2
apresentou maior nivel de expressao no tratamento com suficiéncia de Pi e
auséncia de DNA e N em COL, sendo 3,2 vezes superior a p9, 2,2 vezes a

p23 e 1,3 a p37 (Figura 8). p9 apresentou, de modo geral, sempre maior
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expressdo que COL. p23 apresentou valor de expressdo superior a COL
quando Pi e DNA estavam presentes ou quando ambos eram omitidos. Na
condigéo de -Pi/+DNA/-N, houve incremento de 1,5 vezes em p37 e em -Pi/-
DNA/+N, de 8 e 4 vezes em p9, p23 e p37, respectivamente, em relacdo a

COL.
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FIGURA 8. Expressdo relatva do gene NIA2 sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa
o desvio padrao entre as trés replicatas. (*) Pico de
dissociagao fora do padrao.

Sabe-se que os niveis de transcritos da nitrato redutase oscilam ao
longo do dia, acompanhando o ritmo circadiano. De acordo com Yang et al.
(2005), em ciclos de dia/noite, os niveis de transcritos aumentam
gradualmente durante o periodo de escuro, alcangam nivel maximo no inicio
do periodo de luz e diminuem gradualmente. No caso do presente estudo,

alteracées nos niveis de expressao de NIA1T e NIA2 ndao podem ser
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atribuidas a estas oscilacées, uma vez que as coletas das amostras para
extracdo de RNA foram realizadas no mesmo momento.

Além da participacao dos transportadores de nitrato, as adaptacdes
da raiz ao baixo N disponivel incluem um sistema radicular bastante
ramificado e aumento no niumero e comprimento de pélos que aumentam a
superficie radicular e permitem maior exploracdo do solo (Miller & Cramer,
2004). O nitrato pode ter efeito estimulatorio localizado ou efeito inibit6rio
sistétmico no crescimento das raizes laterais. Em estudo com tabaco,
Scheible et al. (1997) verificaram que o acumulo de NO3 na parte aérea é
raizes laterais. Por outro lado, um circuito regulatério relacionado com o
acumulo de N nas raizes e que inibe o desenvolvimento das raizes laterais
foi proposto por Gifford et al. (2008). Nesse circuito, ARF8 (auxin response
factor 8) parece agir como repressor das raizes laterais iniciadas, sendo sua
expressao induzida quando o microRNA 167 € reprimido por altas
concentracdes de N.

No presente estudo, observou-se padrao de expressao relativa de
ARF8 semelhante entre os diferentes tratamentos em COL (Figura 9). O
gene foi menos expresso em todos os tratamentos analisados em relacéao a
+Pi/+DNA/+N nos mutantes p9 e p23. A expressao em p9 e p37 foi maior em
relacdo a COL sob -Pi/-DNA/+N. Isso pode indicar que estes mutantes
respondem de forma diferenciada quando o nitrogénio é fornecido somente
na forma de NO3 e sem a presenca de Pi, levando a inducao de ARF8 e

reducédo do numero de raizes laterais. Relativamente a COL, Strieder (2009)
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observou que p37 desenvolve menor quantidade de raizes laterais aos 4 e 7

dias apos transferéncia de meio com suficiéncia de P para -P/+N.
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FIGURA 9. Expresséo relativa do gene ARF8 sob diferentes disponibilidades
de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos mutantes p9, p23, p37 e
em COL. A barra de erros representa o desvio padrdo entre as
trés replicatas. (*) Nao houve amplificagao.

Pode-se observar no padréao de expressao em -Pi/+DNA/+N que o Pi
influencia a expressao deste gene em p9 e p23. No caso de p9, os valores
foram superiores a COL nas condicoes de -Pi/-DNA/+N e +Pi/+DNA/+N
(Figura 9), indicando que este gene deve sofrer alguma influéncia do gene
mutado. O mutante p23 exibiu maior expressao do gene em +Pi/+DNA/+N e
sob suprimento de P e auséncia de N. Deve-se considerar que Gifford et al.

(2008) utilizaram duas horas de inducdo com NOj; para analisar a
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inducao/repressao do gene ARF8 e do miR167, enquanto que, no presente
estudo, as plantas cresceram continuamente durante dez dias em meio com
ou sem as fontes de P e N. Dessa forma, aos dez dias apds a emergéncia,
quando foram coletadas as raizes para extracdo do RNA, é possivel
observar a expressao dos genes apenas em longo prazo e talvez ja tivesse
sido alcancada estabilidade na expressdo de ARF8, como pode ser
observado em COL na Figura 9.

Ainda se conhece muito pouco a respeito da participagdo da
fosfolipase D (PLD) nas respostas a disponibilidade de N no solo. Um novo
gene identificado por Hong et al. (2009), o qual codifica a PLDg, parece estar
envolvido com o estimulo do crescimento radicular e acimulo de biomassa,
através do intermédio do acido fosfatidico, um lipidio que funciona como
mensageiro. Dessa forma, os autores postularam que a sinalizacao lipidica
poderia servir como conexado entre a percepcdo do status de N pelos
sensores NRT e as mudancas na arquitetura radicular. Sob condicoes de
deficiéncia de N, a agdo de PLDe foi promover a elongagao da raiz primaria
e dos pélos radiculares, enquanto sob N suficiente, esse efeito nao foi
observado, apenas a promog¢do do crescimento de raizes laterais e
producédo de biomassa (Hong et al., 2009). O nivel de expressao génica de
PLDe observado pelos autores ndo foi diferente em baixo N ou alto N.
Porém, quando as plantas foram crescidas 5 dias em alto N e transferidas
para baixo N, aconteceu aumento de duas vezes na sua expressao. Esses
resultados sugerem que PLDes esteja envolvido com a sinalizacdo de N na

planta (Hong et al. 2009; Chapman & Miller, 2011).
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No caso deste gene, além de ndo haver amplificacdo em algumas
amostras, observaram-se temperaturas de dissociacdo diferentes (Figura
10), o que pode ser indicativo da ocorréncia de splicing alternativo nestas.

Isso aconteceu com p9 em +Pi/+DNA/+N e com p23 em +Pi/-DNA/-N.

Hp9 mp23 mp37 OCOL
18
T
©
=
— *%
©
@ T
o ]’
Q@
w
(7]
o
o F— T
>
L
* * * * *
+Pi/+DNA/+N +Pi/-DNA/+N -Pi/+DNA/+N -Pi/-DNA/+N +Pi/-DNA/-N -Pi/-DNA/-N
Tratamentos

FIGURA 10. Expressdo relativa do gene PLDe sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa
o desvio padréao entre as trés replicatas. (*) Nao houve
amplificacao, (**) temperatura de dissociagéo fora do padréo.

O perfil de expressao observado em COL condiz com os resultados
obtidos por Hong et al. (2009), uma vez que a diferenca nos niveis de

expressao entre tratamentos € pequena (Figura 10).

Em p9, houve poucas amplificacdes e uma delas apresentou pico de
dissociacdo em temperatura diferente das outras amostras. Entretanto,

pode-se observar que, na deficiéncia de DNA e N, a expressao foi menor do

que na presenca de ambos, o que poderia indicar em p9 uma menor



60

habilidade no alongamento da raiz primaria e dos pélos radiculares sob
deficiéncia de N. No mutante p23, quando se remove Pi ha menor expressao
do gene, porém, na auséncia total de N e P (-Pi/-DNA/-N), a expressao de
PLDe em p23 foi 3,6 vezes maior que a observada em -Pi/+DNA/+N. Isso
sugere que p23 tenha maior habilidade no alongamento da raiz primaria e
dos pélos radiculares sob deficiéncia de N.

No caso de p37, houve maior expressdo do gene na maioria dos
tratamentos analisados em relacdo a COL, sendo menor sob -Pi/+DNA/+N e
similar em +Pi/-DNA/+N. Isso denota que PLDe pode exercer um papel
importante na modulagao radicular neste mutante. Com a presencga apenas
de N, a expressao foi bastante superior ao observado nos outros genotipos.

Ap6és verificar a expressao dos genes relacionados com a assimilacao
de N (NIAT1 e NIA2) e com a repressao de raizes laterais (ARF8), pode-se
concluir que todos os mutantes tém a expressao relativa alterada em relacao
aos genes NIA, especialmente em condicbes de limitacdo de P. Dessa
forma, os genes mutados parecem afetar tanto o transporte, quanto a
assimilacao de N. No caso de p9 e p23, ainda, o circuito regulatério que age
na modulacao das raizes laterais mostrou-se alterado via ARFS8.

Quanto a aclimatagéo a limitacao de Pi, foram analisados dois genes
que codificam um transportador de Pi e uma fosfatase acida. O transportador
de fosfato AtPT2 (também denominado Atphti;4 ou PHT4) é induzido nas
raizes por deficiéncia de Pi e é capaz de recuperar o fendtipo de tipo
silvestre no mutante pho84 de levedura, no qual ndo ha transporte de fosfato
de alta afinidade (Muchhal et al., 1996). A eficiéncia na absorcao de Pi sob

deficiéncia deste elemento é severamente melhorada quando a proteina
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AtPT2 se faz presente na planta. Além disso, é provavel que este
transportador esteja envolvido com a remobilizagdo de Pi dentro da planta
(Misson et al., 2004). De acordo com Shin et al. (2004), os transportadores
Pht1;1 e AtPT2 (Pht1;4) exercem papel central na aquisicdo de Pi do
ambiente externo.

No caso deste gene, a expressao foi avaliada em condi¢gdes de
elevado N. De acordo com o esperado, AtPT2 exibiu maior expressdao em
condicOes de total deficiéncia de P, tanto organico como inorgéanico (Figura
11). Em condicdo de suficiéncia de Pi e DNA, p37 e COL apresentaram
valores de amplificacdo semelhantes aos obtidos sob -Pi/+DNA, enquanto
em p9 e p23, ndo houve amplificacdo do gene em +Pi/+DNA/+N. Sob dupla
deficiéncia de P (-Pi/-DNA), COL aumentou a expressao do gene 8,5 vezes,
enquanto p23, p37 e exibiram aumentos de 1,9 e 2,7 vezes,
respectivamente, em relacdo ao tratamento -Pi/+DNA/+N (Figura 11). Os
resultados indicam que os trés mutantes tém menor capacidade de induzir a

transcricdo de AtPTZ2 sob deficiéncia de P relativamente a COL.
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FIGURA 11. Expressdo relatva do gene AtPT2 sob diferentes
disponibilidades de Pi e DNA em relacdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros
representa o desvio padrao entre as trés replicatas. (*) Nao
houve amplificagao.

Sob condigéo de baixo P, ha inducao da atividade de fosfatases, que
catalisam a hidrélise do Pi e agem na liberacao,
transporte e reciclagem do Pi (Duff et al., 1994, Tran et al., 2010). O gene
ACPS5 é induzido durante a deficiéncia de Pi e controlado transcricionalmente
(del Pozo et al., 1999). Além disso, também ha acumulo de transcritos de
ACP5 sob estresse oxidativo ou salino e a enzima ACP5 funciona tanto
como fosfatase acida, como tem funcdo de peroxidase, sugerindo ainda
acao na detoxificagdo de espécies reativas de oxigénio (del Pozo et al.,
1999; Veljanovski et al., 2006; Hurley et al., 2010). Segundo del Pozo et al.
(1999), o acumulo de transcritos de ACP5 inicia dois dias ap0s a retirada de

Pi do meio e aumenta continuamente pelo menos até os dez dias de

deficiéncia. Quando o Pi é fornecido novamente as plantas, os niveis de
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transcritos do gene sao reduzidos consideravelmente ao longo do tempo,
com reducao drastica logo apdés uma hora ao fornecimento de Pi (Mdller et
al.,, 2004). O mutante pdr1 apresenta raiz primaria curta em -Pi/+DNA/+N
(Delatorre, 2009), assim como p9, p23 e p37, indicando menor habilidade
em hidrolisar acidos nucleicos para adquirir Pi e apresenta menor expressao
deste gene sob deficiéncia de Pi.

Dentre os tratamentos analisados, a expressdao de ACP5 mostrou ser
maior sob total limitacdo de P (-Pi/-DNA), na presenca de N (Figura 12).
Neste tratamento, em COL, a expressao foi 11,8 vezes maiores em relacao
a completa suficiéncia de P e N, corroborando com o padrao de expressao
observado por del Pozo et al. (1999). Nesse mesmo tratamento, p9 e p37
obtiveram expressao relativa maior do que sob +Pi/+DNA/+N, mas menores
do que COL.

Os niveis de expressao no mutante p23 foram superiores a COL sob
+Pi/-DNA/+N e —Pi/+DNA/+N. Analisando AtACP5::GUS, Strieder (2009)
observou aumento na expressdo em p23 a partir dos trés dias apds a
transferéncia para -Pi, com padrdao semelhante em -Pi/+DNA, maxima
expressdo 6 dias apds a transferéncia e redugcao a partir dai. Assim, p23
parece ter a expressao deste gene incrementada em resposta a limitacao de
P antes dos outros mutantes. O mutante p9 apresentou padrdo semelhante
a COL, alcancando um maximo aos seis dias e com menor expressédo em -

Pi/+DNA (Strieder, 2009).
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FIGURA 12. Expressdo relatva do gene ACP5 sob diferentes
disponibilidades de Pi, DNA e N em relagdo a actina, nos
mutantes p9, p23, p37 e em COL. A barra de erros representa
0 desvio padrdo entre as trés replicatas. (*) Nao houve
amplificagao.

Na auséncia de P orgéanico e suprimento de Pi e N, ACP5 foi 11,9
vezes mais expresso em p37 e 6,9 vezes mais expresso em p23 em relacao
a COL, enquanto em p9 ndo houve amplificacdo do gene. Isso sugere que
em p37 a presenca de acidos organicos possa suprimir a expressao do
gene. Na limitacao isolada de Pi, p9 exibiu aumento (1,3 vezes) em relacédo
a suficiéncia completa, enquanto que os demais gendtipos apresentaram

expressao reduzida.
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4.2Manutencao do centro quiescente

A andlise do centro quiescente (CQ) dos mutantes p23 e p37 foi
realizada como complemento aos resultados encontrados por Pinto (2005) e
Strieder (2009), que avaliaram a cinética de expressao de CycB1::GUS
nestes mutantes em resposta a deficiéncia de P. A construcdo CycB1::GUS
permite verificar células em divisdo celular, na fase de transicdo Go/M
(Cblon-Carmona et al., 1999), demonstrando o efeito da disponibilidade de P
sobre a divisao celular. A auséncia de P no meio causa reducao da divisao
celular no meristema da raiz principal de p23, de tal forma que, apés 6 dias,
a divisdo celular cessa completamente (Strieder, 2009). Ainda segundo o
autor, a presenca de P organico (DNA) também causa reducao da divisao
celular neste mutante, porém, de forma menos significativa. Da mesma
forma, Pinto (2005) observou reducgao da divisdo celular na raiz principal em
p37 em relacdo a COL em meio com deficiéncia de P. Considerando estes
resultados prévios, no presente estudo buscou-se verificar se a reducao na
divisdo celular relaciona-se com alteracbes na manutencdo do centro
quiescente.

A avaliacao do centro quiescente foi realizada utilizando o transgene
QC25::GUS em p23 e QC184::GUS em p37 (Sabatine et al., 2003). A
expressao in situ, através do gene repérter GUS, permite visualizar
espacialmente células com atividade no centro quiescente durante o
desenvolvimento das raizes. Além da analise de expressao sob diferentes
disponibilidades de P, utilizaram-se também tratamentos com presenca ou
auséncia de N, visando verificar se ha interacdo na resposta a estes

nutrientes.
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As andlises foram realizadas em COL e p23 sob diferentes
disponibilidades de P e N, aos 7, 9 e 11 dias apds a emergéncia na raiz
principal e nas raizes laterais, sendo que estas ultimas diferiram de COL
principalmente em meio -Pi/+DNA/-N. Quanto as raizes primarias, 0s
resultados mostram que, com suficiéncia de P e N, houve expressao similar
do gene tanto em COL como em p23 nos trés periodos analisados,

indicando atividade normal do CQ (Figuras 13A e 13B).
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FIGURA 13. Expressao de QC25::GUS nas raizes primarias de p23 e COL
crescidas sob suficiéncia de N e diferentes disponibilidades de

P durante 11 dias.

Sob condicdes de deficiéncia de P inorganico, o mutante p23
apresentou diferenca no padrao de expressdao em relacdao a COL. No meio

com auséncia de P inorganico e disponibilidade de fosforo orgénico
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(-Pi/+DNA/+N), observou-se atividade do centro quiescente em COL nos trés
periodos avaliados. Porém, ndo houve expressdo do gene em p23,
sugerindo que a manutencao do CQ foi afetada (Figura 13C). Na auséncia
total de P, a partir do sétimo dia ndo ha atividade no centro quiescente na
raiz principal em COL e em p23 (Figura 1D). Os dados confirmam os
resultados de Pinto (2005) e Strieder (2009), os quais verificaram que p23
responde de forma alterada ao suprimento de P via acidos nucleicos, agindo
como se houvesse auséncia total de P, apresentando fenétipo de raiz
primaria curta.

O sistema radicular sinaliza a deficiéncia local de P, a divisdo celular
€ reduzida, a area de divisdo celular diferencia-se e as células do CQ
perdem suas caracteristicas. Estas modificacoes alteram, possivelmente, a
homeostase hormonal, induzindo a formacao de raizes laterais. A reducao
da regido de divisdo celular e, principalmente, da regido de alongamento
celular da raiz pode ser observada (apesar de nao ter sido objetivo principal)
na Figura 13. COL apresentou pélos radiculares, indicadores da
diferenciacao que ocorre depois de concluido o alongamento celular, mais
préximos da area meristematica apenas na auséncia completa de P. Em
p23, foi possivel observar a aproximacdo destas areas quando o P foi
fornecido na forma orgénica. Observou-se também perda do padrédo regular
das células da raiz, estas se apresentando mais irregulares e disformes.
Vanstraelen et al. (2009) observaram fenétipo similar no mutante ccs52a2,
cujo gene pode afetar a taxa de divisdo celular no meristema e, por

conseqliéncia, a manutencao do CQ.
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O fendtipo radicular do mutante p23 em condicdo de +Pi/+DNA/+N e
+Pi/-DNA/+N difere daquele observado em COL. O comprimento da raiz
primaria é drasticamente menor em p23 do que em COL em ambos
tratamentos (Pinto, 2005; Strieder, 2009). O maior comprimento de raiz
primaria deste mutante ocorreu em meio +Pi/-DNA, sugerindo que o DNA ou
os produtos de sua quebra tem efeito negativo sobre o crescimento da raiz.
Porém, as analises do gene repérter ndo demonstraram haver diferenca na
expressdao do mesmo no centro quiescente em p23 nos meios +Pi/+DNA/+N
e +Pi/-DNA/+N, indicando que a presenca de DNA no meio ndo causou
diferenciacdo do CQ. O menor tamanho das raizes deste mutante sob
elevada disponibilidade de P n&o pode ser explicado pelo mesmo
mecanismo, uma vez que o meristema é mantido funcional. Portanto, o gene
mutado é necessario para o desenvolvimento normal da raiz também em
outras condigcdes, além da limitagdo de P.

No tratamento sem N no meio, 0 padrao de expressao em resposta
ao P foi diferente daquele encontrado na suficiéncia de N. COL e o mutante
apresentaram coloragcdo no centro quiescente nos trés periodos testados na

condigao de +Pi/+DNA/-N, indicio de expressao do gene (Figura 14A).
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FIGURA 14. Expressdao de QC25::GUS nas raizes primarias de p23 e
COL crescidas sob deficiéncia de N e diferentes condi¢des
de P durante 11 dias.

Interessante mencionar que, quando o DNA foi removido, COL

apresentou alteragbes no padrao de expressdo ao longo do tempo. Aos 7

dias, todas as raizes primarias estavam com o centro quiescente ativo; aos 9
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dias, observou-se algumas raizes sem coloracdo e aos 11 dias ocorreu
exaustdo do centro quiescente em COL (Figura 14B). Em p23, a resposta foi
mais rapida e nao foi verificada expressdo do gene marcador do centro
quiescente na raiz primaria, nos trés periodos avaliados (Figura 14B),
sugerindo que a adicdo de DNA é necessaria para manutencao do CQ na
auséncia de N inorganico. Estes dados sugerem que a presenca de DNA
aliviou parcialmente os efeitos da limitacdo de N sobre o centro quiescente
em ambos os genoétipos, uma vez que cerca de 6,4mM de N total pode ser
fornecido pelo DNA, se clivado. Em COL, espera-se secrecao de enzimas
que possam degradar o DNA. Porém, no caso de p23, analises em gel da
atividade de ribonucleases e fosfatases acidas em resposta a limitacao de P
mostraram atividade reduzida em comparagdo a COL (Delatorre, 2009). A
resposta a limitacao de N nao foi avaliada.

Na deficiéncia muatua de N e P inorganico, observou-se
funcionamento alterado do centro quiescente em p23, mesmo na presenca
de P organico (DNA). No caso de COL, as raizes apresentaram reducédo da
expressao do gene QC25, como pode ser verificado no aumento de 400x
(Figura 14C). No tratamento com auséncia total de N e de P, tanto
inorganico como organico, verificou-se funcionamento alterado do centro
quiescente em p23 e COL (Figura 14D).

Estudos anteriores com p23 demonstraram que o comprimento da
raiz primaria é afetado positivamente pela auséncia de N. O fenétipo de COL
€ resgatado em p23 quando N é retirado do meio de cultura com Pi. Nestas
condigbes, o comprimento da raiz primaria de p23 nao difere do

comprimento de COL, ao contrario do que é visto em +Pi/+N, onde o
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mutante apresenta fenétipo de raiz curta (Strieder, 2009). Este fenétipo,
observado em p23, € muito semelhante ao relatado em pdr1, no qual ha
resgate do fen6tipo em meio +Pi/-N (Delatorre, 2009). O efeito da limitagao
de N sobre o centro quiescente nao explica o resgate do fenétipo, o qual foi
observado aos sete dias ap6s a germinagcédo. Se a hipétese de que p23 é
incapaz de induzir o sistema de resgate a limitacao de P e é hiperresponsivo
a N é verdadeira, esperar-se-ia que a exaustdao do CQ ocorresse mais
tardiamente que em COL sob limitacdo de N, a ndo ser que a sinalizagéao a
N siga rotas diversas, uma afetando o alongamento celular e outra a
viabilidade do CQ, o que reduziria a possibilidade levantada.

A andlise de expressao do gene marcador do centro quiescente
mostrou que ha atividade no centro quiescente da raiz primaria em p23 no
meio sem N, com suficiéncia de Pi e complemento de DNA (Figura 14A). A
atividade do centro quiescente pode indicar que p23 consegue perceber a
presenca de P ou N, quando Pi e DNA s&o adicionados concomitantemente
ao meio de cultura. Porém, quando somente Pi é disponibilizado, ndo ha
atividade do centro quiescente nas raizes primarias de p23, indicando uma
possivel interacdo de Pi e DNA que permita a manutencdo da expressao
mesmo em condi¢cdo de deficiéncia de N ou ainda, o DNA possa fornecer
algum N para as plantas. Em meio com deficiéncia de Pi, mas com presenga
de DNA (Figura 14C), COL apresentou expressao no centro quiescente,
enquanto p23 demonstrou descontrole completo de atividade, enfatizando a
idéia de que este mutante nao consegue perceber o DNA como fonte

alternativa de P.
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Além das raizes primarias, também foram avaliadas as raizes
secundarias das plantas sob diferentes concentracbes de P e N. Na
presenca de P e N, as raizes secundarias de p23 e COL apresentaram
atividade no centro quiescente nos trés periodos analisados, independente
da forma de P disponivel (Pi ou DNA) (Figura 15A e 15B). Observou-se
diferenga entre p23 e COL na cinética de expressdo no centro quiescente
apenas sob completa auséncia de P. Neste caso, p23 apresentou atividade
do centro quiescente completamente alterada em 50% das raizes
secundarias analisadas aos 11 dias (Figura 15D), sendo que todas as
terciarias ainda possuiam o centro quiescente corado.

A diferenca de resposta entre raizes laterais pode estar relacionada
ao tempo de desenvolvimento destas. Delatorre (2009) observou efeito
similar em relacao a divisdo celular no mutante pdr2, onde a reducéo da taxa
de divisdo celular s6 iniciava apés trés dias da emissao da raiz. Isso sugere
que a sinalizagao local da limitacdo de P possui um “lag”, o qual pode ser
devido ao fornecimento de P pela planta durante o desenvolvimento inicial
da raiz ou ha necessidade de um dado tempo para expressdo do possivel

sensor local de P.
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FIGURA 15. Expressado de QC25::GUS nas raizes secundarias de p23 e
COL crescidas sob suficiéncia de N e diferentes condicdes de

P durante 11 dias
A andlise de expressdao na suficiéncia de N e diferentes
disponibilidades de P indica que ha atividade no centro quiescente das

raizes laterais em todas as condi¢des, exceto aos 11 dias na condicdo de

-P/-DNA em p23, quando foi observada parada na atividade do centro
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quiescente em algumas raizes secundarias (Figura 15D). Isso condiz com o
esperado, uma vez que a baixa disponibilidade de P no solo causa parada
no crescimento da raiz primaria, enquanto ha maior crescimento radicular
lateral, bem como maior niumero de raizes laterais (Williamson et al., 2001).
Dessa forma, esse controle se encontraria extremado em p23. E esperado
que, com o0 passar do tempo, as raizes laterais também comecem a
responder ao ambiente local, conforme observado por Delatorre (2009) em
pdr2. No entanto, como as raizes secunddrias ndo surgem ao mesmo
tempo, observa-se um gradiente e subseqlente producdo de raizes
terciarias, e assim sucessivamente.

Na auséncia de N e presenca de Pi, o padrdo de expressao
observado nas raizes laterais foi 0 mesmo para p23 e COL aos 7, 9 e 11
dias, independente da adicdo de DNA, com expressao no centro quiescente
(Figura 16A e 16B). Quando o P foi fornecido na forma organica (DNA) ou
completamente omitido, p23 apresentou proporcdes semelhantes de raizes
secundarias com ou sem expressao no centro quiescente, aos 7, 9 e 11 dias

(Figura 16C e 16D).
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FIGURA 16. Expressédo de QC25::GUS nas raizes secundérias de p23 e
COL crescidas sob deficiéncia de N e diferentes condigdes de
P durante 11 dias.

Por outro lado, COL apresentou diferencas na expressao ao longo do

tempo nos tratamentos -Pi/+DNA/-N e -Pi/-DNA/-N. Em -Pi/+DNA/-N, aos 7
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dias, observou-se coloragcdo do centro quiescente na maioria das raizes
secundarias de COL. Aos 9 dias, as raizes secundarias mais velhas
apresentaram centro quiescente marcado, enquanto a maioria das raizes
mais novas nao exibiam marcacao e, aos 11 dias, 57% das raizes
secundarias mostraram descontrole do centro quiescente, enquanto 43%
apresentaram expressao do gene (Figura 16C). Isso ressalta a idéia de que
p23 tem menor habilidade em hidrolisar o DNA e, por isso, a atividade no CQ
parou em parte das raizes secundarias analisadas logo aos 7 dias ap6s a
germinacao, enquanto em COL essa resposta foi gradual, de acordo com o
tempo de exposicao a deficiéncia de Pi e N. A auséncia de atividade no CQ
das raizes secundarias mais novas em COL discorda do padrao observado
na raiz principal, sugerindo que o processo desencadeado pela limitacdo de
N seja diverso do induzido por limitacao de P.

O meristema apical radicular € composto por um conjunto de células-
tronco que permite o crescimento continuo da raiz, e o CQ faz parte desse
conjunto, mantendo a identidade meristematica das células que o circundam
(Osmont et al.,, 2007). A atividade meristematica pode ser modulada no
periodo pods-embrionario por sinais ambientais e o P, em baixa
disponibilidade, € um dos principais nutrientes que modulam a arquitetura
radicular (Lopez-Bucio et al., 2002), assim como o N. Em resposta ao baixo
P, h& alteracdo na proliferacdo e diferenciacdo celular acelerada no
meristema radicular, que pode ser devida ao efeito direto ou indireto da falta
de P na atividade e/ou manutencao do CQ (Sanchez-Calderén et al., 2005).
De acordo com os autores, o CQ pode agir como sensor dos sinais

ambientais que afetam a manutencdo do meristema, regulando a expressao
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de genes através de um complexo mecanismo de sinalizagdo que module a
atividade proliferativa e a diferenciagdo das células meristematicas. Nesse
sentido, as deficiéncias de P e/ou N podem servir como sinais para o CQ,
levando a mudancas na expressdao dos genes, diferenciacdo do CQ e
consequente eliminacdo do meristema.

As mudancas na arquitetura radicular em fung¢ao da deficiéncia de N
diferem daquelas encontradas na deficiéncia de P. Quando o nitrato é
aplicado uniformemente no meio de cultura, o crescimento lateral é inibido,
enquanto que a aplicacao local do nutriente em meio com deficiéncia de N
gera maior crescimento de raizes laterais no local de tratamento (Zhang &
Forde, 1998).

Analisando o comprimento e numero de raizes laterais 7 dias apés a
transferéncia de plantas de meio +Pi/+N para meio com +Pi ou —Pi na
auséncia de N, Strieder (2009) verificou que p23 desenvolveu menos raizes
laterais do que COL em condicdo de +P/-N, mas, na auséncia de ambos
nutrientes, o mutante desenvolveu mais raizes laterais do que COL. Além
disso, 0 autor observou que p23 apresentou maior comprimento médio das
raizes laterais, tanto em meio +P/-N como em -P/-N. A visualizacdo da
expressao no centro quiescente indicou que ha viabilidade na presenca de
P, mesmo sem N no meio, tanto em p23 como em COL.

Analisou-se também a manutengdo do centro quiescente na raiz
principal de COL e p37 em diferentes disponibilidades de Pie N, aos 5 e 11
dias apdés a emergéncia através do gene QC184::GUS (Figura 17).
Observou-se que a expressao no centro quiescente foi mantida em ambos

0s genodtipos aos 5 e 11 dias na condicao de +Pi/+N.
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+Pi /+N
p37 COL

FIGURA 17. Expressdo de QC184::GUS nas raizes primarias de p37 e
COL crescidas diferentes disponibilidades de Pi e N durante
11 dias.

Quando o N foi retirado do meio, ndo houve diferenca entre 0 mutante
e COL aos 5 dias. Aos 11 dias, p37 apresentou severa alteracao do centro
quiescente, diferente de COL. Esse mesmo padrao foi observado quando se
manteve o N, mas o Pi foi retirado do meio, e na auséncia de ambos 0s
nutrientes, sem diferenca aos 5 dias apds a germinacdo entre os dois
gendtipos. Aos 11 dias, houve exaustdao do CQ em p37 e manutengdo em
COL nos tratamentos +Pi/-N, -Pi/+N e —Pi/-N. Isso sugere que a manutencao
do CQ foi afetada pela deficiéncia de um ou de ambos os nutrientes aos 11

dias apds a germinagdo no mutante, uma posibilidade é a reducao da
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expressdo do gene ccs52a2. Quando este gene é afetado, a expressao de
QC184 se torna difusa e reduzida. Além disso, a zona de diferenciacdo da
raiz se aproxima da regiao meristematica e as células tornam-se irregulares
(Vanstraelen et al., 2009), similares ao observado em p37.

Interessante que os genes marcadores do CQ comportaram-se de
forma diferenciada, uma vez que QC25 mostrou-se mais sensivel a limitacao
de N que QC184. Isto salienta a necessidade de utilizar mais de um
marcador celular.

Ao analisar a expressao de cycB1::GUS na raiz principal de p37,
Pinto (2005) observou que, aos 5 dias ap6s a germinagao em condigdes de
deficiéncia de Pi, houve reducdo de 47% no numero de células em fase
Go/M em relagdo ao meio com Pi e de 24% em relagcdo a COL em -Pi.
Considerando os dados de cinética de expressao de QC184, sugere-se que
a reducao da atividade no CQ neste mutante foi mais lenta que a reducao
nas divisées celulares sob deficiéncia de Pi. Entretanto, aos 11 dias apés a
germinagéo, houve exaustdo completa do CQ em p37 nos trés tratamentos
com deficiéncia nutricional. Esse perfil de expressdao indica que as
deficiéncias de P e de N servem como sinal ao centro quiescente, levando a
sua diferenciacao e rapida eliminacao do meristema.

Na presenca de acidos nucleicos, o crescimento da raiz primaria é
reduzido em p37, sendo o fenotipo de COL parcialmente recuperado com
disponibilidade de Pi e auséncia de DNA/RNA (Pinto, 2005; Delatorre, 2009;
Strieder, 2009). Assim como verificado em p23, o mutante p37 apresenta
menor crescimento da raiz primaria na presenca de N e o fenotipo de COL é

recuperado quando este nutriente € omitido (Strieder, 2009). Todavia, a
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cinética de expressao do CQ em -Pi/-N verificada no mutante, mostra que
aos 11 dias ha exaustdao na expressdo do gene. Dessa forma, & provavel
que aos 11 dias haja reducao ou até mesmo a parada do crescimento da
raiz primaria sob -Pi/-N, uma vez que o CQ pode regular a expressao de
genes que modulam a atividade proliferativa e a diferenciacdo das células
meristematicas (Sanchez-Calderén et al., 2005). Analisando o CQ, observa-
se que sob disponibilidade de Pi o CQ é mantido, ou seja, o menor
crescimento radicular ndo tem relagéo direta com a atividade do CQ em p37.
A reducao no crescimento radicular mesmo na presenca de Pi e auséncia de
DNA se deve principalmente ao menor alongamento celular no mutante em
comparacao com COL (Pinto, 2005).

A manutengcdo do centro quiescente estd diretamente relacionada
com a acao de alguns fatores de transcricdo, como SCARECROW (SCR)
(Sabatini et al., 2003) e SHORTROOT (SHR) (Cui et al., 2007). A atividade
de SCR no CQ é requerida para que as células-tronco vizinhas sejam
mantidas de forma ndo autbnoma em um nicho definido (Sabatini et al.,
2003). O fator de transcricdo SHR, por sua vez, € essencial para a
especificacao da endoderme, sendo expresso no cilindro central e a proteina
se move do tecido vascular central para as células vizinhas, onde interage
com SCR. Dessa forma, SCR seqlestra SHR para o nucleo e o complexo
SHR-SCR ativa a transcricdo de SCR e a especificagdo da endoderme,
enquanto SHR tem o seu movimento restringido (Cui et al., 2007). Uma
hip6tese levantada pelos autores € que o complexo SHR-SCR controle
algumas fungbes de SHR, dentre elas, a especificacdo do CQ e a

manutencdo das células-tronco. Outros genes que estao envolvidos com a
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manutencdo do meristema e agem em paralelo com SHR e SCR sao
PLETHORA1 (PLT1) e PLT2, que codificam fatores de transcricdo do tipo
AP2 e sdo induzidos por auxina (Aida et al., 2004). A distribuicdo do mRNA
de PLT associa-se ao ponto maximo de auxinas, verificado por Sabatini et al.
(1999) nas células-tronco e no centro quiescente do meristema radicular. A
inducdo da transcricdo dos genes PLT é dependente de auxinas e dos
fatores responsivos a auxinas (Aida et al., 2004) .

Outrossim, Ticconi et al. (2009) revelaram que PDRZ2 é necessario
para a devida expressao de SCR. Supde-se que PDR2 seja necessario para
a divisdo celular em resposta a baixo Pi durante a adaptacao radicular a
limitacdo localizada de Pi (Delatorre, 2009). Além disso, a expressao de
PDR2 e LPR1 se sobrepdem nas células-tronco e no meristema distal da
raiz, sugerindo que a ATPase tipo Ps, codificada por PDR2, e as enzimas
LPR atuem em conjunto em uma rota do reticulo endoplasmatico que ajusta
a atividade meristematica ao Pi externo. Nesse sentido, a ATPase tipo Ps
restringe a saida de LPR, regulando negativamente a sua biogénese ou
atividade ou, ainda, removendo os produtos gerados pelas oxidases LPR
(Ticconi et al., 2009).

A atividade hormonal também é importante para a manutengédo e
organizacao do centro quiescente. Genes repérter fusionados a promotores
regulados por auxina foram visualizados com expressdo maxima na posicao
do centro quiescente e da columela das raizes. Isso sugere que a posicao
de ambos é definida pela elevada expressao do gene, como DR5, um

promotor sintético formado por sete repeticbes em fandem do elemento
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TGTCTC, responsivo a auxinas € um promotor minimo CaMV 35S com o
gene repérter GUS (Sabatini et al., 1999).

A cinética de expressdao de QC25::GUS é reduzida em p23 na
condicao de -Pi/+DNA, compativel com o menor crescimento da raiz primaria
(Figuras 13C e 14C). Em p37 foi observada exaustao mais rapida do CQ em
relacdo a COL sob deficiéncia de Pi e/ou N (Figura 17). Assim, uma hipétese
para funcao dos genes mutados em p23 e p37 é de que estes estejam
relacionados a modulacdo da atividade de algum dos fatores de
transcricdo/genes citados acima. Uma possivel relacao do gene mutado com
a sintese de auxinas e/ou citocininas foi descartada por Strieder (2009), ja

que nao observou resgate de fendtipo nos testes realizados com estes

reguladores de crescimento em p23 e p37.

4.3 Atividade de fosfatase acida em p37

A fim de avaliar a atividade de fosfatases acidas em p37, utilizou-se a
construcao AfACP5::GUS. As sementes foram germinadas em meios com
diferentes disponibilidades de Pi e N e as plantulas analisadas aos 5 e 11
dias apdés a germinagao. Esta andlise ja havia sido realizada por Strieder
(2009) em p9 e p23 na auséncia de Pi ou presenca de RNA, ambos com
suprimento de N. O gene AfACP5 codifica uma fosfatase acida que é
induzida durante a deficiéncia de P (del Pozo et al., 1999). A atividade das
fosfatases esta relacionada com hidrélise do Pi, agindo na liberacéo,
transporte e reciclagem do Pi (Duff et al., 1994, Tran et al., 2010). Quando o

Pi é refornecido as plantas, ha forte reducdo nos niveis de transcritos do



84

gene (Mdller et al., 2004), ou seja, a sua inducdo representa uma das
respostas adaptativas a deficiéncia de P no ambiente.

Com o suprimento de Pi e N, observa-se que nao houve expressao
do gene no mutante, conforme o esperado (Figura 18). Em COL, porém, aos
5 dias ap6s a germinagao houve uma discreta expressao nestas condicoes.
Quando apenas o N foi retirado do meio, ndo foi verificada expressao de
AtACP5 no mutante nem em COL nos dois periodos avaliados, indicando
que a auséncia de N ndo causa inducao na expressao deste gene. Na
auséncia de Pi e presenca de N, a cinética de expressao observada foi a
mais acentuada. Neste caso, aos 5 dias, p37 teve maior expressao do gene
na regiao do cilindro central da raiz, enquanto em COL houve concentracao
préximo a columela e ao CQ. Aos 11 dias, a expressdao no mutante e em
COL foi semelhante. Esse padrao de expressao de AtACP5 em p37 € muito
parecido com o observado por Strieder (2009) em p23. Na condicéo de -Pi/-
N, o observado foi surpreendente, pois ndo houve expressdo do gene,

indicando auséncia de atividade desta fosfatase.
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FIGURA 18. Expressédo de AtACP5::GUS nas raizes primarias de p37 e
COL crescidas sob diferentes disponibilidades de Pi e de N
durante 11 dias.

AtACP5 atua na remobilizacdo interna de P em condicbes de
deficiéncia deste nutriente no meio (del Pozo et al., 1999). Strieder (2009)
sugere que a atividade de fosfatases somente sera efetiva na superagcédo da
limitacdo por P se a inducdo dos genes que codificam para fosfatases e
nucleases ocorrer antes da severa reducao na divisao celular do meristema
radicular. Dessa forma, seria possivel que a planta mantivesse suas funcoes
até que o P fosse disponibilizado pela acdo das fosfatases. As divisdes

celulares no meristema apical em p37 aos 5 dias apresentam reducao de
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47% em meio -Pi/+N em relacao a +Pi/+N (Pinto, 2005) e a exaustdo do
centro quiescente foi observada aos 11 dias, quando ha maior atividade de
AtACPS5 (Figura 18). Como pode ser observado na Figura 18C, a expressao
de ACP5 ainda estava fraca aos 5 dias, se comparada com a expressao aos
11 dias apés a germinacdo. E provavel que a acdo das fosfatases tenha
ocorrido tardiamente, ndo sendo possivel disponibilizar P suficiente para que
ocorresse a manutencao do centro quiescente e a recuperagao nas divisées
celulares no meristema radicular, a exemplo do que foi visto por Strieder
(2009) em p23. Dessa forma, € provavel que, aos 11 dias, a raiz primaria ja
tivesse cessado as divisdes celulares, o que é compativel com o fenétipo de
raiz curta. Em termos de atividade, ressalta-se que em gel néao foi observado
incremento na atividade geral de fosfatases acidas em p23 sob limitacdo de
P por 7 dias, enquanto houve incremento em COL (Delatorre, 2009).

Quando as plantas foram expostas a +Pi/-N, ndo se observou
expressao de AtACP5. Este resultado corrobora com a observacao feita por
del Pozo et al. (1999), que nédo visualizou expressdao do gene em plantas
submetidas a deficiéncia de N por 7 dias através de northern blot. Os
autores verificaram ainda, que o acumulo de RNA de AtACP5 reduziu em
relacdo ao controle, com suficiéncia de P e N, enquanto que a auséncia de P
levou a forte expressao deste gene nas plantas. Outrossim, a ndo expressao
de AtACP5 em meio com deficiéncia de Pi e de N em p37 e em COL (Figura
18D), revela que a inducao deste gene € dependente da presenca de N no

meio.
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4.4 Expressao do transportador de Pi AtPT2 em p37

Para verificar a inducdo do transportador de Pi AtPT2 em p37, foi
utilizado o transgene AtPT2::GUS. A inducéo do transportador de fosfato de
alta afinidade AtPT2 (Atpht1;4 ou PHT4) acontece nas raizes por deficiéncia
de Pi (Muchhal et al., 1996) e tem papel central na aquisicdo de Pi do
ambiente externo (Shin et al., 2004). Mutantes de arabidopsis pht1;4
apresentaram redugcao de 40% na absorcdo de Pi sob deficiéncia deste
nutriente (Misson et al., 2004), indicando a importancia deste gene nas
adaptacdes a limitagdo por Pi. Em arabidopsis, AtPT2 é induzido por
limitacao de Pi, mas reprimido por alto Pi (Muchhal et al., 1996). Além disso,
€ provavel que este transportador esteja envolvido com a remobilizacdo de
Pi dentro da planta (Misson et al., 2004). Os resultados verificados com a
expressao da construcao AtPT2::GUS em diferentes disponibilidades de Pi e
N condizem com o que foi observado na analise de expressao génica
através do PCR em tempo real (Figura 11).

Nos meios com suficiéncia de Pi, nao foi observada diferenca
importante na expressdao em meio com presenca ou auséncia de N nos dois
periodos avaliados em p37 e COL (Figuras 19A e 19B). Nestas condicdes
poucas células apresentaram coloracédo, de acordo com o esperado, uma

vez que a inducao de AtPT2 ocorre devido a deficiéncia de P no meio.
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+Pi /+N

5 dias

FIGURA 19. Expressdo de AtPT2::GUS nas raizes primarias de p37 e
COL crescidas sob diferentes disponibilidades de Pi e de N
durante 11 dias.

Sob condicbes de -Pi/+N, a expressdao aos 5 e 11 dias apés a
germinacgéao foi muito parecida entre 0 mutante e COL no que diz respeito a
quantidade de células expressando o gene. As maiores diferencas entre
mutante e COL ocorreram sob deficiéncia simultanea de Pi e N. Neste caso,
aos 5 dias apds a germinacdo ja se observou menor expressdao em p37,
enquanto em COL houve forte inducao do gene. Aos 11 dias, essa diferenca

se torna ainda mais importante, pois p37 ndo apresentou expressdao de
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AtPT2. Isso sugere que a presenca de N é necessaria para que haja a
inducéao do transportador de Pi em p37.

Com isso, a mutacdo em p37 atenua a expressao de AtPT2 sob
deficiéncia de Pi e N simultaneamente, indicando que o gene mutado esta
envolvido na interacdo P — N. Transportadores de Pi podem ter sua
expressdao modulada pela presenca de N, como observado por Wang et al.
(2001) em raizes de tomate. Os autores verificaram que o gene LePT2 de
tomate, similar ao AtPT1 de arabidopsis (Liu et al., 1998), foi induzido nas
raizes de tomate por N, sendo sua expressdo mantida alta por 96 horas
apos a retirada do N do meio, com uma pequena reducdo ao longo do
tempo.

Os genes AtPT1 e AtPT2 pertencem a duas pequenas e distintas
familias e ambos codificam transportadores de alta afinidade induzidos pela
deficiéncia de Pi (Muchhal et al., 1996). Apesar de ter havido uma pequena
reducado na expressao de LePT1 em tomate apds 96 horas da remocgao de N
(Wang et al., 2001), é possivel que, ap6s 11 dias, a expressao deste fosse
severamente reduzida. Sugere-se que o comportamento de AtPT2::GUS
observado em meio -Pi/-N seja semelhante ao observado com LePTT1.
Sugere-se ainda que esta resposta seja extremada no mutante, ja que nao

houve expressao de AtPT2::GUS em meio -Pi/-N.

4.5 Efeito do etileno no alongamento radicular sob contrastes de
PeN
O etileno € um fitormbénio gasoso, que pode modular diversos

processos internos na planta, bem como seu crescimento em fungcdo das



90

mudancas ambientais e respostas a diversos estresses (Bleeker, 2001;
Benavente & Alonso, 2006; Zhu & Guo, 2008). O etileno esta relacionado
ainda com a proliferacdo de raizes laterais, alongamento radicular e
determinacdo do destino celular durante a formagcdo de pélos radiculares,
processos que também sao alterados por algumas deficiéncias nutricionais
(Rubio et al, 2009). Isso nao significa, porém, que tais respostas
compartihem necessariamente as mesmas rotas de sinalizagdo. A
quantidade de etileno na planta determina quais sdo as respostas
adaptativas. Nesse sentido, Pierik et al. (2006) propuseram um modelo no
qual altos niveis de etileno causariam redug¢do no crescimento das plantas,
enquanto baixos niveis promoveriam estimulo deste. A inibicdo do
alongamento radicular pelo etileno depende de niveis do horménio e da
espécie, sendo que baixos niveis favorecem seu alongamento (Jackson,
1985). A quantidade exata de etileno necessaria para estimular ou inibir o
crescimento das plantas resulta da integragcdo das condicbes ambientais,
sinais internos da planta e, ainda, caracteristicas especificas da espécie
relacionadas a presséo de sele¢gdo em seu ambiente de origem (Pierik et al.,
2006).

Em altas concentracbes o etileno inibe o alongamento das raizes,
mas estimula a expanséo radial, levando a melhora da resisténcia mecanica,
como observado em raizes expostas a solos com elevada resisténcia por
Clark et al. (2003). Além disso, este fitormbnio também pode determinar o
balanco entre a proliferagdo e a parada na divisdo das células tronco das
raizes e promover divisdes celulares no centro quiescente (Ortega-Martinez

et al., 2007).
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Buscou-se avaliar se os mutantes p9 e p37 apresentavam resposta
diferente ao etileno em termos de crescimento da raiz principal quando
comparados a COL. Para tanto, mensurou-se o comprimento da raiz
principal de COL e dos mutantes p9 e p37 aos 8 dias ap6s a germinagao sob
diferentes disponibilidades de P, N e etileno. O etefom (4cido 2-
cloroetilfosfénico), que faz parte da composicao do Ethrel®, foi utilizado para
fornecer etileno as plantas. O etefom é estavel em pH 3,5, porém, quando
entra em contato com meio de cultura ou com tecido vegetal que possuam
pH mais elevado, ocorre liberagao de etileno. Os resultados mostram que o
etefom, precursor de etileno, diminuiu o alongamento radicular em COL,
independente da disponibilidade de P e de N (Tabela 2).

Por outro lado, o bloqueio da sintese de etileno pode ser causado
através do uso de aminovinilglicina (AVG), que atua na inibicado da ACC
sintase ou, ainda, pode-se bloquear a percepcao do etileno através de ions
de prata, que provavelmente se ligam aos receptores de etileno na planta
(Casson & Lindsey, 2003). Estes receptores sao ligados a membrana e sao
compostos por uma pequena familia, que compreende os receptores ETR1,

ETR2, ERS1, ERS2 e EIN4 (Zhu & Guo, 2008).



TABELA 2. Comprimento da raiz primaria (mm) em funcao da interacao tripla de gendétipos de arabidopsis, fontes de Pi e
etileno aos oito dias apds a germinacao na presenca ou na auséncia de N.

* Significativo a 5% de probabilidade, comparacdo dos tratamentos dentro de cada gendtipo em relacdo ao controle

(coluna).

Genotipos

COL p9 p37 COL p9 p37
Fésf-(l;rr?)tamenltE?iTeno Com N Sem N
+Pi/-DNA Controle 30,9 NS 24,9 # 15,0 12,6 NS 13,3 NS 10,0
+Pi/-DNA Etefom 10,7* NS 6,8* NS 76* |8,2* NS 7,6 NS 7,9*
+Pi/-DNA Tiossulfato 39,9 * # 157" # 23,8* |33,6" # 157 # 21,97
-Pi/+DNA Controle 27,6 # 89 # 6,6 20,3 #5,3 # 6,2
-Pi/+DNA Etefom 64°* NS 75NS NS3,6* 6,5 NS 4,9NS NS 3,8*
-Pi/+DNA Tiossulfato 28,1 NS # 143* # 6,5NS | 19,9NS #7,INS # 8,4NS
+Pi/+DNA  Controle 23,5 # 18,1 # 74 12,8 #7,1 NS 8,9
+Pi/+DNA Etefom 85~ NS 9,0 * NS 5,7 NS | 5,0* NS 5,6NS NS 4,2*
+Pi/+DNA Tiossulfato 358* # 189NS # 9,7~ 26,0* #11,9 # 12,17
-Pi/-DNA Controle 10,5 NS 7,1 NS 6,8 5,2 NS 2,9 NS 4,6
-Pi/-DNA Etefom 6,0° NS 7,0 NS NS 6,3NS | 4,9NS NS 4,1NS NS 2,8NS
-Pi/-DNA Tiossulfato 13,9* NS 13,6 NS8,0NS |8.2* NS 7,9* NS 6,4NS

# Significativo a 5% de probabilidade, comparacao dos gendtipos em relacdo a COL (linha) .
NS: Néo significativo a 5% de probabilidade.

c6
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No presente estudo, observou-se que a inibicdo da percepg¢ao do
etileno via tiossulfato de prata ocasionou maior crescimento da raiz primaria
em COL, exceto quando o Pi foi substituido por DNA, tanto na presenca
como na auséncia de N (Tabela 2). Este efeito do tiossulfato de prata no
alongamento radicular ja havia sido observado por Zhao & Hasenstein
(2009), com maior alongamento da raiz primaria € menor crescimento de
pélos radiculares, indicio de que o etileno inibe o alongamento radicular e
aumenta o crescimento dos pélos. Entretanto, em -Pi/+DNA, somente p9,
em meio com N, diferiu do controle. E possivel que, na auséncia de Pi e
presenca de DNA, haja menor producao de etileno em p37 e COL e, por
iss0, 0 crescimento da raiz primaria ndo se altera com tiossulfato de prata.
Ja em p9, a producdo de etileno deve ser maior na auséncia de Pi e
presenca de DNA, pois com adi¢ao de etefom, ndao ha diferenca em relacao
ao controle tanto em +N com em -N, enquanto que o tiossulfato de prata
causa maior alongamento radicular. Mesmo na auséncia de N, a raiz
primaria de p9 apresentou crescimento de raiz 36% maior em meio com
tiossulfato de prata em relagao ao controle (Tabela 2).

O mutante p9 apresentou comportamento diferenciado em relacao a
COL. Quando foi disponibilizado Pi e N, houve reducdo no crescimento da
raiz primaria na presenca de etileno externo, o que ja era esperado. Porém,
nestas mesmas condi¢cdes, quando se adicionou tiossulfato de prata, p9
também apresentou reducao do crescimento da raiz primaria (Tabela 2).

Entretanto, ao se retirar o N do meio, o mutante apresentou aumento
de 19% no alongamento radicular em +Pi com tiossulfato de prata em

relacdo ao controle, enquanto em COL o alongamento foi 166%. A reducao
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do crescimento da raiz primaria em +Pi/-DNA/+N com tiossulfato de prata
sugere bloqueio na percep¢ao do tiossulfato de prata em p9 quando Pi e N
estdo juntos, uma vez que, quando se retira 0o N, ocorre reversdao da
percepcdo. E possivel que em p9 a reducdo da raiz seja devido ao etileno na
auséncia de N, mas ndo na presenga de N.

Quando Pi, DNA e etefom foram adicionados ao meio de cultura, p9
comportou-se de maneira semelhante a COL. Entretanto, quando foi
aplicado tiossulfato de prata, ndo houve maior crescimento da raiz primaria.
Por outro lado, na auséncia de N, observou-se o contrario, diferenca nao
significativa com etefom e maior crescimento com tiossulfato de prata
(Tabela2). Quando Pi e DNA foram retirados do meio de cultura, o
crescimento da raiz primaria nao diferiu com etileno externo, mas aumentou
com o bloqueio da sua percepg¢ao, independente da presenca de N.

Os dados indicam que p9 tem maior sensibilidade ou maior producao
de etileno na auséncia de Pi em relagcdo a COL, pois ndo ha diferenga no
tratamento controle e etefom, independente da condicdo de N. Além disso,
na presencga de etefom, foi observada redugdo no alongamento radicular, o
que indica que em +Pi ha menor produg¢do ou menor sensibilidade ao etileno
pela planta (Tabela 2). Deve-se lembrar que, nessas condicbes de
disponibilidade de P, Pinto (2005) e Strieder (2009) observaram que p9
recupera o fenétipo de COL, com crescimento da raiz primaria semelhante
ao de COL e maior do que na presenca de RNA como fonte de P.
Interessante que, na presenca de P e de N, o efeito positivo do tiossulfato de
prata ndo € observado, mas é restabelecido se o N é removido. Isso sugere

que a presenca de P neste mutante afeta a sinalizacdo de etileno e que a
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remocao de N reduz o alongamento da raiz, provavelmente induzindo a
sintese deste hormonio, efeito removido pela aplicacdo dos ions prata.

O comportamento de p37 foi semelhante ao de COL em relacado aos
tratamentos com etefom e tiossulfato de prata na presenca de Pi ou de DNA
(Tabela 2). Apenas quando Pi e DNA foram fornecidos em conjunto com N, o
comprimento da raiz primaria nao diferiu do controle na presencga de etefom.
Quando nenhuma forma de P foi incluida no meio, ao contrario do observado
em COL, nao houve diferenca entre tratamentos, ou seja, nessas condi¢coes
o fornecimento externo de etileno ndo reduziu o crescimento da raiz primaria
em p37. No tratamento +Pi/+DNA/+N, o tiossulfato de prata aumentou o
crescimento da raiz primaria, que apesar de difererir, foi de apenas 36%
no mutante em relagdo ao controle, enquanto que, em COL, o aumento foi
de 103%, superior ao observado em p37.

Quando ambas as fontes de P foram omitidas, ndo houve diferenca
entre 0 mutante tratado com tiossulfato de prata e o controle. Nos
tratamentos em que o N foi retirado, o comportamento de p37 foi similar a
COL, exceto na auséncia total de P e presenca de tiossulfato de prata.
Nesse caso, os valores nao diferiram, sendo que COL teve crescimento da
raiz primaria 60% superior ao controle, p37, 40% e o maior valor observado
foi 175% superior em relacdo ao controle, em p9. Dessa forma, parece que
p9 tem menor producdo de etileno do que COL quando Pi e N sao
suprimidos do meio.

O envolvimento do etileno com a inibicdo do crescimento da raiz
primaria e formacdo de pélos radiculares tem sido relatado em diversos

estudos (Lépez-Bucio et al., 2002; Ma et al., 2003; Zhang et al., 2003). As
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modificagcées radiculares, como aumento na densidade e comprimento dos
pélos radiculares causadas pela presenca de auxinas e etileno sugerem que
as respostas adaptativas aos nutrientes sdo originadas a partir de sinais
hormonais desencadeados por rotas especificas de cada nutriente (Lopez-
Bucio et al., 2002).

O comprimento da raiz primaria dos mutantes também foi comparado
com COL, para verificar se houve recuperacao do fenétipo de COL nos
mutantes (Tabela 2). Os mutantes comportaram-se da maneira esperada em
funcéo da disponibilidade de P, sendo que p9 recuperou o fenétipo de COL
em +Pi/-DNA (no controle), enquanto p37 apresentou crescimento da raiz
primaria reduzido, corroborando com o observado por Pinto (2005) e Strieder
(2009). Além disso, ambos os mutantes apresentaram significativa reducao
no crescimento da raiz primaria na auséncia de Pi ou presenca de DNA.

Observou-se que, em todos os tratamentos de P, o suprimento extra
de etileno, via etefom, ndo afetou o comportamento dos mutantes em
relacdo a COL. Houve reducdo do crescimento da raiz primaria em
praticamente todos os casos, de acordo com o esperado para a acédo do
etileno, e ndo houve diferenca entre os mutantes e COL nesta condicéo,
independente da disponibilidade de P. No entanto, a reducdo do
comprimento da raiz causada pelo etileno foi proporcionalmente diferente
entre os mutantes em relacdo ao comprimento das raizes na condicao
controle. Na presenca de Pi, o etileno reduziu o comprimento da raiz
primaria de COL para 35% do controle, em p9 para 28% e em p37 para
50%. Na presenca das duas formas de P, o etileno reduziu as raizes de COL

novamente para 36% do controle, enquanto p9 para 49% e p37 para 77%.
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Quando o P é removido, o efeito do etileno é ainda menor nos mutantes, de
tal forma que, enquanto em COL o etileno reduziu as raizes para 60% do
seu valor inicial, praticamente ndo houve efeito sobre os mutantes (Tabela
2). Estes dados sugerem que a percepg¢ao do fitormdnio parece estar
normal, pois quando se coloca tiossulfato de prata, ha aumento do
alongamento radicular. Também é possivel que haja maior concentracédo de
etileno nos mutantes e, portanto, a adicdo de etileno externo ndo afete o
comprimento da raiz.

Por outro lado, com a aplicagao de tiossulfato de prata, o crescimento
da raiz primaria diferiu entre os mutantes e COL em todos os tratamentos de
P, exceto sob completa deficiéncia de P em p9 (Tabela 2). Nesse caso, nao
houve diferenca entre p9 e COL, indicando que a inibicdo da percepc¢ao do
etileno em -Pi/-DNA provocou a recuperacao do fenétipo de COL em p9, que
apresentou alongamento de 90% em relagao a COL.

Recentemente, Lei et al. (2011) identificaram outras funcbes da
sinalizacao por etileno, como a regulagdo da expressao dos genes PS/ (Pi
starvation-induced genes), a indugcéao de fosfatases acidas e a producao de
antocianinas. A partir desta informacéo, os autores propuseram um modelo
para ilustrar como o etileno afeta as adaptacées da planta a deficiéncia de
Pi. Nesse modelo, a deficiéncia de Pi deve induzir a produgcédo ou aumentar a
sensibilidade ao etileno, 0 que leva ao aumento de pélos radiculares e
expressdao dos genes PSI. A expressdao destes genes pode afetar
diretamente a assimilacdo de Pi do solo, a remobilizacdo de Pi interno ou

externo, bem como a redistribuicdo do Pi entre raizes e parte aérea, o que
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ajuda as plantas a manterem a homeostase de Pi sob deficiéncia deste ion
(Lei etal., 2011).

O crescimento da raiz primaria de p9 e p37 foi também comparado
com COL sob deficiéncia de N (Tabela 2). Nos tratamentos com diferentes
fornecimentos de P, o tratamento com etefom levou a nao diferenciacao
entre os mutantes e COL. Isso enfatiza o que foi observado anteriormente,
ou seja, que provavelmente estes mutantes apresentem algum tipo de
deficiéncia na rota sinalizadora de etileno.

Quanto a presenca ou auséncia de N com tiossulfato de prata, ambos
os mutantes apresentaram diferenca relativamente a COL, ou seja, nao
houve recuperagcdo do fendtipo de COL, exceto sob -Pi/-DNA/-N. lIsso
acontece apesar da auséncia de N recuperar o fenétipo de COL em p37 no
controle, indicando que a remocao do N é capaz de reverter os efeitos da
mutacdo em p37 apenas sob condi¢cdes especificas. Assim, parece que nos
mutantes as interagdes entre nutriente e etileno estdo mais relacionadas a
disponibilidade de P do que de N.

A producédo de etileno em funcédo da presenca de N foi verificada por
Tian et al. (2009). Os autores transferiram plantulas de arabidopsis com 5
dias, crescidas em 1 mM de N para meio com 10 mM de N e observaram
rapida producéo de etileno e rapido aumento da expressao dos genes que
codificam para ACC sintase e ACC oxidase ap6s a transferéncia.
Posteriormente, apresentaram declinio na sua produgdo e expressao ao
longo do tempo. Além disso, através de um gene repoérter para etileno EBS-
GUS, os autores verificaram que a producdo deste ocorreu

predominantemente nas raizes laterais novas, enquanto nas laterais
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maduras e na principal mudou muito pouco. Os resultados observados no
presente trabalho indicam que houve reducdo no tamanho da raiz primaria
com a retirada do N, ao contrario do que se esperaria se houvesse menor
producéao de etileno. Entretanto, deve-se considerar que a condi¢cao de baixo
N nao foi utilizada. A reducdo no crescimento da raiz primaria pode ser
devida a falta deste nutriente para o crescimento e desenvolvimento da
planta como um todo.

A interacdo entre fitormbénios e sua influéncia nas adaptacoes
radiculares em resposta as flutuacoes de disponibilidade de nutrientes no
solo sdo bem documentadas. Os fitorménios etileno e auxina parecem ter
relacdo e agir juntos no desenvolvimento radicular, uma vez que foram
identificados mutantes insensiveis a ambos (Pickett et al.,1990), sugerindo
que o etileno possa mediar algumas respostas induzidas por auxinas
(Casson & Lindsey, 2003). Além disso, as auxinas induzem a sintese de
etileno, como é o caso da ACCsintase, enzima necessaria para a sintese de
etileno, que é fortemente induzida por auxinas.

Esse mecanismo foi observado por Abel et al. (1995), analisando o
gene ACS4, um dos membros da familia génica que codifica a enzima.
Tanto auxinas como etileno podem causar reducdo no alongamento
radicular, sugerindo que sua agao ocorra por mecanismo em comum (Ponce
et al., 2005). Uma possibilidade € que este mecanismo seja o transporte de
auxinas, pois o etileno pode inibir o transporte polar de auxinas (Swarup et
al., 2002). Além disso, mutacoées em AUX1, que codifica um transportador de
influxo de auxinas, alteram a sensibilidade do alongamento radicular as

auxinas e ao etileno (Pickett et al.,, 1990), sugerindo a necessidade do
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transporte de auxinas para que ocorra inibicdo do crescimento radicular
causada por etileno (Swarup et al., 2002). A reducao do transporte de efluxo
de auxinas gerada pelo etileno poderia causar acumulo de auxinas na raiz,
levando a inibicdo do alongamento radicular (Casson &Linsey, 2003).

Além das auxinas, as citocininas também interferem nos niveis de
etileno. Elas estao envolvidas em uma série de processos na planta, como
as divisdes celulares, iniciacao da parte aérea e crescimento. A producao de
etileno é estimulada por citocininas, ocasionando inibicdo do alongamento
da raiz e do hipocétilo (Cary et al., 1995). Dessa forma, auxinas e citocininas
podem induzir a sintese de etileno, provavelmente através da acido em
diferentes membros da familia génica ACS (Abel et al., 2005, Zhu & Guo,
2008).

Nesse sentido, os resultados obtidos por Strieder (2009) na analise
do envolvimento de auxinas e citocininas no fenétipo radicular de p9
sugerem que haja deficiéncias parciais na sintese e/ou percepcao de
auxinas na auséncia de P e N e de citocininas apenas na auséncia de N.
Dessa forma, parece que ha uma alteragdo hormonal especifica em p9, que
leva ao fenodtipo radicular observado neste mutante, que também é
modulado pela interacdo PxFe. Em p37, o mesmo autor ndo encontrou
evidéncias de sintese ou percepcao anormal dos hormdnios analisados. Ja é
documentado que auxinas e citocininas podem modular a producao de
etileno na planta. Dessa forma, em p9 é possivel que haja uma interacao
hormonal na qual ambos os fitormdnios regulariam a sintese de etileno.

Enfim, os mutantes p9, p23 e p37 possuem desenvolvimento

radicular menor em relagdo a COL sob limitacdo de P. Sob suficiéncia de Pi
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e auséncia de acidos nucleicos, p9 recupera o fenétipo de COL, mas p23 e
p37 continuam apresentando reducdo em relacdo a COL (Strieder, 2009).
Além disso, quando o N é retirado do meio de cultura, o fenétipo radicular de
COL é restabelecido em p23 e p37, sugerindo interacdo P e N (Strieder,
2009). A falta de capacidade em utilizar acidos nucleicos como fonte de P
sugere que os mutantes apresentem uma mutacdo na cadeia sinalizadora
(Delatorre, 2009). As mutagcbes em p9, p23 e p37 poderiam estar
relacionadas com defeitos na percepcao a baixos niveis de Pi, nos eventos
de transducgao de sinal subseqliente, na indugdo dos genes responsivos a
limitacao de Pi, na secrecao de enzimas nucleoliticas ou na absorcdo de Pi
(Delatorre, 2009).

Em p9, Pinto (2005) sugere que a mutacao seja nos sensores de raiz
ou em alguma etapa da interacdo entre o sensor local de Pi e o status da
planta. Este mutante apresenta redugdo no crescimento radicular em meio
com DNA, mas recupera fenétipo em -DNA, de forma mais acentuada que
0s outros mutantes. Essa reducdo no crescimento radicular se deve
principalmente a menor alongamento celular e a deficiéncia deve ser devida
a limitacao na degradacao de P ou na absorcéao de P liberado na quebra do
DNA.

Delatorre (2009) observou que p9 apresenta menor atividade de
RNS1 e RNS2 e maior atividade de fosfatases acidas, e Pinto (2009)
verificou acumulo de amido na parte aérea em -P e em -P/+DNA, resposta
caracteristica da limitagdo deste nutriente. O mutante p9 exibiu ainda
interagéo Pi - Fe, sendo o fendétipo de raiz curta revertido na auséncia de Fe,

tendo apresentado também defeitos na sintese e/ou percepcao de auxinas e
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citocininas (Strieder, 2009). Soma-se a isso uma possivel falha na rota
sinalizadora de etileno e, ainda, em alguma interacdo hormonal na qual
auxinas e citocininas regulem sua sintese. Entretanto, Strieder (2009)
observou que a atividade meristematica em p9 € mantida por mais tempo do
que nos outros mutantes, indicativo de que a falha na sintese de etileno nao
interfere na manutencdo do meristema. O gene mutado deve estar
relacionado também com a inducédo de NRT2.2 e AtPT2, pois sua expressao
manteve-se pouco alterada. A mutacdo em p9 nao parece ter relagdo com a
assimilacao de N, mas pode estar envolvida com o circuito regulatério que
age na modulacao da formacgao das raizes laterais.

O mutante p23 tem crescimento radicular reduzido independente da
condicdo de Pi, mas a reducdao €& acentuada na presenca de acidos
nucleicos (Strieder, 2009). Quando o N é retirado do meio, o fenétipo de raiz
curta é resgatado e, neste caso, 0 comprimento da raiz principal de COL e
p23 sdo semelhantes (Pinto, 2005; Delatorre, 2009; Strieder, 2009). Ao
contrario de p9 e p37, o mutante p23 ndo acumula amido, apresentando
também reducdo de RNS1, RNS2 e fosfatases acidas em —P/+DNA
(Delatorre, 2009). Nao foram observadas evidéncias que apontem para
defeitos na sintese ou sinalizagdo de auxinas e/ou citocininas em p23
(Strieder, 2009). Entretanto, deve-se considerar o efeito do etileno neste
mutante, pois o etileno pode promover divisdes celulares no centro
quiescente, ja que p23 apresentou rapida exaustdo do CQ em meios com
deficiéncia de Pi ou N.

As andlises de expressado génica através do PCR em Tempo Real

permitiram verificar que o gene mutado em p23 pode relacionar-se com 0s
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genes que codificam para os transportadores de N de alta afinidade, aqueles
envolvidos com a assimilacdo de N, especialmente NIA2 e com o circuito
regulatério que age na modulacdo das raizes laterais. Além disso, houve
menor expressdo de AtPT2 em relagdo a COL sob deficiéncia de P,
indicando que este mutante tem menor capacidade em induzir este
transportador. A expressao de ACP5 indica que este gene pode ser induzido
em p23 mais tardiamente do que nos outros mutantes e COL, e isso sugere
que esse atraso nao consiga fazer com que esta fosfatase libere P suficiente
para suprimir as necessidades da planta neste mutante.

O fendtipo radical de COL também é resgatado em p37 na auséncia
de N e o crescimento radicular é reduzido inclusive sob suficiéncia de Pi,
sendo a reducdo mais acentuada na presenca de RNA, comportamento
semelhante ao observado em p23 (Strieder, 2009) e pdr1 (Delatorre, 2009).
O menor crescimento da raiz primaria se deve a reducdo do alongamento
celular e a menor taxa de divisao celular em meio com DNA (Pinto, 2005).
Além disso, este mutante ndo apresenta defeito na sintese ou percepcao de
auxinas e/ou citocininas (Strieder, 2009), mas ha possibilidade de haver
defeito na rota sinalizadora de etileno. Esta falha na sintese de etileno pode
estar envolvida com a rapida exaustdo do CQ observada nas raizes
primarias em p37 na auséncia de Pi e/ou N. A atividade de fosfatases néao
esta alterada neste mutante, como pode ser observado na expressao de
ACP5::GUS (Figura 18). Ja em relacédo a inducao de AtPT2, esta mostrou
ser menor no mutante na auséncia simultanea de Pi e N, indicando que a
falta de N prejudica a expressdo deste gene, que é envolvido com o

transporte de Pi em p37.



5 CONCLUSOES

Ha interacdo entre P e N em relagdo a expressdo de genes
relacionados com as rotas de aclimatacao a limitacao de P, como AtACP5 e
AtPT2, de assimilagdo de N, como NRT1.1, NIA1 e NIA2 e também ARFS8,
envolvido com a modulacao das raizes laterais.

Os genes mutados em p9 e p23 afetam os genes que codificam para
os transportadores de N e P de alta afinidade, a assimilagédo de N, a
producédo de fosfatase e o circuito regulatério que age na modulacdo das
raizes laterais, ARF8. A presenca de N no meio regula erroneamente a
parada do crescimento da raiz principal em p23.

Em p37, a alteracdo da arquitetura radicular ndo deve estar
relacionada ao gene ARFS8.

Sob deficiéncia de Pi e/ou N, ha rapida exaustdo do CQ nas raizes
primarias em p23 e p37. Os genes mutados nestes dois mutantes ajudam a
modular as respostas do crescimento radicular em funcéo da disponibilidade
de Pie N.

Os mutantes p9 e p37 apresentam alteracdo na rota sinalizadora de

etileno, sendo que, em p9, é possivel ainda que haja uma alteragdo na
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homeostase hormonal e que modificagdes nos niveis de auxinas e

citocininas afetem a sintese de etileno.
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