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DEFICIEN?IA DE FOSFORO EM Arabidopsis thaliana: CARACTERIZA-
CAO DE MUTANTES E INTERACOES NUTRICIONAIS *

Autor: Mércio Luiz Strieder
Orientadora: Prof. Carla Andrea Delatorre

RESUMO

Fosforo (P) € um dos principais nutrientes que limitam a producdo
vegetal. Em arabidopsis, sua deficiéncia reduz o comprimento da raiz principal
e aumenta o numero e a densidade de raizes laterais. O isolamento e
caracterizacdo de mutantes tém ajudado a elucidar a funcdo de genes
envolvidos na superacao da deficiéncia de P. Este estudo objetivou fazer a
caracterizacdo de respostas morfo-fisiolégicas dos mutantes de Arabidopsis
thaliana p9, p23 e p37 a suprimentos contrastantes de P, bem como avaliar
interacbes nutricionais de P com outros nutrientes. Este trabalho foi
desenvolvido em colaboracdo com a University of California at Davis, Davis -
Califérnia, EUA. Todos os estudos foram conduzidos em camara de
crescimento. Entre os estudos conduzidos citam-se: efeito de formulacdes de
meios de cultura na arquitetura radical; caracterizacdo morfo-fisiolégica dos
mutantes; transferéncia de plantas entre meios de cultura com contrastes de P
e nitrogénio (N); respostas as interacdes nutricionais P x Fe e P x N. A maioria
das avaliagbes centraram-se no desenvolvimento do sistema radical, porém
em alguns estudos, analisou-se a expressao de genes de resposta a limitacdo
por P. A presenca de acidos nucléicos no meio de cultura reduz o
desenvolvimento radical dos trés mutantes, sobretudo em p9. A auséncia de
Fe no meio permite resgate do fendtipo radical de COL em p9, enquanto a
supressao de N possibilita resgate do feno6tipo em p23 e p37, independente da
condicao de P. A inibicao radical em arabidopsis causada pelo Fe é agravada
sob deficiéncia de P. Parte do fenétipo radical dos mutantes pode ser causada
por defeitos na sintese e/ou sinalizagdo de auxinas ou citocininas. As
mutacOes de p9 e p23 foram localizadas no braco superior do cromossomo 1,
préximas ao marcador F23M19 onde se obteve as menores taxas de
recombinacéo (0,0% - p9Ler e 7,8% - p23Ler).

! Tese de doutorado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (217 p.) Dezembro, 2009.
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PHOSPHATE DEFICIENCY IN Arabidopsis thaliana: MUTANTS
CHARACTERIZATION AND NUTRITIONAL INTERACTIONS 2

Author: Mércio Luiz Strieder
Adviser: Prof. Carla Andrea Delatorre

ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the main limiting nutrients to plant production.
In arabidopsis, P deficiency reduces the primary root length and increases the
number and the density of lateral roots. Isolation and characterization of
mutants have contributed to better understanding the function of several genes
involved in overcoming P starvation. This study has had as objective figure out
morpho-physiological response of the p9, p23 and p37 Arabidopsis thaliana
mutants in different P supply conditions, as well as evaluates and identify
nutritional interactions between P and other nutrients. This work was
developed in a collaborative work with the University of California at Davis,
Davis - California, U.S.A. All studies were carried out in growth chamber.
Among the conducted studies there are: effect of media on the root
arquitecture; morphological and physiological characterization of the mutants;
studies with plant transference from media with different P and nitrogen (N)
levels and check for nutritional interactions between P x Fe and P x N. Most of
the evaluations were focused on root development. However, in some studies
we also analyzed the expression of genes related to P limitation. The presence
of nucleic acids in the growth media reduces root development of the three
mutants, particularly in p9. The absence of Fe in the media rescues the COL
root phenotype in p9, while N suppression rescues that phenotype in p23 and
p37, regardless of the P condition. The root inhibition in arabidopsis caused by
Fe is stronger under P deficiency. Part of the mutant root phenotype might be
caused by defects in the synthesis and/or signaling of auxins or cytokinins.
The p9 and p23 mutations were mapped to the upper arm of chromosome 1,
next to marker F23M19 for which the lowest recombination ratios were
obtained (0.0% - p9Ler and 7.8% - p23Ler).

% Doctoral thesis in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (217 p.). December, 2009.
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1 INTRODUCAO

A nutricdo mineral e a deficiéncia hidrica constituem os fatores mais
limitantes a producdo vegetal no mundo. No Brasil, a maioria dos solos
agricultaveis possui limitacdes a producdo agricola, como a acidez, baixos
teores de matéria organica, ocorréncia de niveis téxicos de aluminio, ferro ou
manganés e reduzida disponibilidade de fésforo (P).

Conforme a adubacdo se torna onerosa e limitada, cresce a
importancia de obter conhecimento para obtencdo de plantas que se
desenvolvam eficientemente nestes ambientes. Para obter estes avancos,
uma das estratégias € identificar e elucidar mecanismos fisio-genéticos e
moleculares envolvidos na absorcdo e uso de nutrientes, buscando assim,
entender as adaptacfes desenvolvidas pelas plantas para conseguirem
absorver mais e/ou usar melhor os nutrientes disponiveis no solo, mesmo que
este ambiente seja de baixa disponibilidade nutricional.

Apo6s o nitrogénio (N), o P é o nutriente mais limitante a producgéo
vegetal, sendo um dos 17 elementos essenciais ao desenvolvimento das
plantas. Entre suas principais funcdes, destacam-se a participacdo em
processos fisio-genéticos, incluindo geracdo de energia, sintese de acidos

nucléicos, fotossintese, glicélise, respiracdo, sintese e estabilidade de



membranas, (in)ativacdo de enzimas, reacdes redox, sinalizacdo e fixacao de
N.

A concentracdo de fosfato inorganico no interior da célula pode exceder
2000 vezes seu teor médio na solucéo do solo, o qual varia de 0,1 a 10,0 uM
em solos naturais. Essa concentracdo esta muito abaixo do Km de absorcéo
da planta e do total de P presente no solo, pois apenas parte deste P esta
disponivel para absorcdo pelas plantas. Isto se deve a imobilizacdo e/ou
fixacdo do P junto a complexos insoliveis com cations, principalmente
aluminio e ferro em solos &cidos e céalcio em solos alcalinos, além da
adsorcao a matéria organica recalcitrante e as argilas do solo. Desta forma, a
planta gasta ainda mais energia para absorvé-lo e este se torna um dos
nutrientes mais limitantes ao crescimento e desenvolvimento das plantas.

Uma das formas usadas para contornar parte dos impactos negativos
oriundos da limitagdo nutricional e estimular o desenvolvimento da planta é a
aplicacdo de corretivos e fertilizantes. Entretanto, essa pratica encarece a
producdo agricola, tem baixa eficiéncia e, ainda assim, ndo permite
exploracdo do potencial genético produtivo de cultivares. Por outro lado, 0 uso
excessivo de fertilizantes fosfatados, somado a restricbes nas praticas de
conservacao do solo, causa perdas expressivas de P de lavouras para rios e
outros recursos hidricos. Isso ocorre devido a perda de solo pela erosao, ja
gue o P fica imobilizado nesse e, assim, pode causar eutrofizacdo e hipoxia
em lagos e estuarios marinhos. Deve-se considerar ainda, que as fontes de
rochas de P de qualidade séo limitadas e ndo renovaveis, com predicdes de

gue sejam consumidas ainda neste século.



Neste contexto, faz-se necessario o desenvolvimento de estratégias e
adocdo de medidas que otimizam a eficiéncia de absorcdo e de uso de P
pelas plantas nos sistemas agricolas de producdo de graos, tornando-os
menos dependentes de insumos externos e, portanto, mais sustentaveis.
Entre as estratégias que podem ser usadas, esta a obtencéo de cultivares de
espécies agricolas mais eficientes na absorcédo e no uso de P do solo. Para
tanto, € importante identificar e elucidar mecanismos fisio-genéticos e
moleculares envolvidos na absorcdo de P e buscar entender como as
adaptacdes desenvolvidas pelas plantas podem contribuir para maior
absorcao desse nutriente, mesmo sob niveis limitantes no ambiente. Entre as
limitacbes dessa estratégia esta o fato da selecédo de cultivares de espécies
agricolas de alta produtividade ser realizada, especialmente, em ambientes
bem fertilizados. Apesar de favorecer a identificacdo de gendtipos com maior
potencial produtivo, esta préatica reduz a estabilidade e adaptabilidade de
genadtipos mais produtivos a ambientes produtivos distintos, além de gerar
perda de caracteres ligados a estresses abidticos, como 0s nutricionais.

Por outro lado, o sequenciamento genético da espécie silvestre
Arabidopsis thaliana em 2000, uma espécie modelo, trouxe novas ferramentas
e perspectivas para contornar o problema. A. thaliana €, atualmente, a
espécie de planta vascular mais bem estudada e, assim como outros
organismos modelos de estudo, pode auxiliar a elucidar fenémenos na planta,
contribuir ao desenvolvimento de técnicas e facilitar identificacdo de genes
estruturais e de regulacdo importantes em mecanismos chaves do
desenvolvimento. Os diversos estudos desenvolvidos com essa espécie séo

atribuidos ao seu pequeno tamanho, ao curto tempo de geracao e reproducao



autégama, a acessibilidade e a facilidade de manipulacéo genética, a grande
producdo de sementes, ao pequeno tamanho do genoma e a ampla
conservacao de mecanismos fisio-genéticos, bioquimicos e moleculares entre
as espécies vegetais. Além disso, essa espécie nao interage com micorrizas e
apresenta a maioria das respostas classicas de plantas a deficiéncia
nutricional.

Em estudos anteriores conduzidos por outros integrantes deste grupo
de estudo, utilizando selecédo genética previamente desenvolvida por CHEN et
al. (2000), em parceria com o grupo do Dr. Steffen Abel junto & UCDauvis,
foram identificados trés mutantes insensiveis a fosfatos organicos. Em
estudos prévios, foi verificado que além da resposta a limitacdo de P os
mutantes também evidenciam apresentar efeito de interacdo com outros
nutrientes, o que acabou direcionando boa parte dos estudos.

O presente trabalho pretende auxiliar na elucidacdo do processo de
sinalizacdo a limitacdo de P em plantas e verificar a ocorréncia de eventuais
interagbes com outros nutrientes. Para tal, foi adotada a espécie modelo A.
thaliana, através de estudos em mutantes, para entender como as plantas
reconhecem e respondem ao sinal da deficiéncia de P. Além disso, foram
conduzidos estudos para entender a relagdo de P com outros nutrientes em
niveis contrastantes, uma vez que ha relatos de interacbes com efeitos
negativos no desenvolvimento do sistema radical de A. thaliana. Os
conhecimentos obtidos nessa espécie modelo provavelmente também seréo
validos para outras espécies vegetais, pois rotas metabolicas, fatores
regulatorios e genes que as codificam sdo conservados durante a evolugao

das espécies.



A identificacdo de mecanismos regulatorios, de sinalizacdo e a
clonagem de genes envolvidos na resposta a deficiéncia de P em arabidopsis
poderdo possibilitar transferéncia desse conhecimento a culturas de interesse
agricola e/ou contribuir para identificacdo de genes ortélogos nas espécies de
interesse comercial. Desta forma, poder-se-a alterar a expressdo destes
genes, buscando produzir cultivares comerciais mais eficientes no uso de P,
reduzir dispéndios com fertilizacdo fosfatada e tornar a producéo de alimentos
mais préxima da sustentabilidade.

Baseado na complexidade em torno da deficiéncia de P a planta e dos
resultados previamente obtidos com o0s mutantes, com o0s quais serdo
conduzidos estudos mais aprofundados, os objetivos deste trabalho foram:

(i) caracterizar respostas morfo-fisioldgicas e bioquimicas dos mutantes
p9, p23 e p37 crescidos em suprimentos contrastantes de P;

(i) comparar o desenvolvimento radical dos trés mutantes e identificar
gual o meio de cultura mais adequado para avancar os estudos em busca da
identificacdo da funcdo do gene mutado;

(i) avaliar o desenvolvimento radical nos mutantes em condicdo com
suprimento de fésforo através de &cidos nucléicos, identificando respostas
distintas entre os mutantes;

(iv) avaliar se a reducdo no desenvolvimento radical é devida apenas a
deficiéncia de P ou se ha interagdo com outros nutrientes e caso ocorram,
identificar quais sao estas e de que forma afetam o desenvolvimento radical
dos trés mutantes;

(v) visualizar na planta expressao de genes conhecidos e envolvidos no

processo de aclimatacdo a limitagdo de fosfato (AtACP5, QC25, e Cyc::B1)



através do uso de genes repdrteres associados a estes genes e comparar
essa expressao entre mutantes;

(vi) identificar se alguma das mutacdes dos mutantes € causada por
defeitos na sintese e/ou percepcédo de hormoénios vegetais sob contrastes de
suprimento de fésforo e nitrogénio;

(vii) proceder mapeamento genético dos genes mutados de interesse a

um dos cinco cromossomos de arabidopsis.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As deficiéncias nutricionais por N e P, juntamente com o estresse
hidrico, séo os principais fatores limitantes ao desenvolvimento de espécies
vegetais. A limitac&o por P ocorre em solos alcalinos e acidos (LOPEZ-BUCIO
et al., 2000). Embora a quantidade de P no solo seja alta, a forma preferida
para absorcdo, o ortofosfato (P), encontra-se na forma néo-labil ou fora do
alcance da rizosfera, portanto ndo disponivel a maioria das plantas e
microorganismos (HOLFORD, 1997). Isso ocorre devido a sua adsorcao junto
as particulas da matéria organica, argilas e superficies de carbonatos de
célcio e magnésio, além do efeito do aluminio e ferro (Fe) téxicos, com os
guais forma quelatos e precipita, reduzindo a disponibilidade.

Uma das formas mais faceis de mitigar a deficiéncia de P as plantas na
agricultura é a aplicacao de fertilizantes fosfatados, embora menos de 20 %
desse P seja recuperado durante o primeiro cultivo ap6s sua aplicacédo
(RUSSELL, 1973 apud VANCE et al., 2003). Isso ocorre devido a alta taxa de
retencdo de P junto a argilo minerais e, desta forma, um problema potencial,
pois as reservas de fosfato ndo séo renovaveis e o uso de fertilizantes pode
causar eutrofizacdo e hipoxia de cursos hidricos (BUMB & BAANANTE, 1996
apud VANCE et al., 2003). Na Europa, paises como Suécia (ULEN et al.,

2005), Holanda (SCHOUMANS, 2006) e Reino Unido (RAHIMI et al., 2006)



possuem restricbes de doses de P a serem aplicadas no solo, dependendo
das caracteristicas de uso e manejo e do historico das areas.

Ao contrario de outros nutrientes, a absorcédo de P depende de difuséo,
a qual € muito baixa e depende do teor de agua e da interacdo com coldides
do solo, podendo ocorrer zona de deplecdo de P em torno da raiz sob altas
taxas de absorcdo (MARSCHNER, 1995; JUNGK, 2001). A absorcdo de P
ocorre, preferencialmente em pH 4,5 a 6,0, onde ha predominancia do
ortofosfato primario (H,PO4") e ortofosfato secundario (HPO4*) (ULLRICH-
EBERIUS et al., 1981; RAGHOTHAMA, 1999). Diferente de N e Ca, toda
extensdo radical pode absorver P (DREW & SAKER, 1984), especialmente
sob baixa disponibilidade (FERGUSON & CLARKSON, 1975).

O transporte de P do solo a planta ocorre via membrana plasmatica,
sendo a energia requerida para absorcdo de P dependente de co-transporte
de P com protons (H"), portanto da atividade de exclusdo de H* via bomba de
protons (ULLRICH-EBERIUS et al., 1981; 1984; SAKANO, 1990). A absorcao
inicia pela despolarizacdo da membrana e acidificacdo do citosol, efeitos
oriundos da reposicao de P a planta (ULLRICH-EBERIUS et al., 1981). Apés,
ocorre repolarizacdo da membrana pela atividade da H*-ATPase, que
bombeia 0 excesso de protons ao meio externo, permitindo manutengédo do
pH interno da célula e gerando forca motriz necessaria para absor¢céo do P
(SCHACHTMAN et al., 1998). Com isso, estima-se que para cada ion H,PO4
absorvido sejam co-transportados de dois a quatro protons (ULLRICH-
EBERIUS et al., 1984; SAKANO, 1990).

Parte consideravel do conhecimento relativo a absorgéo de P é oriunda

de estudos de cinética de absor¢cdo desenvolvidos por EPSTEIN & HAGEN



(1952), em cujos estudos verificaram que a absorcdo dos ions K* e Rb* em
raizes de cevada segue a cinética classica de enzimas, a de Michaelis-
Menten. EPSTEIN et al. (1963) ainda demonstraram que absorcdo de ions
simples ocorre em dupla fase, sob alta e/ou baixa afinidade, respectivamente,
guando as concentracdes externas sédo baixas e altas. Atualmente, considera-
se que em concentracdes de P de ordem pM, o mecanismo de alta afinidade é
induzido, enquanto o de baixa afinidade apresentaria expressao constitutiva
(FURIHATA et al., 1992). Além disso, dos 18 transportadores identificados, 17
sdo considerados de alta afinidade, todos agrupados na familia Phtl,
enquanto o remanescente mostra cinética de baixa afinidade, o primeiro da
familia Pht2 (DARAM et al., 1999). Segundo os autores, todos os membros de
Phtl sdo expressos em raizes, ao passo que o de baixa afinidade € expresso
principalmente em folhas e parece ser pouco afetado pela disponibilidade de
P (DARAM et al., 1999). Estes dados sugerem que nao ha transportador de
baixa afinidade expresso nas raizes, possivelmente devido a predominancia
de baixos teores de P disponiveis no solo, ou ainda, caso exista esse
transportador, que este possui caracteristicas bem distintas das dos demais
identificados até o momento.

Nos meristemas de plantas jovens sé&o encontrados teores de P de 2 a
3 % da massa seca, enquanto em plantas adultas a concentragdo varia de
0,05 a 0,5 % da massa da planta (VANCE et al., 2003). Apesar desses teores
baixos relativamente aos niveis de N e K, o P participa de diversas funcdes
biologicas basicas: atua como elemento estrutural de macromoléculas como
os acidos nucléicos e fosfolipidios, no metabolismo energético atuando na

glicolise e respiracdo, além de compor e ativar intermediarios da fotossintese,
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auxilia na sintese e estabilidade de membranas, na (in)ativacéo de enzimas e
em reacOes redox. Além disso, atua em cascatas de transducédo de sinal, no
metabolismo de carboidratos e fixacdo de N.

Em termos de localizacdo subcelular, a maior parte do P esta no
citoplasma e em organelas como vacuolo, plastidios e mitocéndria (RAUSCH
& BUCHER, 2002). Sob suprimento adequado de P, o vacuolo pode
incrementar em até 80 % seu conteudo de P, sem afetar os niveis no citosol
(TU et al.,, 1990). Contudo, sob limitacdo de P, quase todo P est4d no
citoplasma e no cloroplasto, sendo o vacuolo um tampéo das flutuaces do
nivel de P no citoplasma, evitando gasto energético com adaptacdes durante
alteracdes de curta duracdo nos niveis de P (ANGHINONI & BARBER, 1980;
MARSCHNER, 1995).

Entre as respostas classicas de plantas a limitacdo prolongada por P
estdo o acumulo de amido e de antocianinas na parte aérea e, especialmente
a remodelagem e reestruturacao da arquitetura radical (MARSCHNER, 1995;
WILLIAMSON et al., 2001; LOPEZ-BUCIO et al., 2002; DELATORRE, 20009;
SANCHEZ-CALDERON et al., 2006). Para otimizar a exploracdo do solo e
absorcdo de P, ha incremento na relacdo raizes/parte aérea, especialmente
pelo maior volume de raizes laterais, em detrimento do desenvolvimento da
raiz principal, (BATES & LYNCH, 1996; JUNGK, 2001; WILLIAMSON et al.,
2001; LOPEZ-BUCIO et al., 2002; DELATORRE, 2009), além de incrementos
em pélos radiculares, responséaveis por 60 % do P absorvido sob condi¢des
limitantes (GAHOONIA & NIELSEN, 1998; 2004).

Sob condic¢des de deficiéncia de P na planta, seus niveis podem cair de

cerca de 5,0 mM para menos de 0,2 mM nos tecidos foliares. Além disso,
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niveis baixos de P no citoplasma e no cloroplasto afetam drasticamente a
particdo de carbono e a incorporacédo do carbono fixado em amido transitorio
(WALKER & SIVAK, 1986; MARSCHNER, 1995). Em estudos com
cloroplastos isolados, FLUGGE (1999) demonstrou que niveis de P superiores
a 1,0 mM no meio externo estimulam a fotossintese liquida mas reduzem a
sintese de amido no cloroplasto. Segundo o autor, sob limitacdo de P no
citoplasma, a sintese e o acumulo de amido séo estimulados nos cloroplastos
e, a0 mesmo tempo, ocorre diminuicdo da taxa fotossintética liquida. Essa
mudanca para maior sintese de amido reduz a atividade do ciclo de Calvin e a
fixacdo de carbono, limitando a regeneracdo de ribulose bi-fosfato. A
acumulacdo de amido transitério pode ocorrer devido a baixa exportacdo de
trioses do cloroplasto, pelo aumento da atividade de ADPG-pirofosforilase e
pela limitacdo de ATP (BUCHANAN et al., 2000). Isso se justifica porque para
cada molécula de P transportada numa direcdo, uma molécula de
gliceraldeido-3-fosfato (3-PGA) ou uma de dihidroxicetona-fosfato (DHAP) é
transportada na direcédo oposta.

Por outro lado, a emissédo de raizes laterais melhora a exploracédo da
camada superficial de solo, que devido a aplicacédo sucessiva de fertilizantes e
a baixa mobilidade do P no solo, concentra as maiores quantidades. Também
pode ocorrer inducéo de transportadores de P de alta afinidade e secrecéo de
acidos organicos (WATT & EVANS, 1999; VANCE et al., 2003), que alteram o
pH da rizosfera, aumentam mobilizacdo do fosfato ligado a célcio, ferro ou
aluminio em solos alcalinos e acidos (JONES, 1998). Por fim, ainda ha
secrecdo de enzimas como fosfatases acidas e diesterases, que atuam na

liberacdo de P de compostos organicos do solo. Estes eventos combinados ou
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mesmo isolados, podem alterar consideravelmente a morfologia radical da
planta. Por outro lado, sob deficiéncia de P passageira a aclimatacdo passa
pela manutencédo dos niveis de P no citoplasma (SCHACHTMAN et al., 1998),
via remobilizacéo do P do vacuolo e do cloroplasto.

A inibicdo da raiz primaria em condicdo de P limitante € caracteristica
marcante de arabidopsis, especialmente do ecétipo Columbia (COL). Em
outros acessos de arabidopsis e na maioria das plantas, ha maior alocacéo de
recursos as raizes durante limitagdo por P, resultando em raizes mais longas
e, portanto com comportamento menos severo daquele observado em COL.
MOLLIER & PELLERIN (1999) verificaram reducdo ou elongacao celular
radical pouco expressiva em milho sob limitacdo de P, resposta similar a
obtida por SHIMIZU et al. (2004) em arroz, onde também n&o ocorreu
alteracdo na elongacao nas células da raiz primaria. Contudo, estes autores
observaram maior emissao de raizes laterais, possibilitando explorar maior
volume de solo e, potencialmente, aumento na absorcéo de P.

Contrariando o comportamento verificado no ecétipo COL sob limitacéo
de P, SANCHEZ-CALDERON et al. (2006) identificaram 11 mutantes Ipi (low
phosphate insensitive) com raizes primarias de comprimento igual ou superior
as de COL em condicdo de suficiéncia de P (1,0 mM). Nesta mesma linha,
SHIN et al. (2006) caracterizaram at4, que possui comportamento radical
similar aos Ipi. Ambos os grupos de pesquisa verificaram que com suprimento
de P, estes mutantes possuem sistema radical similar ao de COL, raizes
priméarias longas e pequena emissao de laterais. Estas respostas radicais nos

mutantes devem-se a maior alocacdo de P na parte aérea além de provaveis
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alteracdes na regulacdo de translocacdo de P a parte aérea, que é
influenciada pelo nivel de P interno, mas nédo dependente do P externo.

Considerando estes estudos, a resposta do ecétipo COL a limitacdo por
P, reducdo no comprimento radical e emissao de raizes laterais, evidencia
influéncia de outros fatores além de P, a menos que a resposta deste ecotipo
seja excecdao. Entre estes fatores, esta a ocorréncia de interacfes nutricionais,
as quais podem resultar em complexos téxicos as plantas ou reducdo na
disponibilidade de nutrientes importantes, assim causando efeito negativo no
desenvolvimento da planta.

Com isso, diversas interacdes nutricionais tém sido reportadas como
importantes na manifestacado de sintomas de deficiéncia e toxidez em plantas
(MARSCHNER, 1995). Em arroz, LI et al. (2001) verificaram que em alguns
casos 0s sintomas de deficiéncia e toxidez podem ser diminuidos pelo
incremento ou reducdo nos niveis de outros nutrientes, como € o0 caso da
adicdo de extra de K para reduzir a toxidez por Fe em arroz. Em arabidopsis,
h& evidéncias de que interacdes nutricionais afetam crescimento radical sob
limitacdo de P, especialmente a com Fe, pois ambos interagem no solo, na
superficie radical e dentro da planta (WARD et al., 2008). Além dos efeitos de
interacBes nutricionais na arquitetura radical, MISSON et al. (2005) também
verificaram alteracdo na expresséao de genes relacionados ao acumulo de Fe
na planta. Segundo os autores, AtFER1, gene de ferritina relacionado ao
acumulo de Fe na planta, tem expressdo aumentada, enquanto AtIRT1,
transportador de Fe de alta afinidade, tem expressdo reduzida, cujos
resultados se correlacionam com incremento nos niveis de Fe em plantas sob

deficiéncia de P.
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Por outro lado, também ha evidéncias de que a fonte de N pode afetar
a resposta de arabidopsis a limitacdo de P e a niveis toxicos de Fe. Neste
sentido, CHEVALIER et al. (2003) verificaram que o ecotipo Llagostera-0 (LI-0)
de A. thaliana ndo apresenta a mesma resposta de reducdo no
desenvolvimento radical tipica de COL quando ambos estdo sob limitacdo de
P. Segundo WARD et al. (2008) essa resposta relaciona-se a maior tolerancia
de LI-0 a altos niveis de Fe. Contudo, estes autores demonstraram que este
comportamento de LI-0 s6 ocorre quando ha remocédo de aménio do meio de
cultura, enquanto na presenca desta fonte de N o desenvolvimento radical de
LI-0O é similar ao de COL sob limitacdo de P, ou seja, ha limitacdo no
desenvolvimento radical.

Outro aspecto relevante e ainda ndo completamente elucidado € o
mecanismo sensor da disponibilidade de P na rizosfera e a necessidade da
planta. Neste sentido, foram obtidos importantes avancos em relacdo a
atividade meristematica. A raiz apresenta trés camadas de células
concéntricas distintas, epiderme, periciclo e a endoderme, as quais circundam
os feixes vasculares e sao consideradas o centro de origem de diversas das

by

respostas a alteracdo na arquitetura radical em condicbes nutricionais
limitantes. Destas camadas, o periciclo é regido de especial importancia no
presente trabalho, uma vez que € a partir desta que ocorre a emissdo de
raizes laterais, resposta tipica de ajuste da arquitetura radical em condicfes
limitantes de P.

A organizacao dessa estrutura celular no meristema é responsavel pela

alteracdo na arquitetura radical durante a deficiéncia por P e é fortemente

influenciada pelo centro quiescente (CQ), regido que mantém algumas células
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em estado de “células-tronco vegetais”. Ou seja, € reduto de células
meristematicas indiferenciadas, mas que se diferenciam a partir da captacao
de um sinal oriundo de outras células, culminando na origem de células de
tecidos distintos, conforme necessidade da planta. Esse especializado
mecanismo de resposta € dependente da acdo de importantes fatores de
transcricdo como SHR (Short Root) (WHELCH et al., 2007; CUI et al., 2007),
SCR (Scarecrow) (DI LAURENCIO et al.,, 1996; SABATINI et al.,, 2003),
PLT1/2 (Plethora) (AIDA et al., 2004) e, mais recentemente, PDR2 (Phosphate
Deficient Response) (TICCONI et al., 2009), os quais em conjunto modulam
toda organizacao da arquitetura radical.

Além de estratégias de aclimatacdo através de alteracbes morfo-
fisiologicas, diversas mudancas moleculares e na expressdo génica tém sido
reportadas em resposta a limitacdo de P. Usando perfis transcricionais, apos
100 h de limitagao por P, HAMMOND et al. (2003) observaram alteracdes em
61 de 8100 genes analisados. WU et al. (2003), ap6s 72 h de deficiéncia de P,
encontraram alteracfes na expressdao em mais de 1800 de 6172 genes
analisados. Por outro lado, num microarranjo de oligonucleotideos com 22810
genes, MISSON et al. (2005) observaram inducdo em 72 e repressao em
guatro genes da raiz apos 12 h de limitagdo de P, enquanto entre 24 e 48 h de
limitacdo de P na parte aérea houve inducdo de 291 e repressao em 34
genes. Sob limitacdo superior a 48 h, houve inducédo em 228 e repressédo em
74 genes de raizes e alteragdes ainda maiores em genes da parte aérea. Por
sua vez, DELATORRE (2009) observou inducdo génica em 705 e repressao

em 874 genes em raizes ap0s 24 horas de limitacdo de P. Em pdrl, a autora
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verificou que mais de 20 genes induzidos sob deficiéncia de P em COL tém
expressao reduzida quando pdrl é submetido a baixo nivel de P.

Além dessa forma classica de avaliacdo da expressao génica, outra
possibilidade é fazer uso de linhagens que tenham promotores de genes
relacionados a limitacdo de P fusionados com genes marcadores. Essa
ferramenta permite que o local de expressao destes genes seja observado em
regides tecido especificas, sendo desnecessaria extracdo do mRNA ou
realizacdo de outras analises, o que reduz dispéndio de tempo e recursos
financeiros.

Por outro lado, um aspecto ainda ndo completamente elucidado € o tipo
de sinal usado pela planta para induzir genes envolvidos na resposta a
limitacdo de P (BUN-YA et al., 1991). Poucos componentes regulatérios e de
sinalizacéo a limitacdo de P foram identificados até o momento, embora varias
proteinas transportadoras envolvidas na aquisicdo e na distribuicdo de P
sejam conhecidas. Em principio, parece ser mais apropriado a ado¢do dos
niveis internos de P como sinal regulatério, pois sob niveis adequados de P
dentro da célula, o sistema de resgate poderia ser desativado, independente
da disponibilidade nutricional no solo. Entretanto, MULLER et al. (2004)
verificaram que, na maior parte dos genes avaliados, trocas na atividade
transcricional em raizes sob alto P e logo ap0s sob limitacdo desse nutriente,
precederam as ocorridas na parte aérea, demonstrando que as raizes nao
necessitam do sinal da parte aérea, e vice-versa, para que haja resposta a
deficiéncia de P. Essa resposta independente da parte aérea e, especialmente
das raizes, se justifica pelo fato do solo apresentar sitios com concentracdes

distintas de nutrientes. Assim, a resposta radical se relaciona a disponibilidade
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de P no solo, de forma que devera haver menor desenvolvimento da raiz
primaria em sitio com limitacdo de P e, em contrapartida, estimulo ao
desenvolvimento radical no local de suprimento adequado.

Além do status de P na planta, da percepcao radical da quantidade de
P presente no meio externo, outros candidatos a sinais sistémicos a limitacao
de P séo os horménios. Balanco interno dos niveis de acido abcisico, auxinas,
etileno e citocininas sdo importantes no desenvolvimento e aclimatacdo da
planta a estresses como a limitacdo de P. Entre os principais efeitos
hormonais estdo organizacdo da arquitetura radical, emissdo de raizes
laterais e formacgéao de pélos radicais (VANCE et al., 2003). Para exemplificar,
a concentracao de citocininas reduz sob limitacdo de P e N e, nessa condicéo,
pode incrementar relacdo raizes/parte aérea e proliferacdo de raizes laterais,
além de reprimir genes induzidos pela limitacdo de P (WAGNER & BECK,
1993). Auxinas controlam densidade e elongacdo de pélos radicais e
elongacdo da ponta de raiz sob limitacdo de P (BATES & LYNCH, 1996;
SCHIEFELBEIN, 2000). Por sua vez, o etileno atua na regulacdo do
crescimento e da elongacado da raiz e formacao de raizes adventicias e pélos
radicais, com efeito pronunciado na arquitetura radical.

O isolamento ou construgcdo de mutantes simples ou duplos propiciou
avancos relevantes em diversas areas, permitindo avaliar o efeito simples ou a
interacdo dos genes mutados em resposta a estresses abioticos, uma vez que
muitas das respostas sdo complexas, como € o caso da limitagdo por P. Em
arabidopsis, isso € facilitado pelo fato de seu genoma estar sequenciado e
haver disponibilidade de mutantes a diferentes estresses e, por isso é

considerada espécie modelo para estudos biologicos. Outras vantagens de
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arabidopsis sdo: seu pequeno tamanho, curto tempo de geracao, reproducao
autégama, acessibilidade e facilidade de manipulacdo genética, grande
producdo de sementes, pequeno tamanho do genoma, ampla conservacéao de
mecanismos fisio-genéticos, bioquimicos e moleculares. Além disso, essa
espécie ndo interage com micorrizas e apresenta a maioria das respostas
classicas de plantas a deficiéncia nutricional.

Considerando estes aspectos e buscando identificar componentes
regulatérios da rota de sinalizacdo a P, CHEN et al. (2000) e TICCONI et al.
(2001) desenvolveram selecBes genéticas baseadasO na habilidade
condicional de arabidopsis usar compostos organicos como fonte de P quando
esta sob limitacdo por P mineral. Nesta etapa, estes autores e DELATORRE
(2009) identificaram, entre outros mutantes, pdrl, pdr2, p9, p23 e p37, os
guais sdo incapazes de crescer normalmente em substratos contendo acidos
nucléicos como unica fonte de P, mas recuperam crescimento sob altos niveis
de P.

O mutante pdrl possui crescimento radical reduzido relativamente a
COL sob deficiéncia de P e mesmo na presenca deste, enquanto quando o
nitrato € removido do meio ha restabelecimento do fenétipo radical de COL
neste mutante, sugerindo a ocorréncia de interacdo de P e N (DELATORRE,
2009). pdr2 apresenta raiz priméria extremamente curta sob limitacéo de P e,
segundo TICCONI et al. (2009), PDR2 codifica uma Ps-type ATPase, que em
conjunto com outras proteinas, auxilia no ajuste da atividade do meristema em
funcdo da disponibilidade de P. Embora n&o sejam objeto especifico de

estudo no presente trabalho, estes dois mutantes, pdrl e pdr2, mesmo em
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condicao de suficiéncia de P (+P) o fendtipo radical € um pouco mais curto
gue o de COL, ficando em cerca de 80 % do obtido no ecétipo.

Por outro lado, PINTO (2005) iniciou a caracterizagéo de p9, p23 e p37.
A autora verificou que p9 reduziu (58%) o comprimento da raiz principal em
relacdo a COL em ambiente -P/+RNA. Em p23, nas mesmas condi¢bes de
crescimento, a reducdao foi ainda mais drastica, porém houve emissao de mais
raizes laterais, efeito apenas parcialmente revertido sob condicdo de
suficiéncia de fosforo (1,0 mM). Por sua vez p37 em ambiente -P/+RNA
também teve raiz primaria menor que a de COL, sendo similar ao
comprimento de p23. Na presenca de P, p37 teve reducdo de 50 % no
crescimento da raiz principal relativamente a COL, efeito parcialmente
compensado pela maior emissdo de raizes laterais. Essas reducdes no
comprimento da raiz principal nos mutantes p9 e p37 foram atribuidas,
principalmente, a menor elongacao de células radicais e a reducdo na taxa de
divisdo celular (PINTO, 2005).

Nesses estudos de caracterizacdo de mutantes, PINTO (2005) verificou
gue apesar de acumular amido sob -P/+RNA, diferente dos demais mutantes
estudados, p37 ndo acumulou antocianinas. A divisdo celular no meristema
apical radical desse mutante é parcialmente afetada, assim como a elongacéo
das células da raiz. Por outro lado, p9 apresenta acumulo de amido e
antocianinas, néo reduz os niveis de P na parte aérea e ndo evidencia haver
defeitos na inducdo de enzimas nucleoliticas (PINTO, 2005). p23 degrada
acidos nucléicos mais lentamente, porém nao acumula amido nestas

condic¢des, diferente do esperado.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local dos estudos e material vegetal

Os estudos desta tese foram conduzidos em duas condi¢cdes
laboratoriais de pesquisa. No primeiro e segundo anos do periodo de
doutoramento (Proc. 473050/2006-4 e Proc. 140725/2006-7 - CNPQ)
utilizaram-se as condi¢des de pesquisa do Laboratério de Biotecnologia e de
Fisiologia Vegetal da Faculdade de Agronomia da UFRGS, em cujo periodo
se buscou obter sementes dos diferentes mutantes e avangar os cruzamentos
para geracdo das populacfes recombinantes para mapeamento e também
daqueles com as plantas transgénicas.

Posteriormente, no terceiro ano da pesquisa, por ocasido da realizacao
do curso de doutorado sanduiche (Proc. 201660/2007-5 - CNPQq) os estudos
foram conduzidos junto ao laboratério do professor PhD., Steffen Abel, na
Universidade da Califérnia em Davis-CA, EUA. Os dados apresentados neste
trabalho foram todos os obtidos nas condi¢cdes laboratoriais dos EUA. As
etapas desenvolvidas no Brasil consistiram no desenvolvimento do material
vegetal, permitindo que se pudesse conduzir toda diversidade de estudos
conduzidos, apesar do tempo restrito dispendido nos EUA.

Foram adotados os mutantes p9, p23 e p37, e como controle

(testemunha), plantas silvestres de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh do ecétipo
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Columbia (COL). Esses trés mutantes tém como base genética o ecotipo COL
e foram desenvolvidos via mutacdo quimica, usando EMS (etil-metano-
sulfonato) e selecionados por DELATORRE (2009). Além das sementes
destes quatro gendtipos, em alguns estudos foram ainda incluidas sementes
dos mutantes pdrl e pdr2, anteriormente identificados e caracterizados junto
ao mesmo laboratério na UCDavis pela orientadora da presente tese. Em
alguns estudos, conforme ressalvas oportunas, adotaram-se apenas dois dos
trés mutantes, uma vez que se buscou refinar o comportamento de alguns
resultados, sendo desnecessario conduzir determinado ensaio para 0 mutante
ao qual nao se aplicava.

Também foram realizados cruzamentos dos trés mutantes com plantas
do ecotipo Landsberg erecta (LER) e com alguns transgenes, sendo o0s
mutantes os receptores de pélen e LER e as linhagens transgénicas usadas
como doadores de pdélen. A adocdo de LER se deve ao fato deste ecotipo de
arabidopsis apresentar desenvolvimento radical maior que o de COL e dos
mutantes em estudo em condicfes de deficiéncia de P e, portanto, facilitar a
selecdo das plantas por ocasido do desenvolvimento das populacdes para
mapeamento da mutacgéo.

Por outro lado, as linhagens transgénicas adotados foram CycB1::GUS
(COLON-CARMONA et al., 1999), AtACP5:GUS e QC25:GUS, cujas
construgdes permitem visualizagéo da atividade génica diretamente no tecido
sem necessidade de extracdo de RNA por exemplo, como anteriormente
frisado. Aléem disso, a opcdo por estes transgenes deve-se ao fato de
permitirem a visualizacdo da expressao génica de genes envolvidos em rotas

importantes de resposta a limitagao por P.
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A analise de CycB1l::GUS deve-se ao fato de estar relacionado ao
processo de divisdo celular, ou seja, essa construcdo permite avaliar a
atividade de divisao celular (mitose), células na transi¢cao das fases G2 e M do
ciclo celular .Assim, com esta construcdo é possivel avaliar se ha ou nao
divisdo celular em funcdo de determinada condicdo de P, permitindo inferir
sobre qual o tipo de resposta que a planta estd desencadeando como
resposta ao ambiente ao qual estd submetida. Por outro lado, a anélise de
AtACP5::GUS é importante em termos de remobilizacdo do P imobilizado,
uma vez que o gene AtACP5 esta relacionado com a sintese de acidos
organicos que auxiliam na disponibilizacdo do P imobilizado. Assim,
teoricamente, quanto maior a expressao deste gene, maior é a quantidade de
acidos organicos sintetizados pelas raizes e liberadas no ambiente, os quais
auxiliam na mobilizagdo de parte do P imobilizado. Por fim, QC25::GUS
relaciona-se ao centro quiescente da planta, regido no meristema vegetal que
consiste de poucas células e que é indicativo da atividade do meristema, de

gue novas células continuam sendo geradas.

3.2 Condicbes de crescimento

Boa parte dos resultados de pesquisa gerados neste trabalho foi
desenvolvida em cémara de crescimento com condigbes ambientais
controladas. O ambiente de germinacao e crescimento de plantas ocorreu sob
temperatura de 22 a 24° C, com intensidade luminosa de 100 pmol m? s™ e
fotoperiodo de 16 h de luz, seguido de 8 h de auséncia de luz.

Nestes estudos foram adotadas placas de petri estéreis quadradas com

dimensdes 100 x 100 x 15 mm. Na maioria dos estudos, as sementes foram
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distribuidas em linha dnica sobre o meio de cultura, na parte superior da
placa. Apés isolamento com fita adesiva microporosa ou plastico microporoso,
as placas foram dispostas em posicao vertical sob estribos de aluminio,
facilitando o desenvolvimento vertical das raizes e posterior mensuracao do
comprimento e contagem de raizes laterais. O periodo de desenvolvimento
nestas condi¢cdes dependeu do objetivo do estudo, sendo apresentado em
mais detalhes na descricdo de cada experimento conduzido.

Para manter o ambiente da placa estéril, a superficie das sementes foi
desinfestada em solucdo de hipoclorito de sodio a 1 % e Tween 20
(polioxietileno sorbitano monolaureato) a 0,1 % por cinco minutos sob
agitacdo constante, seguido de cinco lavagens com  agua
purificada/esterilizada. A uniformizacdo da emergéncia e quebra de dorméncia
foi obtida através da manutencdo das sementes em geladeira, sob
temperatura de 4° C por 48 h.

Por outro lado, o desenvolvimento das populacées recombinantes para
mapeamento da mutacdo, o avanco de geracbes das linhagens obtidas a
partir do cruzamento dos mutantes com as plantas transgénicas, bem como
dos préprios mutantes para producdo de sementes, foi realizado em sua
totalidade em condicdes de solo. Para tal, adotou-se substrato padrédo para
crescimento de plantas Sunshine mix1 (Sungro Horticulture Canada LTDA), no
gual a cada 12 a 15 dias foi realizada suplementacdo com solucéo nutritiva
prontamente disponibilizada pela equipe técnica responsavel por todo o
ambiente das camaras de crescimento. As condicOes de luz e temperatura
foram similares aquelas da camara de crescimento onde se adotou as placas

de petri.
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3.3 Preparo e composi¢cdo de meios de cultura

Para preparacédo dos diferentes meios de cultura além dos nutrientes e
vitaminas ainda foi necesséria a adicdo de agente solidificante, que permite as
sementes e plantas permanecerem na superficie do meio de cultura, bem
como a disposicao vertical das placas para crescimento da raiz. Foi adotado o
Micropropagation Agar type — | (Caisson Laboratories, Inc.). Com o objetivo de
extrair componentes que pudessem afetar a composicao final dos meios de
cultura procedeu-se a lavagem do referido, conforme descrito abaixo. Esta
etapa foi assertiva, ja que em estudo recente JAIN et al. (2009) demonstraram
gue as caracteristicas e, especialmente, a composi¢do do agar pode afetar a
morfologia e a resposta do sistema radical de arabidopsis, especialmente sob

limitacdo de P, que é o foco do presente trabalho.

3.3.1 Tratamento do agar

Cerca de 100 g de agar foram diluidos em recipiente contendo 3 L de
agua destilada, a qual foi brevemente agitada e a solucdo mantida em
ambiente sob 4° C até haver decantacdo do agar. Esta operacéo foi repetida
cinco vezes, sempre se descartando o0 sobrenadante e iniciando nova
lavagem com &gua pura/estéril. Depois das lavagens, o agar foi tratado com
trocador anionico basico para remocdo de P, garantindo precisdo nas
concentracfes previstas nos tratamentos. Para tal, colocaram-se na solucéo,
duas membranas microporosas com cinco centimetros de comprimento
contendo o trocador aniénico DOWEX G-55 (Sigma-Aldrich). Essa solucao foi
mantida sob agitagéo constante a 4° C durante cerca de 12 h (overnight). Em

seguida, a solucao foi mantida sem agitacéo para ocorrer decantacéo do agar,
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guando se procedeu a remocao da agua sobrenadante e filtragem da parte
liquida/sélida, usando bomba de vacuo, através da adaptacédo de um funil com
filtro interno. A parte sdlida resultante (agar) foi secada em incubador durante
24 a 36 horas sob temperatura de 42°C. Apés estar completamente seco, foi
armazenado em temperatura ambiente até ser usado na preparacdo dos

meios de cultura.

3.3.2 Purificacdo do acido ribonucléico

O uso de RNA (&cido ribonucléico oriundo da levedura Torula, type VI —
Sigma) como fonte Unica de fésforo organico (P) as plantas foi estratégia
passivel de ser adotada porque em estudos anteriores com estes trés
mutantes, PINTO (2005) e DELATORRE (2009) evidenciaram defeitos no
crescimento radical destes quando crescidos nesta condigdo. Assim,
especula-se que esses mutantes possuem enzimas nao ativas, mas que
podem ser induzidas sob limitacdo de P e, desta forma, auxiliar na
degradacdo de DNA ou RNA. Desta forma, as mutacbes podem estar
relacionadas a genes regulatorios e ndo em genes estruturais.

Para remover contaminantes do RNA, como proteinas, polissacarideos
e outros contaminantes de baixo peso molecular, todo RNA usado como fonte
de fésforo organico passou por processos de purificacdo e cromatografia de
permeacédo. O procedimento de purificacdo consistiu da diluicdo de 5 a 8 g de
RNA em 50 ml de Tris-HClI 1 M (pH 9,0) e posterior adicdo de 50 ml de
tampéo TE 1x [Tris-HCL 10 mM (pH 8,0) e EDTA 1 mM (&cido etileno diamino
dissédico)]. Essa solucéo foi centrifugada por 15 minutos a 10000 rpm e o

sobrenadante transferido para outro tubo, adicionando-se o equivalente a
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1,5 x do seu volume de cloreto de litio 8 M. ApGs a mistura dos reagentes,
esta solucédo foi armazenada em temperatura de 4° C por pelo menos 12 h
(overnight) para permitir precipitacdo dos componentes indesejaveis. Apos, a
solucdo foi novamente homogeneizada e procedida centrifugacdo de 30
minutos a 10000 rpm, quando se manteve o sobrenadante e se descartou as
partes remanescentes.

Nesta solucdo sobrenadante foram realizadas duas lavagens com
cloroférmio (50 ml por vez), seguida de centrifugacdo de 30 minutos a 10000
rpm, para remocao de contaminantes com tamanhos maiores. Em seguida, a
extracdo do RNA ocorreu pela adicdo de 50 ml de fenol:.cloroformio (1:1
equilibrado), seguida por outra centrifugacdo. O sobrenadante foi mantido e o
restante dispensado em recipiente adequado para descarte de quimicos. Esta
etapa foi repetida até que a interface aguosa-organica se tornou fina e
transparente, o que em geral ocorreu apds duas repeticdes. Obtidas estas
condi¢Bes, adicionou-se 0,1 x do volume obtido de acetato de sédio (pH 5,2)
3M e 1,5 x de etanol absoluto (99,5 %) gelado (-20° C). ApGs breve agitacéo,
a solucao foi mantida por 12 h (overnight) a -80° C para ocorrer a precipitacéo
do acido ribonucléico. Esta solucao foi novamente centrifugada 30 minutos a
10000 rpm, quando se coletou o pellet formado, o qual foi secado em
temperatura ambiente e, posteriormente re-suspendido em 30 ml de Tris-HCI
(pH 8) 10 MM e EDTA 1 mM.

Terminada a etapa de purificacdo propriamente dita, iniciou-se o
processo de permeacdo em coluna cromatografica para remocao de
moléculas pequenas contaminantes, especialmente P. Para tal, adotou-se

bomba peristaltica, com vazdo de 60 ml h™, na qual foi adaptada coluna de
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vidro com dimensdes de 100 x 3 cm, que foi preenchida com SEPHADEX G-
25 COARSE (Amersham-Biosciences), hidratado com tampédo TE 1x e NaCl
50 mM (pH 8,0). Apés a adicdo de 15 ml de RNA purificado a essa coluna,
acionou-se a bomba peristaltica, coletando-se amostras em falcons de 50 ml,
sendo os primeiros 75 ml descartados e os 150 ml sequenciais com coloracéo
amarelada (indicativo da presenca de RNA) mantidos para uso nos meios de
cultura. A essa solucdo de aproximadamente 150 ml foram adicionados
acetato de sodio 3M (pH 5,5) em quantidade equivalente a 0,1x o volume
coletado e, ainda 1,5x do volume em etanol absoluto gelado (-20° C). Esses
reagentes e a solucdo foram misturados e mantidos a -80° C por 15 minutos,
permitindo nova precipitacdo do RNA, quando se procedeu hova
centrifugag&o por 15 minutos a 10000 rpm. O pellet formado foi re-suspendido
em 50 ml de tampé&o TE 1x e a solucao obtida filtro-esterilizada, amostrada em
espectrofotbmetro para avaliar concentracdo de RNA e, posteriormente
armazenada a -20° C até realizar-se preparacdo de meio de cultura e/ou

solucao nutritiva.

3.3.3 Composicao geral dos meios de cultura

Nos primeiros estudos desenvolvidos com arabidopsis o meio de
cultura foi obtido a partir do preparo de solugdes salinas (MP), conforme sera
melhor descrito. Em alguns estudos, também se adotou o meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962), porém em 50% de sua composicao original,
ou seja, utilizou-se % MS. Esta concentracdo, %2 MS, corresponde a
composi¢cdo padrdo do meio de cultura adotado por diversos grupos de

pesquisa, incluindo o do laboratorio do PhD Steffen Abel (UCDauvis).
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A composicdo padrdo do meio MS, 1x MS, pode ser adquirida em
formulacdo com ou sem P (Caisson Laboratories, Inc.), no qual apenas &
necessaria diluicdo do pé concentrado comercial em agua destilada, além da
adicdo de sacarose e agar, seguido de autoclavagem da solugédo. Entretanto,
na presente tese, para obter meio ¥2 MS, adotou-se apenas a metade da
guantidade de p6 concentrado indicado pelo fabricante no mesmo volume de
meio a preparar. Desta forma, a concentracdo final de cada nutriente nestes
dois meios de cultura (MP e %2 MS) é apresentada na Tabela 1. Em raz&o de
variacfes expressivas em alguns nutrientes, em cada estudo conduzido fez-se
descricdo de qual dos dois meios de cultura foram adotados, se aquele a
partir dos sais (MP) ou 0 meio de cultura comercial (Y2 MS).

No caso do meio MP, aquele referido como tratamento +P (meio
completo - alto teor de P), foi constituido pelas seguintes concentracdes finais
de nutrientes: 5 mM de KNOg, 2,5 mM de KH,PO4 (pH 4,5), 2 mM de MgSOQy,
2 mM de Ca(NO3),, 50 uM de Fe-EDTA, 70 uM de H3BOg3, 14 yM de MnCl,, 10
MM de NaCl, 1 uM de ZnSQOy, 0,5 uyM de CuSOq, 0,2 uM de NaMoO, e 0,01
MM de CoCl,.

Em razdo das diferencas nas quantidades de alguns nutrientes entre 0s
dois meios de cultura e para tornar mais proxima as concentracdes de cada
nutriente entre os dois meios de cultura, na presente tese adotou-se 0 meio
comercial na formulagcdo 2 MS, portanto seguindo a concentracdo de
nutrientes apresentada na tabela 1. Por outro lado, no meio MP, as
guantidades de nutrientes adotadas foram as apresentadas na tabela 1, com
excecdo do P, cuja concentracéo foi reduzida de 2,5 mM para 1,0 mM, com

intuito desta estar mais proxima daquela presente no meio %2 MS.
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TABELA 1. Composicao nutricional de dois meios de cultura adotados nos
estudos com arabidopsis.

' Meio a partir Meio comercial Relacao
Nutriente
dos sais (MP) (Y2 MS) MS/MP?
19,21 (NO3) +
N (mM) 9,00 (NO3) 3,15
9,12 (NHy)

P (mM) 2,50 0,63 0,25
K (mM) 7,50 10,02 1,34
Ca (mM) 2,00 1,49 0,75
Mg (mM) 2,00 0,75 0,38
S (mM) 2,00 0,93 0,47
Fe (uUM) 50,00 49,98 1,00

B (uUM) 70,00 50,15 0,72
Mn (UM) 14,00 55,95 4,00
Na (uM) 10,20 0,52 0,05
Zn (M) 1,00 26,64 26,64
Cu (uM) 0,50 50,00 100
Co (uUMm) 0,01 52,50 5250
Mo (uM) 0,20 0,50 2,50

" Refere-se a relacéo entre concentracéo do nutriente no meio ¥ MS dividido pela presente no
meio MP.

Para o meio de crescimento sem P, tratamento -P, durante o preparo
da solucéo foi omitido o KH,PO,4. J4, para o meio de cultura contendo acidos
nucléicos como Unica fonte de P, tratamento -P/+RNA, o KH,PO, foi
substituido por 0,6 mg ml™* de RNA torula purificado, cuja quantidade de RNA
corresponde a cerca de 1,0 mM de P, porém P néo disponivel (presente nos
componentes do RNA). Por outro lado, na testemunha positiva (+P/+RNA),
foram adicionados 0,6 mg ml™ de RNA torula purificado ao meio de cultura
com alto teor de P (+P). Essa concentracdo de RNA no meio € baseada em

estudos anteriores que verificaram que niveis entre 0,4 e 0,6 mg ml™* eram
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suficientes para obter desenvolvimento satisfatorio dos gendtipos e viavel em
termos de demanda de purificacdo de RNA. Essa ressalva € importante, pois
durante o processo de purificacdo do RNA, menos da metade do RNA
inicialmente suspenso na solucéo é recuperada ao final deste processo. Logo,
implica em custos de aquisicdo do RNA torula e demanda consideravel de
tempo para executar o processo de purificacéo.

Sempre que o tratamento -P/+RNA foi adotado, objetivou-se simular
condicdo com limitacdo de P prontamente disponivel, mas ao mesmo tempo
fazer com que houvesse P organico, passivel de assimilacdo pela planta em
caso de deficiéncia. Assim, ao invés da total auséncia deste nutriente, optou-
se pela adicdo de acidos nucléicos ao meio de cultura, como fonte Unica de
fosfato organico, condicdo que pode induzir sistema de resgate e uso de
fontes alternativas de nutrientes ndo prontamente disponiveis.

Em todos os meios de cultura (MP e %2 MS), adicionaram-se vitaminas.
Em cada litro de solucdo de meio de cultura foi acrescentada, solucao
contendo 100 mg de mioinositol, 0,5 mg de acido nicotinico, 0,5 mg de
piridoxina e 0,1 mg de tiamina, previamente filtrada em filtro estéril com 0,20
pm. Além das vitaminas ainda adicionaram-se 0,5 % de sacarose e 0,8 % de
Micropropagation Agar type | (Caisson Laboratories, Inc.), como agente
solidificante, sendo o pH da solucéao ajustado para 5,5 pela adicdo de KOH ou
KCI. Por fim, nos meios de cultura MP, foi adicionado MES [2-(N2, morfolino

acido etanosulfonico)] 2,5 mM em pH 5,5 como agente tamponante de pH.
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3.4 Caracterizacao geral dos mutantes p9, p23 e p37

Cada um dos estudos de caracterizacdo geral dos mutantes foi
conduzido pelo menos em dois momentos distintos durante a conducéo desta
tese. Em cada ocasido desta repeticdo experimental e em todos os estudos
descritos abaixo, além dos aspectos e avaliacfes eventualmente descritos em
cada experimento, adotaram-se 17 sementes por placa e duas placas por
tratamento, desta forma obtendo-se cerca de 25 plantas amostradas para
cada avaliacao.

A condicdo geral de crescimento e desenvolvimento das plantas foi de
oito dias apdés a emergéncia das plantas (8DAE), quando as placas foram
fotografadas com camera digital (Sony DSC-F707). Nestas fotos, fez-se
mensuracdo do comprimento radical das raizes primarias, e em parte dos
estudos, ainda contagem do numero de raizes laterais, estimativa da
densidade de raizes laterais e da taxa de crescimento radical. O comprimento
da raiz principal foi obtido através de analise das fotos no software IMAGE J,
de dominio publico e obtido a partir do site http://rsb.info.nih.gov/ij/, seguindo

orientacdes disponibilizadas no manual online deste.

3.4.1 Alteracdes na disponibilidade de fosforo, dose resposta a
fosforo e formulagdes contrastantes de meios de cultura

Como demonstrado na Tabela 1, os dois meios de cultura adotados nos

estudos conduzidos, meio de cultura comercial (2 MS) e meio obtido a partir

dos sais (MP) apresentam constituicdo nutricional distinta, especialmente

guanto aos teores de N e P e alguns micronutrientes. Portanto, num dos

experimentos comparou-se o desenvolvimento do sistema radical dos quatro


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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genatipos de arabidopsis em estudo nas duas formulacdes de meio de cultura,
MP e % MS. Este estudo foi conduzido para ambas as condi¢bes de P, ou
seja, com e sem deficiéncia (-P e +P).

Em outro estudo, buscou-se estabelecer a resposta da planta, em
termos de crescimento radical, & presenca de niveis crescentes de P no meio
de cultura, o estudo da dose resposta. Os niveis de P testados foram: 0, 10,
50, 100, 250, 500, 1000 e 2500 uM de P, na forma de KH,PO,. Para o preparo
destas solucdes, inicialmente fez-se o preparo de meio de cultura -P, usando-
se as solucdes de sais, para que todos os tratamentos estivessem sob as
mesmas concentracdes dos demais constituintes do meio de cultura. Uma vez
preparado o volume de meio padrdo sem P, este foi subdivido em varios
frascos, aos quais se adicionou KH,PO, conforme cada nivel de P proposto.
Este estudo de dose resposta foi conduzido para ambas as formas de
obtencao de meio de cultura, o meio MP e o0 %2 MS.

Em outro estudo, com intuito de avaliar a capacidade dos mutantes de
perceberem a presenca de P prontamente disponivel ou de P néo
prontamente disponivel no meio de cultura, adotaram-se diferentes condi¢cdes
de suprimento de P. A exemplo do estudo de comparacao de formulacdes dos
meios de cultura, no presente estudo sementes dos trés mutantes (p9, p23 e
p37) e do ecoétipo COL foram dispostas em placas de petri quadradas
contendo meio de cultura com as seguintes condi¢cdes de P: +P/+RNA (1,0
mM/0,6 mg ml* — controle positivo), +P/-RNA (1,0 mM/0,0 mg ml* —
tratamento +P), -P/+RNA (0,0 mM/0,6 mg ml* — tratamento com &cidos

nucléicos) e -P/-RNA (0,0 mM/0,0 mg ml™ - controle negativo, -P).
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3.4.1.1 Analise qualitativa de amido

No experimento com uso de acidos nucléicos no meio de cultura em
combinacdo com ou sem presenca de P, além das avaliacGes relacionadas ao
sistema radical, ainda procedeu-se analise qualitativa do acumulo de amido
na parte aérea.

A analise qualitativa de amido consistiu da coleta da parte aérea da
planta, seguida de remocao de pigmentos (clorofila, xantofilas, carotendides),
pela imersdo em etanol 95% durante dois ciclos sequenciais de 6 horas. Ap6s
remocdo dos pigmentos, a parte aérea foi imersa em solucdo iodine (1,5%
iodeto de potassio e 0,3% de iodo) durante 7 min para reacdo histoquimica,
sendo apos lavada vérias vezes para remoc¢do do excesso de corante. Em
seguida obtiveram-se fotos digitais de plantas representativas de cada um dos
tratamentos. Por fim, as plantas foram discriminadas entre ocorréncia ou nao
de acumulo de amido em funcéo do tratamento adotado e/ou da resposta de

cada genotipo.

3.4.2 Resposta a deficiéncia nutricional distinta de fosforo

Além destes dois estudos sobre disponibilidade de P e da dose
resposta a P, buscou-se averiguar a ocorréncia de interacdes nutricionais da
deficiéncia de P com a limitagcdo de outros nutrientes. Para tal, sementes dos
trés mutantes foram dispostas sobre meio de cultura com limitagdo de outros
nutrientes, sendo cada nutriente ausente numa condi¢do de suficiéncia de P
(2,0 mM) e em outra sob deficiéncia de P (0,0 mM). Em ambas as situacdes
de P (+P e -P), prepararam-se meios com deficiéncia em ferro (-Fe), em

nitrogénio (-N), em enxofre (-S) e em potassio (-K).
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Para conseguir estas deficiéncias nutricionais, no tratamento com
deficiéncia de ferro omitiu-se o Fe-EDTA. No com deficiéncia de nitrogénio
omitiu-se KNOg, além do Ca(NOg3); ter sido substituido por CaCl,. O meio de
cultura com deficiéncia de potassio ndo teve em sua constituicio KNOgs, 0
KH,PO, foi substituido por Na(H,PO,),, a concentracdo de Ca(NOj3),
aumentada de 2 mM para 5 mM e o pH corrigido com NaOH ao invés de usar
o KOH. No meio deficiente em enxofre substitui-se o MgSO, por MgCl,, o

CuSQO4 por CuCl, e 0 ZnSO4 por ZnCls.

3.5 Estudos de transferéncia de plantas entre meios de cultura e

andlise de divisdo celular

Apoés conducédo de alguns experimentos, verificou-se que além do efeito
de P no desenvolvimento e na arquitetura do sistema radical, o N também
pode alterar o padrdo de crescimento dos mutantes em estudo. Assim, foram
desenvolvidos estudos sob dois enfoques, sendo um com alteracdo na
disponibilidade de P e outro através de mudancas no fornecimento de N.

No estudo sobre alteracdo na disponibilidade de P, as plantas foram
inicialmente crescidas durante cinco dias sob condi¢des normais de P (+P=
1,0 mM). Posteriormente, foram transferidas para duas condigcbes com
limitacdo de P, uma com auséncia total de P (-P= 0,0 mM) e outra com
presenca de acidos nucléicos (-P/+RNA, 0,6 mg ml™) como Unica fonte de P.
Apols a transferéncia para estas duas condi¢cdes nutricionais de P, as plantas
cresceram por mais oito dias, realizando-se amostragens e avalia¢des diarias

em pelo menos cinco plantas de cada linhagem adotada. Estas amostragens
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diarias ocorreram entre um e quatro dias apés a transferéncia e, apos quatro
dias, a cada dois dias (6° e 8° dia).

Neste estudo, as avaliagdes foram focadas na reacao histoquimica nos
tecidos radicais, avaliando a inducédo de genes relacionados ao sistema de
resgate de P. As linhagens adotadas neste estudo foram sementes da
geracdo F3 do cruzamento dos mutantes p9 e p23 com linhagens
transgénicas CycB1::GUS, QC25:GUS e AtACP5::GUS. Posteriormente,
serdo apresentados mais detalnes de como estas linhagens foram
selecionadas e qual a importancia de avaliacao destes genes.

E importante ressaltar que este estudo de transferéncia de mutantes
entre meios de cultura foi conduzido somente para a condicdo MP. Isso se
deveu especialmente ao fato de ter sido esta a condicdo em que 0s mutantes
foram inicialmente selecionados. Além da analise da atividade de diviséo
celular por reacdo histoquimica, como descrito posteriormente, ainda fez-se
avaliacdo do comprimento da raiz principal, do recrescimento desta apds
transferéncia para o segundo meio de cultura. Ainda procedeu-se contagem
do namero de raizes laterais e estimativa do nimero destas por unidade de
comprimento da raiz principal. Nestas avaliagdes utilizaram-se sementes dos

mutantes ndo transgénicas.

3.6 Alteracbes na arquitetura radical pela presenca de ferro sob
contrastes no suprimento de fésforo

Foram conduzidos estudos de dose resposta a Fe em trés condicdes

de P em camara de crescimento, sendo em ambientes +P, -P ou -P/+RNA, em

todos seguindo-se as concentragdes nutricionais para o meio MP. Ou seja, 0
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meio de cultura adotado foi o obtido a partir das solugbes salinas. Os
tratamentos em cada experimento consistiram de quatro niveis de Fe (0, 10,
50 e 100 puM, na forma de Fe-EDTA). Na condicdo -P/+RNA adicionou-se
ainda o nivel de 25 uM Fe-EDTA.

O objetivo destes experimentos foi avaliar se niveis crescentes de Fe
no meio de cultura também podem inibir o crescimento e desenvolvimento
radical de COL e dos mutantes em estudo e se esse efeito depende ou ndo da
condicéo de P.

Os experimentos nas trés condicbes de P foram conduzidos em
separado, cada qual sob o delineamento de blocos casualizados, com duas
placas por tratamento e com 15 plantas por placa. Em todos os estudos
adotaram-se p9, p23 e p37 e o0 ecétipo COL e, na condicao -P/+RNA ainda o

mutante pdrl.

3.7 Alteracdes na arquitetura radical pela presenca de niveis e
fontes de nitrogénio sob contrastes no suprimento de fésforo

Por conta dos dados obtidos no estudo de comparacdo das
formulacdes de meio de cultura (MP e % MS), buscou-se avaliar efeito de
fontes e doses de N no desenvolvimento radical dos mutantes, ja que 0s
meios de cultura diferem consideravelmente quanto a estes. O estudo foi
conduzido apenas para a condicdo +P, adotando-se como tratamentos 10
niveis de N (0, 25, 50, 100, 250, 500, 1000, 5000 e 10000 mM) e duas fontes
de N (apenas amonia, na forma de sulfato de amdnio, ou somente nitrato, na

forma de nitrato de potassio). Adotaram-se 0s mesmos quatro genoétipos dos
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demais ensaios, 0s quais se desenvolveram durante oito dias, quando se

obteve fotos e se procedeu mensuracdo do comprimento da raiz primaria.

3.8 Alteracdes na arquitetura radical em funcédo de interacdes

nutricionais de niveis de ferro e fontes e niveis de nitrogénio

Foram realizados dois estudos separados, um em condicdo com (+P) e
outro sem (-P) suprimento de fésforo, os tratamentos consistiram de quatro
niveis de Fe (0, 10, 50 e 100 uM, na forma de Fe-EDTA) e duas condi¢des de
N (9,0 mM de NO3 e 19,2 mM de NO3 + 9,1 mM de NH,). A primeira condi¢do
de N buscou simular o meio de cultura MP enquanto a segunda o meio %2 MS.

Em outro estudo para entender melhor esta interacdo triplice, foram
avaliados os efeitos de niveis de Fe e duas condicbes de P em meio sem
suprimento de N. Assim, os tratamentos constaram de quatro niveis de Fe (0,
10, 50 e 100 uM, na forma de Fe-EDTA) e duas condi¢cGes de P (0,0 e 2,5
mM) em meio de cultura sem suprimento de N (0,0 mM). Além dos trés
mutantes sob investigacdo, ainda incluiu-se o pdrl como controle, o qual foi
previamente caracterizado como responsivo a fonte de N.

Como o isolamento dos mutantes foi inicialmente efetuado sob
condicdo de limitacdo de P e, portanto sdo mutantes de P, ainda era
necessario checar se ha resposta a interacdo Pi x N. Para tal, conduziu-se
outro experimento adotando meio de cultura -P/+RNA (seguindo
concentracfes nutricionais descritas anteriormente), porém sem a presenca
de N. Neste estudo usaram-se apenas 0os mutantes p23 e p37 e ainda pdrl,

novamente adotado como controle.
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Em outro experimento de transferéncia de plantas entre meios de
cultura buscou-se verificar se 0s mutantes que demonstram interacdo P x N
podem reverter, mesmo que apenas parcialmente, o fenotipo da planta
selvagem (COL), desde que sejam crescidos em condicdo sem a presenca de
N no meio. Este estudo foi conduzido em duas condic¢des:

(i) Desenvolvimento dos mutantes durante cinco dias nos trés meios de
cultura padréao (+P, -P/+RNA e -P, todos com suprimento de N). Em seguida
plantas de cada um destes tratamentos foram transferidas para placas de petri
contendo os tratamentos: +P/-N e -P/-N;

(i) Procedeu-se estudo inverso: os mutantes estiveram inicialmente
submetidos durante cinco dias aos tratamentos +P/-N ou -P/-N.
Posteriormente, foram transferidas aos trés meios padrdo (+P, -P/+RNA e -P,
todos estes com suprimento de N).

Neste experimento 0s niveis nutricionais sdo os do meio MP, exceto o
de P, que foi reduzido para 1,0 mM, por ser este considerado nivel de
suficiéncia para este nutriente. Assim, os demais nutrientes correspondem aos
niveis apresentados na Tabela 1 para o meio MP. Por outro lado, as
avaliacdes consistiram da mensuracdo do recrescimento da raiz primaria e
contagem do numero de raizes laterais emitidas apds transferéncia ao
segundo meio de cultura. Estas avaliacdes foram efetuadas trés e seis dias

apos a transferéncia.
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3.9 Desenvolvimento radical sob contrastes de fosforo e nitrogénio
na presenca de reguladores de crescimento vegetais

Os efeitos da deficiéncia nutricional por P tem ampla relacdo com o
desenvolvimento celular, uma vez que uma das respostas mais classicas da
planta a esta condicdo € 0 menor crescimento da raiz principal e aumento no
numero de raizes laterais. Por conta disso, levantou-se a hipotese de que a
mutacdo presente nos mutantes em estudo pudesse relacionar-se as
alteracdes na sintese hormonal. Assim, estes estudos foram conduzidos para
os horménios auxina e citocinina, especialmente pela sua importancia junto ao
transporte e ao desenvolvimento celular.

Para ambos os horménios, auxinas e citocininas, adotaram-se cinco
niveis hormonais e sempre duas condi¢cdes de suprimento de P, com (+P) e
sem (-P) presenca de P no meio de cultura. Cada condicdo de P foi
considerada experimento individual. Em todos os estudos relacionados aos
niveis de citocininas adotaram-se as seguintes concentracdes: 10%, 107, 107,
10° e 10™® M. Nas auxinas, os niveis adotados foram: 10™°, 10, 10®, 107" e
10® M. Para suprir auxinas adotou-se como fonte de auxinas o 2,4-D (4cido
diclorofenoxi acético) enquanto as citocininas via benzil amino purina (BAP). O
delineamento foi de blocos completamente casualizados, com duas placas por
tratamento e cerca de 15 plantas/placa.

No caso de citocininas e, especialmente para os mutantes p23 e p37,
em razao do efeito de N nestes mutantes, ainda conduziu-se estudo sem P,
porém com a presenca de acidos nucléicos (-P/+RNA), além de outro com a

presenca de P (+P). Para ambos os estudos, além dos cinco niveis de
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citocininas, adotou-se duas condi¢cbes de N, um com (+N) e outro sem (-N)
suprimento nutricional por N.

Em todos estes estudos de avaliacdo do efeito de hormdbnios no
desenvolvimento radical dos mutantes adotou-se o meio de cultura MP e,
assim como referenciado anteriormente, no estudo com presenca de P foram

adicionados 1,0 mM de P na forma de KH,PO.,.

3.10 Desenvolvimento de linhagens recombinantes a partir do

cruzamento dos mutantes com transgenes

Linhagens transgénicas foram wusadas para avaliar aspectos
relacionados a divisdo celular em meristemas (CycB1::GUS), da capacidade
de secrecédo de fosfatases acidas (AtACP5::GUS) e para averiguar o grau de
diferenciacdo celular junto ao centro quiescente radical (QC25::GUS). A
avaliacdo da cinética de expresséo destes genes é importante uma vez que a
maior parte das avaliacbes realizadas no presente trabalho relaciona-se a
aspectos de desenvolvimento do sistema radical. Assim, através destes
marcadores busca-se identificar em que regides da raiz estdo ocorrendo
diferencas entre o desenvolvimento do ecotipo COL e o dos mutantes.

Em todas estas linhagens transgénicas, os promotores dos genes de
interesse estao fusionados com o gene reporter GUS, cuja construcao permite
avaliar a expresséo dos genes de interesse sem destruicao dos tecidos. Isso é
possivel através da avaliacdo da expressao do gene repérter GUS, o qual
expressa a enzima B-glucorunidase apenas nos tecidos e momentos em que 0

gene de interesse seria expresso.
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O processo de selecdo destas populacbes para cada um dos
cruzamentos feitos com os trés mutantes seguiu processo similar ao efetuado
para as populacdes recombinantes com LER (item 3.11.1). Assim, sementes
F1 dos cruzamentos tiveram o crescimento e desenvolvimento do sistema
radical avaliado em meio de cultura -P/+RNA para verificar a eficiéncia do
cruzamento, selecionando-se aquelas com fenoétipo de raiz longa, similar ao
de COL, que foram transferidas para solo para autofecundarem. Essa
estratégia é eficiente na checagem da eficiéncia do cruzamento uma vez que
0S mutantes apresentam fenoétipo radical curto em ambiente -P/+RNA,
enquanto LER apresenta raiz longa. Assim, sementes oriundas de plantas
onde houve fertilizacdo cruzada entre o mutante e LER resultam em plantas
com raiz longa neste ambiente de crescimento.

Sementes F2 destes cruzamentos foram coletadas individualmente por
planta F1, as quais foram dispostas em meio de cultura -P/+RNA e
posteriormente testadas para selecionar plantas contendo a mutacao,
verificada pela ocorréncia de raizes primarias com tamanho similar as dos
mutantes, ou seja, raiz curta em condicao de P limitante. Nessa avaliacao na
geracdo F2 foi possivel selecionar os mutantes homozigotos (mutacdo
recessiva), porém com esta andlise ndo ha certeza quanto a presenca do
transgene GUS, o qual pode ser heterozigoto.

Para confirmar a presenca do transgene nestas plantas F2 com
fendtipo recessivo, cerca de 20 plantas F2 com fendtipo radicular dos
mutantes foram transferidas para solo, das quais se obteve sementes
individualizadas por planta F2, que foram dispostas em meio de cultura com P

limitante (-P e -P/+RNA). Apds crescerem por oito a 10 dias, fez-se a reagao
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de GUS com 15 plantas de cada linhagem de plantas F3. Uma vez confirmado
o fendtipo de raiz do mutante e ainda a presenca do transgene, este através
da presenca de coloracao azulada na raiz apos a reacao de GUS, manteve-se
as sementes da linhagem da qual estas plantas foram originadas,
descartando-se aquelas onde ocorreram plantas sem o transgene (linhagem
mae heterozigota).

Antes de realizar a reacdo de GUS propriamente dita, fez-se a fixacéo
do material vegetal (toda a planta) em acetona 80 % e a incubacdo em gelo
por 20 minutos. Apds remocdo da acetona, o0 material vegetal foi imerso
durante trés ciclos sucessivos de 10 minutos em solu¢édo tampé&o contendo 50
mM de NayHPO.4/NaH,PO; (pH 7,2), 0,5 mM de KszFe(CN)s e 0,5 mM
K4Fe(CN)g. Posteriormente, adicionou-se ao tecido substrato X-GLUC 1 mM
[5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-glucuronidase  dissolvido em N,N dimetil
formamida (USB)], cuja reacao foi incubada em temperatura de 37° C por
cerca de 12 h.

Apoés o periodo de reacdo, o material vegetal foi lavado e fixado em
solucdes etilicas com concentracdes crescentes (15, 50, 75 e 100 %) e, apos,
em solucgdes etilicas com niveis decrescentes (75, 50, 15 e 0 %). Os tecidos
foram mantidos em cada uma destas solu¢des durante 15 minutos, sendo ao
final do processo de lavagem e fixacdo suspensas em solugdo contendo
glicerol 50 %. Sempre que possivel, imediatamente apd0s as reacles
histoquimicas procedeu-se montagem das raizes em laminas histologicas e
analise em microscopio 6tico, capturando-se imagens nos aumentos de 100 x
e 400 x. No caso da construgéo Cyc::B1::GUS o indicativo de reagéo positiva

e de atividade de divisdo celular, células na transicdo das fases G2 e M do
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ciclo celular, foi obtido pela analise comparativa do grau de tingimento em cor
azulada dos meristemas de cada tratamento. Em cada tratamento analisaram-
se pelo menos seis raizes em cada momento de avaliacdo. Os dados
apresentados representam o comportamento e coloracdo obtidos na média
das plantas avaliadas, ou seja, representam o padrdo verificado na maioria
das plantas no caso de haver alguma planta com comportamento radical ou

de coloracéo distinto das demais, sendo esta descartada.

3.11 Mapeamento da mutagdo a um dos cinco cromossomos de

arabidopsis

3.11.1 Desenvolvimento de populagdes recombinantes e selegcéo

entre geragdes autofecundadas

O desenvolvimento de populagbes recombinantes entre os mutantes do
ecotipo COL e o ecotipo LER teve como objetivo identificar o cromossomo e,
posteriormente, um refinamento em torno da regido cromossOmica da
provavel localizacdo da mutacdo. Este processo € facilitado pela
disponibilidade franca de amplo banco de dados contendo INDELS entre os
ecotipos COL e LER (www.arabidopsis.org), cujas sequéncias foram usadas
para projetar primers.

A etapa de mapeamento havia sido inicialmente prevista para os trés
mutantes (p9, p23 e p37), ressaltando que para o mutante p37 alguns
cruzamentos ja haviam sido efetuados por PINTO (2005) e a geracdo F2 do
cruzamento com LER ja estava disponivel. Entretanto, ap0s serem
conduzidos alguns estudos de caracterizacdo destes mutantes junto a

UCDavis, constatou-se que o material relacionado ao mutante p37 havia sido
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contaminado com outras sementes. Assim, todas as sementes foram
descartadas e o processo de purificacdo reiniciado a partir de sementes
armazenadas deste mutante. Por conta disso e do curto tempo dispendido
junto & UCDavis (11 meses), a etapa de mapeamento foi desenvolvida com
melhores resultados nos mutantes p9 e p23.

No processo de desenvolvimento das populacdes recombinantes para
0 mapeamento da mutagdo, os mutantes p9 e p23 foram inicialmente
cruzados com o ecoOtipo Landsberg erecta (LER), nesta situacdo adotado
como doador de pélen. Sementes F1 destes cruzamentos tiveram o
crescimento e desenvolvimento radical avaliado em meio de cultura -P/+RNA
para verificar a eficiéncia do cruzamento. Entre as que germinaram,
selecionaram-se 14 plantas oriundas de cada genoétipo que apresentaram
fendtipo de raiz primaria similar ao de LER (raiz longa). Estas 14 plantas foram
transferidas para meio +P por seis dias para fortalecer o desenvolvimento da
parte aérea e das raizes. Com isso, fica facilitada a adaptacéo destas plantas
ao ambiente solo, ja que apés este breve periodo foram transplantadas ao
solo para autofecundarem.

Além desta checagem de crescimento radical em meio de cultura, ainda
utilizou-se marcadores moleculares, uma segunda forma de verificacdo da
eficiéncia do cruzamento realizado. Apos transferéncia das plantas F1 para
solo e destas apresentarem parte aérea bem desenvolvida, coletaram-se trés
folhas por planta. Neste tecido, fez-se extracdo de DNA, seguindo-se
protocolo proposto por EDWARDS et al. (1991). O DNA obtido foi analisado
em PCR (Applied BioSystems 2720) para confirmar eficiéncia do cruzamento.

Marcadores moleculares polimoérficos entre os ecoétipos COL e LER, cuja
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sequéncia nucleotidica € apresentada na Tabela 2, foram usados para

confirmar a informacdo obtida pela analise do fendtipo radical no meio de

cultura -P/+RNA.

TABELA 2. Sequéncia nucleotidica dos primers usados nas amplificacdes
durante mapeamento das mutacdes nos mutantes p9 e p23.

Nome  Cromos-  Sentido
primer somo alvo primer Seqiiéncia nucleotidica do primer
F1K23 1 Senso CAGTTTTCTTGATGCAAATCCATAG
Anti-senso  CATCAGTAGTTGTGGCATAATTTTG
F23M19 1 Senso GAACTCATTGCTGTTCGTCTTCCGATTATT
Anti-senso  CAGAAGCACAACAACAATGATTGAACAGAA
F28J9 1 Senso CTCTTCTATGTTGGATTCAAGCACTTCCCC
Anti-senso  GATTAGCCGAGAAGGGATTGATGATTATCA
F28L22 1 Senso ACCTACAGCAGGAACTTTTTCCGTTGAGAA
Anti-senso  CAGTACGCATTCAGATCTTGGACCCATTT
F7F22 1 Senso GCTCTTCAGTACAGAAGCTCACACTTTCCA
Anti-senso  AACCCTTGGAAGCGTAGACCCAGC
T24P13 1 Senso AATCATGCTCAATTGCTCATAATGAAATGC
Anti-senso  CGGCCCATTATGCTTGATGATATTTTG
NGA392 1 Senso GGTGTTAAATGCGGTGTTC
Anti-senso  TTGAATAATTTGTAGCCATG
T17H7 1 Senso GCCTTTCCTTATTATTCTGATCCCGAGAT
Anti-senso  TTGTCATTTGTCAAAATAAAAGCATGGG
Ciw1l 1 Senso ACATTTTCTCAATCCTTACTC
Anti-senso  GAGAGCTTCTTTATTTGTGAT
C1iw3 2 Senso GAAACTCAATGAAATCCACTT
Anti-senso  TGAACTTGTTGTGAGCTTTGA
NGA168 2 Senso GAGGACATGTATAGGAGCCTCG
Anti-senso  TCGTCTACTGCACTGCCG
Ciw11 3 Senso CCCCGAGTTGAGGTATT
Anti-senso  GAAGAAATTCCTAAAGCATTC
Ciw4 3 Senso GTTCATTAAACTTGCGTGTGT
Anti-senso  TACGGTCAGATTGAGTGATTC
F2N1 4 Senso ATGTCGGACCACAGTTGATAAG
Anti-senso  CCTAATTGATAAAAGGGCCCTA
F17123 4 Senso CGTTACGAGGTCCGCTGCAT
Anti-senso  CTCCCGGGATTGCAACTTTT
NGA139 5 Senso GGTTTCGTTTCACTATCCAGG
Anti-senso  AGAGCTACCAGATCCGATGG
CIw9 5 Senso CAGACGTATCAAATGACAAATG
Anti-senso  GACTACTGCTCAAACTATTCGG

Para confirmar molecularmente as observagbes obtidas no meio

-P/+RNA foi necessério que a planta apresente bandas de ambos o0s ec6tipos
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(COL e LER). Esta andlise foi realizada em 14 plantas F1 de cada uma das
duas populacfes recombinantes, as quais ja haviam sido confirmadas como
de cruzamento eficiente com base na selecéo realizada no meio de cultura
-P/+RNA. Plantas duplamente checadas na geracdo F1 cresceram e
desenvolveram em solo, realizando-se coleta de sementes F2 individualizada
por planta.

Estas sementes F2 foram novamente testadas em meio -P/+RNA, onde
cresceram durante 10 dias ap0s a emergéncia, mantendo-se somente plantas
gue apresentaram fenotipo radical similar ao do mutante, ou seja, raiz primaria
mais curta que COL, o que, teoricamente, representa cerca de % das plantas
F2 de cada populacdo. Estas plantas com fenétipo mutante e recessivo foram
transferidas para solo e permitida autofecundacdo. Ja, plantas F1 que
resultaram em sementes F2 com fendétipo dominante (raizes médias ou
longas) foram descartadas, uma vez que estes fenotipos demonstram
ocorréncia de segregacao para a caracteristica em analise.

Desta andlise, selecionaram-se 130 plantas F2 originarias de cada
mutante, constituindo desta forma duas populacdes recombinantes, uma de
p9 e outra de p23. Estas plantas foram transferidas para solo e, apos
desenvolvimento adequado, realizada coleta de tecido (cerca de trés folhas
por planta) e extracdo de DNA, de forma individualizada por planta. A solugcao
de DNA foi armazenada em temperatura de -80° C até ser usada nas reacdes
de PCR, sendo este o material genético adotado em todas as analises
realizadas para fins de mapeamento.

Antes de iniciar as atividades de analise de DNA de todas estas

plantas, sementes F3 foram coletas de forma individualizada em cada uma
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das 130 plantas F2 de cada populacdo recombinante, as quais apoés
passarem por breve periodo de secagem e quebra de dorméncia, foram re-
testadas quanto ao fendtipo radical em meio -P/+RNA. Esta etapa foi
necessaria para verificar se as plantas F2 selecionadas realmente
apresentavam homozigose para a mutagao.

Com essa estratégia de selecdo, manter apenas plantas com fenotipo
radical do mutante e recessivas para mutacao de interesse foi possivel reduzir
drasticamente o0 numero de plantas a serem analisadas nas geracdes
seguintes, uma vez que plantas com fenétipo de raiz longa ou de tamanho
intermediario ndo sdo geneticamente recessivas para a mutacao de interesse.
Além disso, reduziu o tempo e recursos dispendidos para analisar plantas
falso-positivas, cujos dados posteriormente seriam descartados uma vez
confirmado que seu fend6tipo radical ndo € condizente com o esperado.

As etapas de extracdo de DNA adotadas na geracédo F1 também foram
usadas na selecdo e confirmacdo de fendtipo e gendtipo das plantas F2.
Nesta etapa, testaram-se 130 plantas F2 de ambas as populacdes de
mapeamento recombinantes, numero considerado suficiente para avancar
nesta etapa do mapeamento parcial da mutacdo. Além do DNA das duas
populacfes recombinantes ainda fez-se extracdo de DNA dos ecétipos COL e

LER para ser usado como controle nas analises moleculares sequenciais.

3.11.2 Em busca do cromossomo e da regido de localizagcdo da
mutacao em p9 e p23
O DNA obtido em cada planta da populacdo recombinante dos

mutantes p9 e p23 foi analisado em PCR testando-se diferentes primers. Os
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marcadores INDELS foram projetados a partir do banco de dados disponivel
em www.arabidopsis.org, de modo a permitirem distincdo dos individuos da
populacdo recombinante de cada mutante entre homozigotos ou heterozigotos
em relacdo a COL e LER.

Sequéncias gendmicas com INDELS entre COL e LER foram usadas
para projetar os primers através do uso do software Vector NTI Advance 9.0
(Invitrogen). A sintese destes primers foi solicitada junto a MWG Oligo
Synthesis nos EUA. Estes primers foram, inicialmente testados nos ecoétipos
COL e LER e, apos verificada amplificacdo nestes, conduziram-se reacdes de
amplificacdo no DNA gendmico em todas as linhagens desenvolvidas para
mapeamento em cada um dos mutantes.

Nestas analises, num primeiro momento testaram-se dois primers em
cada um dos cinco cromossomos de arabidopsis, em cada planta constituinte
das duas populacdes de mapeamento. Posteriormente, as reacdes de PCR
foram concentradas nos cromossomos e, especialmente, nas regides onde se
obteve as menores taxas de recombinacdo durante a primeira etapa. Na
segunda etapa, testaram-se outros seis primers em reacdes de PCR nestas
regides, buscando confirmar a informacéo inicial e ao mesmo tempo refina-la,
desta forma, diminuindo a distancia genética entre o primer projetado e o0 gene
mutado que se busca identificar.

A reacao molecular para amplificagédo de DNA dos individuos das duas
populacdes de mapeamento e dos dois ecotipos (COL e LER) constou de: 2 pl
solugédo tampéo de Taq 10 x, 0,8 pl de primers (forward + reverse) na

concentracdo de 0,3 pmol pl™?, 0,6 ul dNTP 5 mM, 0,3 pl Taq polimerase, 6 pl


http://www.arabidopsis.org/

49

de DNA na concentracdo de 85 ng pl™ e 4gua deionizada até completar 20 pl
por amostra.

A configuracdo geral da reacdo de PCR constou de volume final da
reacao de 20 pl, dos quais 10 pl foram usados por ocasido da revelacdo dos
produtos obtidos. As temperaturas e tempo de reacdo constaram de:
desnaturacao durante 5 min a 94° C, seguido de 40 ciclos de 30 s a 94° C +
30 s a 55° C para pareamento dos primers e 30 s a 72° C para a enzima fazer
extensdo da fita complementar. Ao final dos 40 ciclos sequenciais houve outro
periodo de 7 min a 72° C e, entdo por tempo indeterminado conservacdo na
méaquina de PCR a 10° C, até as amostras serem retiradas e mantidas em
refrigerador ou revelacédo dos resultados em gel de agarose. As temperaturas
de pareamento variaram com as caracteristicas dos primers projetados, mas
em sua maioria ficaram em 55 ou 56° C. A sequéncia nucleotidica dos primers
usados pode ser visualizada na Tabela 2.

A maior parte das analises de PCR foi efetuada em placas multi canal
com 96 pocos. A revelacdo dos resultados obtidos efetuada em gel de
agarose entre 2,5 e 3,0%, com tempo de migracdo em torno de duas e meia
horas cada, seguido de revelacdo em transiluminador de UV. Este gel, em
funcdo dos custos da agarose foi reutilizado quatro vezes, sendo reaquecido
apo6s seu segundo uso e descartado apds o quarto. O volume de produto da
PCR usado em cada poc¢o de migragao foi de 10 pl.

A imagem obtida do gel foi posteriormente analisada, discriminando-se
as bandas formadas entre aquelas com tamanho ou peso molecular similar
aquela verificada em COL e as semelhantes a LER, além de agrupar as que

apresentam bandas de ambos 0s ecétipos. Este processo foi efetuado para
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cada primer testado e em todas as plantas disponiveis na populagéo
mapeamento. Ao final, estimou-se proporcédo de cromossomos com padréao de
bandas LER dividido pelo nimero total de cromossomos em que se obteve
bandas. Com isso, se obtém a porcentagem de cromossomos LER em relacéo
ao total de cromossomos, cuja taxa de recombinacéo € estimativa da distancia

genética entre o primer e o gene mutado.

3.12 Analise estatistica

Os resultados foram analisados através do uso do pacote estatistico
SAS (Statistical Analysis System). Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), considerando-se o modelo significativo a 5% para efeitos
simples e 10% para efeitos duplos ou triplos. Quando alcancada significancia
estatistica, as médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Duncan a
5% no caso de efeito simples ou pelo teste DMS a 5%, no caso de interacdes

duplas ou triplas.



4 RESULTADOS

Para facilitar o entendimento da sequéncia de experimentos conduzidos
e dar uma visao geral de como os resultados estdo descritos e organizados,
fez-se uma breve descricdo do organograma de experimentos e estudos
conduzidos para obtencao desta tese.

De forma geral, os estudos desenvolvidos buscaram fazer uma
caracterizacdo geral dos mutantes, avaliar respostas a deficiéncias
nutricionais isoladas, experimentos de transferéncia de plantas entre meios de
cultura e mapeamento da mutacdo a um dos cinco cromossomos. Ainda
conduziram-se diversos estudos buscando elucidar respostas de interacdes
nutricionais e com horménios.

Em termos de caracterizagdo geral dos mutantes, buscou-se
desenvolver experimentos avaliando como estes respondem a contrastes na
disponibilidade de fésforo, seja através de fontes de P ou via niveis de P.
Alem disso, adotaram-se meios com deficiéncias distintas daquela por P,
como por exemplo, por nitrogénio e ferro, os quais buscaram identificar se a
mutacdo presente nos mutantes é especifica de P ou se ainda esta
relacionada a algum outro nutriente. Ainda nesta etapa, identificou-se que os
mutantes apresentam respostas distintas dependendo do meio de cultura

adotado nos experimentos, o0 que motivou diversos estudos buscando
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identificar qual ou quais os fatores presentes nos meios de cultura que seriam
0S responsaveis por este comportamento. A partir desta identificacéo, fez-se a
opc¢éao por um dos meios de cultura, cuja formulacédo passou a ser padrao para
0s estudos sequenciais com todos 0s mutantes.

De posse dos dados dos experimentos de caracterizacdo, investigou-se
o efeito do ferro e de nitrogénio, este Ultimo em termos de fonte e niveis, no
desenvolvimento radical dos mutantes sob contrastes no suprimento de P.
Posteriormente, os estudos tornaram mais complexos, pois se investigou
respostas de interagcbes nutricionais, cuja demanda surgiu a partir da
obtencdo dos resultados da caracteriza¢do geral dos mutantes e dos efeitos
de Fe e de N. Nesta etapa, foram conduzidos diversos experimentos para
elucidar o efeito combinado do suprimento ou deficiéncia de P, N e Fe. A
adicdo de horménios auxinas e citocininas em meios de cultura com
contrastes no suprimento de P e N buscou averiguar se algum dos fenotipos
radicais € causado ou afetado por defeitos na sintese e/ou percepc¢ao destes
hormonios.

Outra etapa importante foram os estudos de transferéncia de plantas
entre meios de cultura, nos quais as plantas inicialmente crescem em
condicdo de suprimento normal de nutrientes e posteriormente s&o
brevemente transferidas para condicdo com limitacdo de algum nutriente, e
vice-versa. Nestes estudos, as respostas dos mutantes sédo bastante distintas
entre si, permitindo inclusive recuperacéo parcial do fenotipo radical.

Em paralelo a estes estudos de respostas fisioldgicas e nutricionais dos
mutantes, ainda conduziu-se o mapeamento da mutacdo a um dos cinco

cromossomos. Nesta etapa, desenvolveram-se as populacdes recombinantes
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entre 0s mutantes e o ec6tipo Landsberg erecta, cujo trabalho embora esteja
apenas em fase inicial, serd muito importante para seguimento da busca pelo
gene mutado em cada um dos mutantes.

A seguir estdo descritos os resultados obtidos em todos os
experimentos conduzidos, obedecendo sempre que possivel, 0 organograma

brevemente apresentado acima.

4.1 Comparacédo de formulacfes de meio de cultura, alteracbes na

disponibilidade e dose resposta a fosforo

Dois meios de cultura foram adotados na conducdo dos estudos
desenvolvidos. Um baseado em SOMERVILLE & OGRE (1982) obtido via
preparo de solucdes padrao a partir de sais, 0 meio MP, o qual é indicado pela
empresa Lehle Seeds que forneceu as sementes mutagenadas e no qual os
trés mutantes foram selecionados. O outro meio adotado é o meio comercial
MS - MURASHIGE & SKOOG (1962), que € adquirido comercialmente na
forma de p6 concentrado, sendo apenas necessaria sua diluicdo em agua
destilada. Na presente tese, este meio de cultura foi adotado na forma de %
MS, ou seja, adotou-se apenas metade da quantidade de p6 concentrado
indicada pelo fabricante.

Em razdo das diferencas nas quantidades de alguns nutrientes entre os
dois meios de cultura e para tornar mais proxima as concentracdes de cada
nutriente entre os dois meios de cultura, na presente tese adotou-se 0 meio
comercial na formulagcdo 2 MS, portanto seguindo a concentracdo de
nutrientes apresentada na tabela 1. Por outro lado, no meio MP, as

guantidades de nutrientes adotadas foram as apresentadas na tabela 1, com
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excecdo do P, cuja concentracéo foi reduzida de 2,5 mM para 1,0 mM, com
intuito desta ser mais préxima daquela presente no meio ¥2 MS.

Ao analisar a composicdo de cada formulacdo de meio de cultura
constatou-se variacbes consideraveis de concentracdo para macro e
micronutrientes. Ressalta-se em especial, as relacionadas ao suprimento dos
micronutrientes Mn, Zn, Cu e Co que estdo em concentracdes bem superiores
e S e Mg inferiores no meio ¥2 MS em relacdo ao meio MP (Tabela 1). Estas
variacfes nas concentracdes entre meios de cultura, podem individualmente
ou via interacdes com outros nutrientes serem responsaveis por respostas nao
esperadas no comportamento radical dos genoétipos avaliados, como sera
melhor discutido.

Além de diferencas expressivas no nivel de micronutrientes entre os
dois meios de cultura, ainda h& variacdes consideraveis em macronutrientes.
O suprimento de P no meio % MS corresponde a apenas ¥ do fornecido pelo
meio MP, enquanto a quantidade de N é superior a 3x aquela fornecida pelo
meio MP. Outra diferenca expressiva entre os meios é a fonte de N, sendo o N
do meio MP suprido via nitrato de potassio, enquanto o do meio %2 MS na
forma de nitrato de potassio e de nitrato de aménio. Assim, o meio %2 MS
possui 1/3 (9,12 mM) de seu N na forma de amodnio, quantidade
correspondente ao total de N fornecido pelo meio MP, enquanto 2/3 sao
supridos na forma de nitrato (Tabela 1).

Por conta destas diferencas de concentracao nutricional entre os meios
% MS e MP, conduziram-se estudos, buscando avaliar de que forma estas
podem afetar o desenvolvimento radical dos gendtipos em estudo. Num

destes estudos, avaliou-se o comprimento da raiz primaria (CRP) do ecotipo
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COL e dos mutantes p9, p23 e p37 em meio de cultura preparado a partir das
duas formulacdes, MP e Y2 MS. Ambos os meios foram usados na condi¢cao
com (+P) e sem (-P) suprimento de P, sendo os contrastes de P de cada meio
considerados estudos independentes.

No experimento com meios +P verificou-se efeito simples de genadtipo
no CRP (Tabelas 3 e 4). Nao se verificou diferencas no CRP entre os dois
meios de cultura, na média dos quatro gendtipos. Entre gendétipos, COL teve
CRP maior que os trés mutantes, enquanto p23 e p37 tiveram o menor CRP e
p9 intermediario a estes, na média dos meios de cultura ¥2 MS e MP (Tabela
4). O comprimento da raiz de p23 e p37 foi de apenas 15 e 20%,

respectivamente, relativo aquele ocorrido em COL.

TABELA 3. Comprimento da raiz primaria oito dias apés germinacdo em
funcdo de formulagbes de meios de cultura (MP e % MS) em
meio com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM), na média de
guatro genatipos de Arabidopsis thaliana.

Formulacdes de meio de cultura Comprimento raiz primaria (cm)
Comercial - %2 MS 4,16 a*
A partir de sais - MP 4,11 a

* L etras iguais ndo diferem pelo teste Duncan (p< 0,05). Coeficiente de variacdo= 15,8.

As diferencas entre COL e os mutantes na condicdo +P ja eram
esperadas, especialmente as de p23 e p37, uma vez que estes dois mutantes
sempre apresentaram desenvolvimento radical menor que o de COL desde
sua selecdo em meio limitante em P, enquanto o CRP de p9 é mais proximo
daquele de COL em meio +P. Estes resultados demonstram que para a

condicdo +P, ambos o0s meios podem ser adotados sem prejuizo ao
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desenvolvimento radical de COL ou dos mutantes, portanto ndo afetando o
comportamento dos genotipos.

Por outro lado, ao conduzir o mesmo estudo na condicdo com
deficiéncia de P (-P), observou-se que o CRP variou em funcdo da interacao
genaotipos e composicdo do meio de cultura (Tabela 5). Em ambos os meios
de cultura, o maior CRP ocorreu em COL, enquanto 0 menor ocorreu em p23
e p37 no meio ¥2 MS e em p23 no meio MP. No meio %2 MS, p9 teve
desenvolvimento radical intermediario ao de COL e dos demais mutantes. No
meio MP, o CRP de p9 foi intermediario ao de COL e p23, nao diferindo do

verificado em p37 (Tabela 5).

TABELA 4. Comprimento da raiz priméaria de quatro genétipos de Arabidopsis
thaliana oito dias apdés germinacdo em meio com suficiéncia de
fésforo (+P= 1,0 mM), na média de duas formulacdes de meios de
cultura (MP e Y2 MS).

Genatipos Comprimento raiz primaria (cm)
COL 6,39 a*
P9 573 b
p23 0,93 ¢
p37 1,27 c

* Letras iguais ndo diferem pelo teste Duncan (p< 0,05). Coeficiente de variagdo= 15,8.

Comparando os dois meios de cultura, COL, p23 e p37 tiveram melhor
desenvolvimento radical no meio obtido a partir dos sais - MP, em relagéo ao
meio comercial - ¥2 MS. Por outro lado, p9 teve comportamento inverso ao dos
demais gendtipos, pois seu CRP foi maior no meio %2 MS relativamente ao MP
(Tabela 5). Nesta condicéo de P (-P), p23 e p37 tiveram reducéo de 40% no

CRP entre o meio MP e 0 ¥2 MS, enquanto p9 aumento de 24%. Diferente do



S7

esperado, COL teve as maiores alteracbes de desenvolvimento radical, com
reducdo de 52% (1,43 cm) no CRP entre MP para %2 MS. Essa resposta
diferencial, possivelmente se relacione as diferencas expressivas nhas
concentracfes nutricionais dos meios de cultura ¥2 MS e MP. O efeito negativo
do meio ¥2 MS no desenvolvimento radical de COL fez com que seu CRP

ficasse mais préximo daquele verificado em p9 em ambiente -P (Tabela 5).

TABELA 5. Comprimento da raiz primaria oito dias apés germinacdo em
funcao de interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana e
formulac6es de meios de cultura (MP e %2 MS), sob auséncia de
fosforo (-P= 0,0 mM).

Formulacdes de meios de cultura

Genotipos
Comercial - ¥2 MS A partir de sais - MP
Comprimento da raiz primaria (cm)
COL A 1,28 b* A 271 a
p9 B 0,97 a B 0,78 b
p23 C 0,30 b C 0,49 a
p37 C 039 b B 0,65 a

* Médias seguidas de mesma letra minascula na linha, comparacdo entre formulacdes de
meios de cultura no mesmo genotipo e, antecedidas de mesma letra mailscula na coluna,
comparacao entre genotipos na mesma formulagdo de meio de cultura, ndo diferem entre si
pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variacédo= 16,6.

Ainda para demonstrar que as diferengcas nas concentracdes
nutricionais dos meios de cultura %2 MS e MP (Tabela 1) afetam o
desenvolvimento radical de arabidopsis, especialmente COL e p9, conduziu-
se estudo com estes dois genaétipos, incrementando os niveis de P em ambos
0s meios. Neste estudo, o CRP variou em fungéo da interacao tripla de nivel

de P, formulacdo de meio de cultura e gendtipo (Tabela 6). No meio Y2 MS, p9
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teve CRP maior que o de COL nos niveis de P entre 100 e 500 uM, enquanto
em niveis inferiores ambos tiveram desenvolvimento radical similar (Tabela 6).
Por outro lado, no meio de cultura MP, ocorreu comportamento inverso, sendo

o maior CRP sempre verificado em COL, independente do nivel de P adotado.

TABELA 6. Comprimento da raiz primaria oito dias apés germinacdo em
funcdo de interacdo tripla de genotipos de Arabidopsis thaliana,
niveis de fésforo (P) e formulacdo do meio de cultura.

Niveis Formulacdo do meio de cultura/Gendétipos
de P Comercial - ¥2 MS A partir de sais - MP
(UM) COL p9 COL p9

Comprimento da raiz primaria (cm)

0 F 1,29 a* E 141 a E 225 a G 103 b
25 F 1,53 a DE165 a D 3,81 a F 156 b
50 E 190 a D 1,79 a C 4,20 a E 303 b
100 D 219 b C 289 a B562 a D415 b
250 C 250 b C 339 a A666 a C538 b
500 B 345 b B 38 a A682 a B 6,06 b
1000 A 434 a A 437 a A 667 a A635 b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparagdo entre gendétipos no
mesmo nivel de P e formulagdo do meio e, antecedidas de mesma letra mailUscula na coluna,
comparacao entre niveis de P no mesmo genétipo e formulagdo do meio, ndo diferem entre si
pelo teste DMS (p=< 0,05). Coeficiente de variacdo= 11,6.

Em ambos os meios de cultura o incremento nos niveis de P resultou
em raizes priméarias mais longas, com comportamento linear, cujas diferencas
ocorrem inclusive nos niveis mais baixos de P, como entre 0 e 25 uM (Tabela
6). Além disso, em p9 em ambos os meios (%2 MS e MP) e em COL no meio %

MS, ocorreu diferenca no CRP entre os diferentes niveis de P. Em COL, este
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efeito foi observado somente até 100 uM de P no meio MP, pois a partir de
250 uM de P o desenvolvimento radical foi similar.

Estes dados demonstram que p9 possui a mesma resposta ao
incremento nos niveis de P em ambos os meios de cultura, ao contrario de
COL do qual é originario, ja que COL nao percebe niveis de P superiores a
250 UM no meio MP. Entretanto, a razdo entre o0 CRP dos niveis extremos de
P em p9 muda de 3,1 no meio ¥2 MS para 6,2 no meio MP, enquanto em COL
varia pouco, sendo 3,4 e 3,0, respectivamente. Assim, p9 consegue responder
melhor ao P disponivel no meio de cultura, especialmente sob meio MP. O
meio MP permite diferenciar p9 de COL na auséncia de P. Ja no meio ¥2 MS,
COL, p23 e p37 possuem crescimento de raiz limitados por algum fator
distinto de P, pois reduziram seu CRP do meio MP ao ¥ MS, ao contrario de
p9, que o incrementou (Tabela 5).

Em funcdo da interacdo tripla verificada neste estudo, também
comparou-se o CRP de cada gendtipo nos dois meios em cada nivel de P. Em
COL, o CRP sempre foi maior no meio MP, independente do nivel de P
adotado (Tabela 7). Em p9, este comportamento apenas nao ocorreu sob
auséncia de P, onde o CRP foi maior no meio ¥2 MS e ainda em 25 uM, onde
o desenvolvimento radical foi similar entre os dois meios de cultura (Tabela 7).
Estes dados sugerem que p9 pode requer niveis minimos de P para conseguir
usar os demais nutrientes, caracteristica esta que parece nado ser ocorrente
em COL.

A selegdo inicial dos trés mutantes em estudo ocorreu em meio
contendo organofosfatos (DNA) como unica fonte de P (DELATORRE, 2009).

Considerando este aspecto, conduziu-se estudo com contraste no suprimento
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de P, auséncia total ou com suprimento de P combinado com ou sem adicao

de acidos nucléicos. Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados de CRP em

funcdo da interacdo dupla de genotipos e suprimentos contrastantes de P,

sendo o comportamento dos mutantes distinto do obtido em COL. Neste

estudo, o tipo de meio adotado foi o0 MP, ja que estas foram as condi¢cfes nas

guais os mutantes foram selecionados. Vale ressaltar, que com este meio de

cultura ao contrario do que teria ocorrido caso tivesse adotado o meio ¥2 MS,

DELATORRE (2009) ndo conduziu selecdo para o fator amoénio e/ou

contrastes em outros nutrientes, conforme apresentado na Tabela 1.

TABELA 7. Comprimento da raiz primaria oito dias apés germinacdo em

funcdo de interacdo tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
niveis de fosforo (P) e formulacdo do meio de cultura (%2 MS=
meio comercial e MP= meio a partir de sais).

Niveis de Genotipos/Formulacdo do meio de cultura
P (UM) COL p9
Y2 MS MP ¥ MS MP
Comprimento da raiz primaria (cm)

0 1,29 b* 2,25 a 1,41 a 1,03 b
25 153 b 3,81 a 165 a 1,56 a
50 190 b 420 a 1,79 b 3,03 a
100 2,19 b 562 a 2,89 b 4,15 a
250 250 b 6,66 a 3,39 b 5,38 a
500 3,45 Db 6,82 a 3,89 b 6,06 a

1000 4,34 b 6,67 a 437 b 6,35 a

* Médias seguidas de mesma letra na linha, comparacdo entre formulacdes do meio de
cultura no mesmo gendétipo e nivel de P, nao diferem pelo teste DMS (p=< 0,05). Coeficiente de

variacdo= 11,6.
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Para o mesmo tratamento de P, COL teve CRP maior que p9, p23 e
p37, independente da condi¢do de suprimento de P, exceto no meio +P/-RNA,
onde COL e p9 tiveram CRP similar (Tabela 8 e Figura 1). Ainda em COL, no
meio -P, a adicdo de organofosfatos (-P/+RNA) afetou positivamente o
desenvolvimento radical, incrementando-o em 27% em relacéo a condicao -P
sem organofosfatos (-P/-RNA). Além disso, COL teve 0 mesmo
desenvolvimento radical no meio +P, independente da presenca de

organofosfatos.

TABELA 8. Comprimento da raiz primaria em quatro genotipos de Arabidopsis
thaliana aos oito dias apds germinacdo em quatro meios de
cultura da formulacédo MP (+P= 1,0 mM, +RNA= 0,6 mg ml™).

Genotipos
Tratamento

coL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)
+P/+RNA A 3,88 a* B 126 b B 0,44 c B 0,51 c
+P/-RNA A 402 a A 4,18 a A 096 b A 105 b
-P/+RNA B 2,61 a D 0,36 b B 033 b B 035 b

-P/-RNA C 204 a C 0,67 b B 0,43 c B 0,50 bc

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailuscula na coluna, comparacao entre niveis de P, ndo diferem
entre si pelo teste DMS (p=< 0,05). Coeficiente de variacdo= 16,1.

Diferente do esperado, os trés mutantes apresentaram reducdo no
CRP quando se adicionou organofosfatos no meio com suprimento normal de
P (Tabela 8 e Figura 1). Nos tratamentos +P/+RNA e -P/-RNA, p23 e p37
tiveram CRP menor que o de p9, evidenciando que 0os mutantes possuem

respostas de desenvolvimento radical e mutacdes distintas entre si. Da
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mesma forma que verificado em COL, os mutantes possuem CRP mais curto
sob condicbes limitantes de P (-P e -P/+RNA) em relacdo a condicdo com

presenca de P (+P/-RNA).

|

FIGURA 1. Desenvolvimento radical oito dias apés a germinacdo de quatro
genotipos de Arabidopsis thaliana em quatro meios de cultura da
formulacdo MP, onde +P= 1,0 mM e +RNA= 0,6 mg mlI™.
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Entre formas de suprimento de P e/ou organofosfatos em cada
genadtipo, constatou-se que o maior CRP ocorre em +P/-RNA, independente
do genotipo avaliado. No ecotipo COL, a presenca de P no meio de cultura
resultou em CRP maior que o da condicdo com deficiéncia de P,
independente da presenca de organofosfatos (Tabela 8 e Figura 1). Além
disso, em COL a menor raiz primaria ocorreu sob deficiéncia completa de P
(-P/-RNA). Esta resposta ja era esperada, uma vez que na presenca de RNA
no meio, COL tem habilidade de fazer uso de parte do fosforo constituinte do
RNA, através da acdo de enzimas secretadas pelas raizes, que auxiliam no
processo de degradacao destes compostos.

Por outro lado, ao contrario do esperado, ndo houve variacdo no
desenvolvimento radical de p23 e p37 nos tratamentos +P/+RNA, -P/+RNA e
-P/-RNA (Tabela 8). Este resultado evidencia que estes dois mutantes nao
sdo capazes de perceber a presenca do RNA no meio de cultura, portanto
sendo mutantes insensiveis a presenca de organofosfatos no meio, como
também previamente reportado por PINTO (2005) quando conduziu estudos
com estes dois mutantes.

Além destas evidéncias, nos trés mutantes, mas especialmente em p9,
houve diferenga no desenvolvimento radical entre todos os tratamentos de P
adotados, sendo sempre o menor CRP verificado em -P/+RNA e o0 maior em
+P/-RNA. Curioso e ndo esperado é que o CRP no meio +P/+RNA em p9, p23
e p37 é, respectivamente, 70, 56 e 51 % menor que o0 obtido em +P/-RNA,
diferindo muito da resposta obtida em COL.

Esperava-se que, no meio com alto suprimento de P (2,5 mM)

acrescido de RNA (+P/+RNA), que o sistema radical dos mutantes se
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desenvolvesse de modo similar ao da condicdo +P/-RNA conforme verificado
em COL. Estes dados sugerem que as mutacdes presentes em p9, p23 e p37
sensibilizem a planta a algum intermediario da hidrolise do RNA, o qual causa
inibicdo severa no crescimento radical. Para p9, essas evidéncias também s&o
parcialmente suportadas nos meios deficientes em P (-P/+RNA e -P/-RNA),
nos quais a presenca de acidos nucléicos no meio inibiu seu desenvolvimento
radical em 46 %.

Na parte aérea das plantas verificou-se diferencas marcantes no
crescimento e na coloracdo destas quando crescidas em meio -P/-RNA e
-P/+RNA (Figura 1). A maior alocacdo de fotoassimilados e, portanto de
massa seca para a parte aérea na presenca de acidos nucléicos, sugere que
as plantas estejam obtendo P desta fonte, pelo menos parcialmente. Outra
possibilidade é que a presenca do RNA ou algum outro composto de sua
hidrolise sinalize para mudanca na alocacao dos fotoassimilados do sistema
radical para a parte aérea.

Outra avaliacdo realizada neste estudo foi 0 acimulo de amido na parte
aérea, contudo apenas no controle positivo (+P/+RNA). Avaliagcdes nos
demais tratamentos foram procedidas por PINTO (2005) ao trabalhar com
estes mutantes, sugerindo ndo ser necessario refazer esta analise. No estudo
de PINTO (2005), em meio -P/+RNA COL e p23 ndo apresentaram acumulo
de amido, enquanto p9 e p37 tiveram acumulo de amido nesta condicao.

No presente estudo, no tratamento +P/+RNA, nenhum dos gendtipos
apresentou acumulo de amido na parte aérea (Figura 2). Apesar da presenca
do RNA no meio +P ter sido prejudicial ao desenvolvimento radical dos

mutantes, especialmente de p9, néo foi verificado acumulo de amido, na parte
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aérea (Figura 2). Estes dados suportam a idéia de que a presenca do RNA
nao afeta a percepcao e uso do P presente no meio de cultura pelas plantas.
Ainda considerando os dados de PINTO (2005) e os obtidos no presente
estudo, ha evidéncias de que apesar do maior crescimento da parte aérea de
p9 e p37, estes ainda estariam sob deficiéncia de P.

Dos trés mutantes, a resposta mais contrastante ocorreu em p9, pois a
presenca do acido nucléico (RNA) afetou negativamente o desenvolvimento
radical em ambos os suprimentos de P (+P e -P). Em p23 e p37 também
houve reducdo no CRP com presenca de acidos nucléicos no meio de cultura,
porém essa reducdo foi menos expressiva nestes dois mutantes, quando
comparada ao efeito verificado em p9. Em principio, considerou-se a
possibilidade da presenca de algum contaminante no meio de cultura
+P/+RNA, o qual poderia ter sido fornecido via acido nucléico e, desta forma,
prejudicar o desenvolvimento normal do mutante. Entretanto, esta hip6tese foi
em principio descartada, porque antes de fazer uso do RNA no meio, este
passa por processo de lavagem/limpeza com solucédo de fenol e cloroférmio
para remocdo de contaminantes, seguido de permeacdo em coluna
cromatografica, conforme descrito no item 3.3.2. Além disso, nao foi
observado efeito negativo em COL, 0 que ocorreria se o efeito se devesse a
algum contaminante. Especula-se que p9 tenha habilidade de secretar
enzimas capazes de atuarem na degradacdo de organofosfatos, similar ao
gue ocorre em COL, e neste caso, algum subproduto desta degradacéo
poderia ser toxico ou ter algum efeito sinalizador, afetando a alocacéao e seu

desenvolvimento.
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p9 p23 p37 COL

FIGURA 2. Auséncia de acumulo de amido na parte aérea em quatro
genotipos de Arabidopsis thaliana, 10 dias ap6s emergéncia, em
meio de cultura da formulacdo MP com suficiéncia de fésforo
(+P= 1,05 mM) e com organofosfatos (0,6 mg de RNA ml™).

Os dados apresentados demonstram que a presenca do RNA no
meio de cultura afeta o padrdo de crescimento normal das raizes dos
mutantes, como pode ser observado no controle experimental positivo
(+P/+RNA). Além disso, como este mesmo efeito ndo ocorreu em COL,
especula-se que este comportamento relaciona-se a mutacdo presente nos
mutantes, ja que o efeito negativo do RNA na presenca de P é mais
expressivo em p9 (70%), p23 (54%) e p37 (51%) em relagédo a COL (3%).

Por outro lado, em funcédo destes efeitos negativos da presenca de
organofosfatos (RNA) no desenvolvimento radical dos mutantes, poder-se-ia
supor que estas plantas estivessem acionando algum sistema de resgate a P,
ja que estas plantas devem estar sob deficiéncia de P. Entretanto, o ndo
acumulo de amido na parte aérea em nenhum dos genotipos, rejeita esta
premissa. Desta forma, fica reforcada a especulacdo de que algum
componente da hidrélise do RNA afete o comportamento dos mutantes,
especialmente p9, porém néo COL.

Em trés dos quatro tratamentos de P e RNA deste mesmo estudo,

ainda avaliou-se a divisdo celular no apice radical através do transgene
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CycB1::GUS no ecétipo COL e no mutante p23. Nestas plantas transgénicas,
€ possivel observar a ocorréncia de divisdo celular no meristema radical,
guando estes estdo submetidos a meios de cultura distintos (Figura 3).
Quando ha suficiéncia de P (+P/-RNA), ambos 0s genétipos apresentam
intensa divisao celular entre sete e 11 dias de crescimento, demonstrando que
a raiz continua em desenvolvimento (Figura 3). Entretanto, sob limitacdo de P
(-P/+RNA) ou auséncia total deste (-P/-RNA), COL continua apresentando
intensa atividade de diviséo celular entre sete e nove dias, porém ha reducéo
consideravel para o 11° dia no meio -P/-RNA, embora ainda seja visivel

ocorréncia de divisdo celular radical.

+P/-RNA -P/+RNA
(DAE) COL p23

FIGURA 3. Efeito da disponibilidade de fésforo na cinética da expressao de
CycB1::GUS na raiz primaria de dois genétipos de Arabidopsis
thaliana crescidos em meio de cultura MP com contrastes no

suprimento de fésforo (+P, -P/+RNA e -P) durante oito dias. DAE=
dias ap6s emergéncia.
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Por outro lado, a medida que a raiz permanece mais dias nos meios
sob limitacdo de P, h& intensa reducéo na divisdo celular no mutante p23, a
gual é praticamente ausente apds nove dias de tratamento (Figura 3). Ainda
neste mutante, com reducédo da divisdo celular no meristema radical, iniciam-
se divisdes em células do periciclo da raiz primaria, resultando na emisséo de
raizes secundarias e terciarias, as quais sao curtas e pouco longevas.

Desta forma, a arquitetura radical de p23 fica completamente alterada,
com emissao de grande numero de raizes laterais, porém o comprimento
destas parece ser pouco efetivo em termos de absor¢cédo de nutrientes, ja que
a planta continua emitindo uma apés a outra, 0 que deve gerar grande
demanda por energia dos fotoassimilados, porém sem retorno efetivo a planta.
Comportamento similar ao de p23, ou seja, emissdo desordenada de raizes
laterais e pouco longevas também foi reportado por DELATORRE (2009) ao
estudar respostas de pdr2 a limitacdo por P. Isso sugere que ambos os
mutantes podem apresentar mutacbes em rotas similares em resposta a
deficiéncia por P, porém estudos mais conclusivos sdo necessarios.

Por terem sido isolados em condicao limitante de P, os trés mutantes
podem apresentar resposta distinta ao suprimento de niveis de P. Assim,
conduziu-se estudo de avaliacdo da dose resposta a P, com intuito de
estabelecer até quais niveis de P a planta incrementa o desenvolvimento
radical e se o padrédo dos mutantes difere daquele de COL. Neste estudo, o
CRP variou em funcédo da interacdo dupla de genotipos e niveis de P (Tabela
9). Entre gendtipos, COL teve o maior CRP em relagdo aos mutantes em

estudo, independente do nivel de P.
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No mesmo nivel de P, o CRP dos mutantes sempre foi menor que o de
COL. p23 e p37 tiveram desenvolvimento radical similar entre si e sempre
menor que o de p9 e de COL, independente do teor de P (Tabela 9). Com
isso, pode-se dizer que o sistema radical destes dois mutantes €
constitutivamente menor que o de COL e de p9, independente do nivel de P.
Apesar deste resultado, ambos demonstram resposta ao aumento nos niveis
de P, porém em escala inferior a de COL e de p9, justificando portanto, serem
classificados como mutantes de P, e como demonstrado anteriormente,
também sdo insensiveis a presenca de organofosfatos no meio de cultura

(Tabela 8).

TABELA 9. Comprimento da raiz primaria oito dias apés germinacdo em
funcao de interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana e
niveis de fésforo (P) em meio de cultura MP.

Niveis Genotipos

de P (uM) COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

0 E 225 a* F 1,03 b C 046 c B 0,50 c
25 D 3,81 a E 156 b BC 0,57 c B 055 c
50 C 420 a D 3,03 b B 0,71 c B 0,65 c
100 B 562 a C415 b B 0,86 c B 0,82 c
250 A 6,66 a B 538 b B 0,78 d A 139 c
500 A 6,82 a A 6,06 b A 156 c A 169 c
1000 A 6,67 a A 635 b A 131 d A 168 c

* Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacao entre niveis de P, ndo diferem
entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variagdo= 11,6.
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Entre niveis de P, COL e p37 incrementaram o CRP até 250 uM de P,
enquanto em p9 e p23 essa resposta ocorreu até 500 uM de P (Tabela 9).
Contudo, plantas de p37 ndo conseguiram distinguir niveis de P entre zero e
100 pM, enquanto em p23 esse comportamento ocorreu entre 25 e 250 uM.
Diferente de p23 e p37, o0 ecotipo COL e o mutante p9 conseguiram perceber
inclusive a presenca dos menores teores de P no meio de cultura (25 uM). A
razao entre maior e menor CRP de cada gendtipo é similar em COL (3,0) e os
mutantes p23 (3,8) e p37 (3,3), ao passo que em p9 essa razao € de 6,1.

Estes dados obtidos em condicdo de meio MP demonstram que em
meio com estas caracteristicas, p9 € o mutante mais responsivo ao
incremento nos niveis de P e, desta forma, o mais dependente da presenca
de P no meio de cultura para seu pleno desenvolvimento. Por outro lado, p23
e p37 possuem problema na resposta a baixos teores de P no meio de
crescimento. Assim, pode-se especular que a mutacdo de p23 e p37 pode
relacionar-se a defeitos na percepcdo do P no meio externo, além de sugerir
alteracdes em transportadores de P de alta afinidade. Por outro lado, em p9
os dados sugerem que os transportadores de alta e baixa afinidade funcionam
normalmente.

Este estudo de dose resposta a P também foi conduzido para a
formulag&o comercial, meio %2 MS. O desenvolvimento radical também variou
em funcédo da interacdo dupla de genotipos e niveis de P, a exemplo do
verificado no meio MP. Entretanto, no meio %2 MS o comportamento dos
genatipos, especialmente COL e p9, foi mais irregular, verificando-se diversas
respostas ndo esperadas. Entre estas esta o CRP de p9 ser similar ao de COL

entre 0 e 50 uM e em 500 e 1000 pM e ainda mais surpreendente, ser maior
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que o de COL em 100 e 250 puM (Tabela 10). Em contrapartida, p23 e p37
continuaram apresentando raizes de tamanho similar entre eles e mais curtas
gue as de COL e p9, independente do nivel de P, a exemplo do verificado no

meio MP (Tabela 9).

TABELA 10. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcdo de interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis de fosforo (P) em meio de cultura ¥2 MS.

Niveis Genotipos

de P (uM) COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

0 F 1,18 a* E 136 a B 042 b B 048 b
25 E 150 a D 168 a ABO060 b AB 0,64 b
50 D 181 a D 178 a ABO61 b A 069 b
100 D 2,09 b C 322 a A 0,70 c A 0,72 c
250 C 240 b BC 3,29 a A 0,76 c A 0,70 c
500 B 3,36 a B 35 a ABO061 b AB 0,67 b
1000 A 424 a A 427 a A 0,75 b A 0,79 b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacao entre niveis de P, ndo diferem
entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variagdo= 10,9.

Estes dados de p9 podem indicar que este mutante tem sensibilidade
diferenciada a presenca de aménio no meio de cultura, relativamente ao
ecotipo COL, pois este mutante tem comportamento bastante distinto entre os
meios MP e % MS. Entretanto, como descrito posteriormente (Tabela 17), no
estudo de niveis de amoénio, considerando-se o0 maior e menor CRP obtido,

verificou-se que em p9 essa relacao é proxima de 4x, enquanto em COL é de
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apenas 2,2x, ou seja, p9 demonstra ser mais sensivel e responsivo a
presenca de amonio no meio de cultura em relacédo a COL.

Por outro lado, p23 e p37 ndo conseguiram distinguir a presenca de
niveis de P entre 25 e 1000 uM (Tabela 10), exacerbando o comportamento
verificado no meio MP (Tabela 9). O incremento no CRP entre niveis extremos
de P, 1,8 e 1,6x para p23 e p37, respectivamente, foi apenas metade do
verificado no meio MP. Assim, reforca-se a hipotese destes dois mutantes
apresentarem defeitos em transportadores de P e/ou na percepcdo do P do
meio externo. O ec6tipo COL e o mutante p9 apresentaram aumento do CRP
com aumento dos niveis de N, similar aquele obtido no meio MP. Entretanto, o
desenvolvimento radical final foi menor para ambos no meio 2 MS e o
incremento entre os niveis extremos de P foi de 3,6x em COL (similar ao meio
MP) e 3,1x em p9, cerca de metade do obtido em meio MP (Tabelas 9 e 10).

Os experimentos de dose resposta a P reforcam evidéncias de que nao
€ possivel adotar o meio Y2 MS indiscriminadamente, especialmente em
condi¢cBes com presenca de baixos niveis de P ou de sua total auséncia. O
fato de p9 e COL apresentarem CRP similar nos menores niveis de P do meio
% MS, faria com que este mutante ndo tivesse sido selecionado como
mutante de P. Fato similar poderia ter ocorrido com p23 e p37 por ocasido de
sua selecédo, pois embora haja diferenca significativa entre 0 e 100 e 0 e 50
MM de P, respectivamente, em termos absolutos a variagdo de CRP entre os
niveis extremos de P € apenas proxima a 0,3 cm (Tabela 10). Assim, pode-se
dizer que o meio Y2 MS causa reducdo do crescimento potencial da raiz
primaria de COL, cujos efeitos podem ser causados pelos fatores

anteriormente citados ou ainda combinados com deficiéncias ou toxidez
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causadas por outros nutrientes constituintes dos meios MP e ¥2 MS, conforme

apresentado na Tabela 1.

4.2 Resposta a deficiéncia nutricional distinta de fosforo

Os resultados apresentados direcionam para que 0s mutantes sejam
classificados como mutantes de P devido as suas respostas em relagdo a
deficiéncia no suprimento de P. Entretanto, apesar destas evidéncias, também
foi necessario avaliar se 0 menor desenvolvimento radical verificado nesta
condicdo é especifico a deficiéncia de P ou se ainda ha efeito de outra
limitacdo nutricional isolada ou mesmo interacao de nutrientes. Este estudo foi
conduzido sob condi¢édo de suficiéncia de P (+P= 1,0 mM) e sem suprimento
de P (-P= 0,0 mM), neste caso, havendo dupla deficiéncia. As deficiéncias
nutricionais avaliadas foram as de N, Fe, K e S.

Em ambas as condicfes (+P e -P), consideradas estudos separados, o
desenvolvimento radical variou em funcdo de gendtipo (Tabelas 11 e 12 e
Figuras 4, 5, 6 e 7). Sob condicao de alto P e com deficiéncia de N, o CRP de
p23 e p37 foi similar ao de COL, portanto havendo, resgate do fenétipo de
COL nestes dois mutantes, enquanto o de p9 foi menor relativamente aos
demais genotipos (Tabela 11 e Figuras 4 e 5). Sob deficiéncia de Fe, p9 teve
desenvolvimento radical similar ao de COL, havendo assim, resgate de
fendtipo de COL neste mutante, enquanto p23 e p37 apresentaram raizes

mais curtas que as de COL.
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TABELA 11. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcéo de deficiéncias nutricionais distintas de fésforo, em meio
de cultura MP com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM).

Nutriente Genotipos

nao suprido COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz priméria (cm)

Controle 6,67 a 6,35 b 1,31 d 168 c
Nitrogénio 2,22 a* 133 b 1,96 a 2,11 a
Ferro 6,40 a 6,29 a 212 b 195 b
Potassio 183 a 093 b 0,97 b 095 b
Enxofre 7,53 a 573 b 1,18 c 133 c

* Médias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem pelo teste Duncan (p< 0,05).
Coeficientes de variagdo: N=9,3; Fe=10,6; K=11,3 e S=9,4.

Por outro lado, nas condi¢cdes com deficiéncia nutricional por K ou S, os
trés mutantes apresentaram CRP menor que o de COL (Figura 5). Estes
resultados demonstram que a mutacao de p23 e a de p37 podem ser também
relacionadas a N, enquanto a de p9 pode relacionar-se a Fe, respostas estas
gue ndo eram esperadas em razdo da forma como foi realizada a selecao.
Para confirmar ou rejeitar estas hipéteses, outros estudos foram conduzidos,

cujos resultados séo apresentados na sequéncia.
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FIGURA 4. Desenvolvimento radical oito dias apds a germinacdo de quatro
genotipos de Arabidopsis thaliana em meio de cultura MP sem
suprimento de nitrogénio (-N) ou ferro (-Fe), em meio com
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM).
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FIGURA 5. Desenvolvimento radical oito dias apds a germinacdo de quatro
gendtipos de Arabidopsis thaliana em meio de cultura MP sem
suprimento de potassio (-K) ou enxofre (-S), em meio com

suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM).
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p37 p23 p9 COL

FIGURA 6. Desenvolvimento do sistema radical oito dias apés a germinacao
de quatro gendétipos de Arabidopsis thaliana em meio de cultura
MP sem suprimento de nitrogénio (-N), ferro (-Fe) ou potassio (-K),
sob auséncia de fésforo (-P= 0,0 mM).
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FIGURA 7. Desenvolvimento do sistema radical oito dias apés a germinacao
de quatro gendétipos de Arabidopsis thaliana em meio de cultura
MP sem suprimento de enxofre, sob auséncia de fésforo (-P= 0,0
mM).
Na condigdo com dupla deficiéncia nutricional, -P e ainda auséncia de
N, Fe, K ou S, em valores absolutos, as raizes primarias mais longas foram
verificadas no meio -P/-Fe, enquanto as mais curtas no -P/-K (Tabela 12 e
Figuras 6 e 7). Nos meios -P/-N e -P/-Fe, p9 e COL apresentaram CRP similar
entre si e maior que o de p23 e p37, sendo que estes dois Ultimos também
ndo diferiram entre si (Tabela 12 e Figura 6). A remocao de N néo foi capaz
de resgatar o fenétipo de p23 e p37 na auséncia de P, diferindo do verificado
na condigdo com presenca de P (Tabela 11). Assim, o resgate do fendtipo
radical de COL nestes dois mutantes é dependente da presenca de P. Além
disso, mesmo na auséncia de P, a supressdo do Fe do meio de cultura
possibilitou desenvolvimento adequado de COL e p9, reforcando a hipétese
de p9 também ser mutante de Fe, portanto da interacéo P x Fe.

Em contrapartida, no meio -P/-K, os trés mutantes ndo diferiram entre

si, porém o sistema radical destes se desenvolveu menos que o de COL,
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evidenciando que essa dupla deficiéncia causa forte inibicdo do
desenvolvimento radical, seja através de menor atividade mitética ou via
menor elongacao celular. Sob meio -P/-S, o maior CRP ocorreu em COL e o
menor nos mutantes p23 e p37, sem que estes diferissem entre si, enquanto
p9 teve raiz primaria com tamanho intermediario & COL e p23 e p37 (Tabela
12 e Figura 7). Desta forma, estas duas deficiéncias duplas de nutrientes,
-P/-K e -P/-S, demonstram néo estar relacionadas a mutacédo presente nos
mutantes em estudo. Por outro lado, para as condicbes -P/-N e -P/-Fe ha
evidéncias de que o desenvolvimento radical € dependente da interacao
nutricional destes. A confirmacdo ou ndo destes resultados serd melhor

explorado em experimentos descritos posteriormente.

TABELA 12. Comprimento da raiz primaria em quatro genotipos de
Arabidopsis thaliana oito dias apés germinacdo em funcgéo de
deficiéncias nutricionais distintas de fosforo, em meio de
cultura MP sem suprimento de fésforo (-P= 0,0 mM).

Nutriente Genotipos

néo suprido COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

Controle 2,25 a 1,03 b 0,46 c 0,50 c
Nitrogénio 199 a* 1,78 a 1,38 b 1,36 b
Ferro 535 a 527 a 1,26 b 155 b
Potéassio 0,95 a 0,59 b 0,37 b 0,34 b
Enxofre 2,85 a 1,88 b 0,48 c 0,47 c

* Meédias seguidas de letras iguais na linha ndo diferem pelo teste Duncan (p< 0,05).
Coeficientes de variagdo: N=10,3; Fe=9,4; K=11,2 e S=9,9.
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Um aspecto interessante em ambos os estudos (+P e -P) de deficiéncia
nutricional distinta de P, € que o desenvolvimento da parte aérea parece nao
ser afetado pela auséncia do suprimento de N, Fe, K e S, independente da
condicdo de P (Figuras 4, 5, 6 e 7). Assim, o efeito da auséncia de algum
destes nutrientes tém efeito marcante sobre o desenvolvimento do sistema
radical e, portanto, foi acertada a estratégia de focar as analises deste estudo

apenas na avaliacdo do CRP.

4.3 Estudos de transferéncia de plantas entre meios de cultura:
analise de divisdo celular e crescimento radical apdés a
transferéncia

Inicialmente o objetivo deste estudo era avaliar somente o efeito da

deficiéncia de P apods as plantas crescerem em ambiente com suficiéncia de P
(1,0 mM). Entretanto, no decorrer das andlises e obtencdo dos resultados,
verificou-se que além do efeito de P no comprimento da raiz primaria e na
arquitetura radical, o N também afeta o padrdo de crescimento de COL e dos
mutantes. Assim, os estudos de transferéncia de plantas entre meios de
cultura foram desenvolvidos sob dois enfoques, um com alteracdo na
disponibilidade de P e outro com mudangas no fornecimento de N.

E importante ressaltar que as analises nestes ensaios ndo foram
realizadas com todos os mutantes, em geral sendo apresentados resultados
para o ecotipo COL e mais um mutante. No caso de p9, ocorreu selecéo
equivocada da linhagem CycB1::GUS, levando a nao existéncia de padrdo

entre as plantas em anélises na linhagem adotada nos estudos conduzidos.

Desta forma, optou-se por descartar as analises relacionadas a cinética de
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expressao deste gene e reiniciar a obtencdo de linhagem com padrdo mais
satisfatorio. Fato semelhante ocorreu com p23 para a cinética de expressao
do gene QC25::GUS, sendo as andlises igualmente descartadas e reiniciada a
selecao de outra linhagem mais homogénea.

Além destes inconvenientes com p9 e p23, nos primeiros estudos
conduzidos com p37, constatou-se que Havai mistura de sementes de
procedéncias distintas, pois sementes coletadas das mesmas plantas
resultavam em plantas com fendétipo radical curto e em outras em raizes
longas. Com isso, como previamente reportado neste trabalho, houve
necessidade de fazer sua re-selec¢édo, assim como de todos os cruzamentos
pertinentes para eliminar outras mutacdes, retardando consideravelmente os
cruzamentos com as plantas transgénicas. Desta forma, ndo houve tempo
habil para obtencdo de linhagens suficientemente homozigotas para a
mutacao e a presenca do transgene e, desta forma, as incluir nestas analises.

Por outro lado, estas limitacbes no uso de mais genotipos nas analises
ocorreram apenas nos estudos de andlise da expressao génica in situ, neste
caso os relacionados a limitacdo de P. Assim, todos os mutantes foram
avaliados nos estudos relacionados a deficiéncia por N, ja que as avaliacfes
foram direcionadas a parte fenotipica, ndo sendo necessario ter linhagem
homozigota do cruzamento dos mutantes com as linhagens transgénicas.

No estudo relativo a transferéncia para meio com alteragcdo na
disponibilidade de P, as analises consistiram da avaliagdo da cinética de
expressdo de genes, adotando-se linhagem de gene com promotor fusionado
a marcadores. Com essa estratégia, ndo € necessaria extracdo de RNA e nem

analises de PCR, ja que se avalia a expressao in situ, no caso AtACP5::GUS,
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através de reacado histoquimica nos tecidos, conforme previamente reportado
no item 3.5, p.31.

Como esperado, a cinética de expressao do gene AtACP5 em COL, p9
e p23 aumenta a medida que a deficiéncia por P se prolonga (Figura 8). Este
gene (AtACP5) codifica uma fosfatase acida induzida durante a deficiéncia de
P (DEL POZO et al., 1999). Dentro do esperado, em nenhum dos genétipos
verificou-se expressao de AtACP5::GUS quando as plantas cresceram em
meio de cultura completo (Figura 8). Entretanto, quando as plantas foram
transferidas do meio +P ao -P, mesmo apenas dois dias apds esta
transferéncia ja foi possivel verificar inicio de expressao deste gene em p9. A
inducao deste gene foi ainda mais nitida a partir de trés dias da transferéncia
para os mutantes p9 e p23, enquanto em COL é verificada expressao bem
reduzida. Além disso, a partir do quarto dia, este gene é mais induzido em p23
em relacdo a p9 e a COL, sendo que estes dois Ultimos apresentaram padrao
de expresséao similar entre si em todo periodo avaliado (Figura 8).

Quando estes genotipos foram transferidos do meio +P ao meio
-P/+RNA, a expressdo de AtACP5::GUS foi menos intensa relativamente
aquela da transferéncia para -P. Excecdo ocorreu em p23, que apresentou
expressdo similar entre os meios -P/+RNA e -P, igualmente apresentando
forte indug&o entre o terceiro e quarto dia apos transferéncia (Figura 8). Por
outro lado, em COL a expressao deste gene € praticamente ausente, mesmo
oito dias apos transferéncia, enquanto em p9 ocorre pequena inducdo apos
guatro dias de transferéncia para -P/+RNA, a qual se mantém estavel até oito

dias de transferéncia (Figura 8).
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FIGURA 8. Efeito da disponibilidade de fosforo na cinética da expressdo de
AtACP5::GUS na raiz primaria de trés genotipos de Arabidopsis
thaliana crescidos por cinco dias em meio de cultura MP com
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM) e ap0os transferidos para meio
sem suprimento de fosforo (-P= 0,0 mM) ou com limitagdo deste
(-P/+RNA) durante oito dias. DAT= dias apos transferéncia.
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Estes dados, demonstram que quanto maior a expressao deste gene,
potencialmente maior é a quantidade de P disponibilizado a partir dos acidos
nucléicos presentes no meio de cultura, ja que o produto da expressao de
ACP5 é capaz de atuar na degradacao de acidos organicos, neste caso por
exemplo o RNA do meio -P/+RNA. E importante ressaltar, que durante o
desenvolvimento da presente tese nao foi realizada nenhuma avaliacéo direta
da quantidade de P disponibilizado desta forma, aspecto que devera ser
contemplado na continuacdo dos estudos com 0s mutantes, espcialmente
com p23, que foi 0 que apresentou maior nivel de expressao do referido gene.

Outro gene que teve sua expressao in situ avaliada foi QC25::GUS, o
gual relaciona-se as células do centro quiescente (CQ) no meristema radical.
Esta regido tem sido considerada importante no entendimento de como as
plantas respondem a estresses como a limitacéo por P. ISso ocorre porque em
arabidopsis engloba apenas quatro células, as quais sdo indiferenciadas e
consideradas as células tronco vegetais e sdo circundadas por primordios de
células meristematicas (SABATINI et al., 2003; NAWY et al., 2005 ). Assim,
podem dar origem a qualquer tipo de célula dependendo do estimulo ou sinal
gue recebem, evento que segundo TICCONI et al. (2009) visualiza ser ainda
mais relevante e decisivo na sobrevivéncia da planta durante estresses.

Em ambos os gendétipos (COL e p9), houve expressao deste gene no
tratamento com suficiéncia de P. Apos transferéncia de plantas para meio -P
ou -P/+RNA, houve pequena alteracdo na expressao deste gene no ecotipo
COL, ocorrendo reducéao desta a partir do sexto dia (Figura 9). Por outro lado,
em p9 verificou-se alteracdo no padrdo de expressdo desse gene entre 0S

dois meios de cultura. Em meio -P, a expressao diminuiu a partir do segundo
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dia da transferéncia, culminando na exaustdo completa do CQ entre quatro e
seis dias apos a transferéncia (Figura 9). Além disso, a transferéncia ao meio -
P/+RNA acelerou ainda mais o consumo do CQ em p9. Entre um e dois dias
apos a transferéncia, observou-se reducdo na expressdo de QC25::GUS e

auséncia total desta entre trés e quatro dias.
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FIGURA 9. Efeito da disponibilidade de fésforo na cinética da expressao de
QC25::GUS na raiz primaria de dois genétipos de Arabidopsis
thaliana crescidos durante cinco dias em meio de cultura MP com
suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM) e apds transferidos para meio
sem suprimento de fésforo (-P= 0,0 mM) ou com limitacdo deste
(-P/+RNA) durante oito dias. DAT= dias apds transferéncia.

Em consonéncia com atividade de QC25::GUS em COL estd a de
CycB1::GUS. A medida que aumenta o tempo de exposicdo de COL a

deficiéncia total de P ocorre reducao gradual na diviséo celular, visivel através
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da menor intensidade da coloracdo azulada na regido meristematica (Figura
10). Por outro lado, em ambiente -P/+RNA, este gendtipo ndo apresentou
alteracdo na atividade de divisdo celular com incremento no tempo de
exposicado a este ambiente. Assim, COL demonstra ter habilidade de obter,
pelo menos parte do P necessario aos processos de desenvolvimento da
planta, através da fonte de P ndo prontamente disponivel (RNA).

Embora em p23 néo se tenha dados da atividade de QC25::GUS, neste
mutante verificou-se reducdo na atividade de CycB1l::GUS a medida que
aumenta o tempo de exposi¢cao aos ambientes com auséncia de P, a exemplo
de COL (Figura 10). Entretanto, em p23 a redugcédo na expressao desse gene
ja foi expressiva um dia apds transferéncia para -P, enquanto a partir do
guarto dia apés a transferéncia ndo tenha sido verificada divisdo celular
(Figura 10). Ainda em p23, no meio -P/+RNA, a atividade de CycB1::GUS no
primeiro dia apos transferéncia é similar aguela do ambiente +P, porém reduz
a partir do segundo dia, sendo ainda menor a partir do quarto (Figura 10).
Entretanto, diferente da condicdo de auséncia de P, aos seis dias apds a
transferéncia para meio -P/+RNA ainda foi possivel observar expressao de
Cyc::B1::GUS em p23. Estes dados podem sugerir que p23 também pode ser
capaz de mobilizar parte do P presente no RNA, a exemplo do que ocorre

com COL.
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FIGURA 10. Efeito da disponibilidade de fosforo na cinética da expresséo de
CycB1::GUS na raiz primaria de dois gendtipos de Arabidopsis
thaliana crescidos durante cinco dias em meio de cultura MP
com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM) e apds transferidos para
meio sem suprimento de fésforo (-P= 0,0 mM) ou com limitacao
deste (-P/+RNA) durante seis dias. DAT= dias apoés transferéncia.

Um controle importante e que demonstra a efetividade dos tratamentos

propostos nestes estudos com marcadores € que sob condi¢cfes de suficiéncia
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de P tanto nos mutantes quanto em COL ndo se observou diferencas de
comportamento, independente do marcador analisado. Com isso, 0s
resultados verificados nos tratamentos aplicados apos a transferéncia das
plantas sédo exclusivamente advindos desta condicdo, ndo sendo influenciados
pela condicdo ambiental anterior.

Em outra parte dos estudos de transferéncia de plantas, os mutantes
foram crescidos inicialmente em condicdo +P e, posteriormente transferidos
para meio -P ou -P/+RNA. Diferente dos estudos anteriores, onde se avaliou a
cinética de expressdo de genes marcadores, no presente estudo buscou-se
averiguar o crescimento da raiz primaria em dois momentos, ap6s quatro e
sete dias da transferéncia (4 e 7 DAT) de +P aos meios -P ou -P/+RNA.

Como ja apresentado, enquanto estiveram em meio +P, verificou-se
gue o CRP de COL e p9 sao similares e ambos diferem de p23 e p37, que por
sua vez nao diferem entre si (Tabelas 8 e 13). Em ambos os momentos de
avaliacdo do crescimento ocorrido apos transferéncia ao meio -P ou -P/+RNA
(4 e 7 DAT), portanto pode-se considerar este como continuacdo do
crescimento, ocorreu interacdo dupla de genoétipo e meio ao qual foram
transferidos (Tabela 13).

Em ambas as avaliacdes, 4 e 7 DAT, p9 e COL tiveram crescimento
radical continuado similar, independente do meio ao qual foram transferidos.
Aos 4 DAT, este crescimento em p9 foi 93% e 74% do CRP inicial e em COL
de 108% e 81%, respectivamente nos meios -P e -P/+RNA. Crescimento
radical ainda maior ocorreu 7 DAT, onde constatou-se 116% e 121% do CRP
inicial em p9 e 128% e 133% em COL, respectivamente nos meios -P e

-P/+RNA. Estes dados sugerem que COL e p9 apresentam crescimento
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radical similar apds serem transferidos para meio -P ou -P/+RNA,
independente do momento em que se fez a avaliacao.

Estes dados de crescimento radical continuado de p9 séo relativamente
inconsistentes com os da atividade de QC25::GUS neste mutante, pois h&
continuacdo de crescimento radical apos sua transferéncia para meio -P,
enquanto a atividade no centro quiescente reduz a partir do terceiro e é
ausente a partir do sexto dia da transferéncia (Figura 9). Entretanto, deve-se
lembrar que o crescimento radical ndo se da apenas pelo processo de divisao
celular, mas também via elongamento das células ja divididas, porém ainda
nao diferenciadas, cujo processo pode ser afetado pela sintese de
brassinosterdides. Neste sentido, dados de PINTO (2005) sugerem que a
medida que incrementa a intensidade da limitacdo por P, ou seja, a planta
passa da condicdo +P para a de -P/+RNA ou ainda para -P, ocorre menor
elongamento celular. Com isso, apesar da auséncia de atividade no CQ, pode
haver crescimento radical suportado via elongamento das células
anteriormente originadas, portanto justificando os dados verificados para p9.

Como esperado, em p23 e p37 a capacidade de crescimento apds a
transferéncia € mais limitada, independente do meio de cultura apresentar ou
nao P organico (RNA). Embora em menor grau que em p9, ambos os
mutantes apresentaram crescimento radical continuado apoés transferéncia
para meio deficiente em P, especialmente até 4 DAT. Este crescimento
continuado foi de 28% e 17% do CRP inicial em p23 e 78% e 38% em p37 aos
4 DAT, respectivamente nos meios -P e -P/+RNA. Aos 7 DAT constatou-se
49% e 17% do CRP inicial em p23 e 100% e 44% em p37, respectivamente

nos meios -P e -P/+RNA. Com isso, em ambos 0s meios p23 e p37 tiveram
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crescimento continuado efetivo da raiz primaria somente até 4 DAT, ja que

houve apenas pequena variacao entre 4 e 7 DAT.

TABELA 13. Comprimento da raiz primaria sete dias apos germinacao (0 dias
apos transferéncia - 0 DAT) e crescimento continuado da raiz
primaria aos quatro e sete dias apos transferéncia (4 e 7 DAT)
para meio de cultura MP com limitagdo de fosforo (-P ou
-P/+RNA), em funcdo da interacdo dupla de gendtipos de
Arabidopsis thaliana e tratamentos de fésforo.

Genadtipos
Tratamento
coL p9 p23 p37
Comprimento daraiz primaria 0 DAT (cm)

+P 3,02 a* 3,29 a 0,98 b 0,73 b

Crescimento continuado daraiz primaria 4 DAT (cm)
-P A 3,27 a A 3,09 a A 0,27 b A 057 b
-P/+RNA B 246 a B 243 a A 0,17 b B 028 b

Crescimento continuado daraiz primaria 7 DAT (cm)
-P A 3,86 a A381 a A048 b A 0,73 b
-P/+RNA A 403 a A3,98 a B0,17 b B0,32 b

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacdo entre tratamentos de P na
mesma caracteristica radical, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de
variacdo: 7,8, 9,8 e 11,1, respectivamente.

Os resultados destes dois mutantes reforcam aqueles verificados na
atividade de CycBl::GUS em p23 e sugerem que em p37 a atividade
meristematica de divisao celular seja similar a de p23. Contudo, vale salientar
gue em p37 nao foi realizada esta avaliacdo, sendo apenas uma especulacao
em razao do padrao similar deste ao de p23 em termos de crescimento apos a

transferancia para os meios deficientes em P. Segundo PINTO (2005), p37
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apresenta reducao de 57 % na divisdo celular em meio -P/+RNA em relacéo
ao ecotipo COL, enquanto em meio +P essa reducdo € de apenas 19 %
relativamente a COL.

Entre tratamentos de P, ocorreu comportamento similar entre o0s
genaotipos aos 4 e 7 DAT, com tendéncia de maior crescimento continuado no
meio -P em relacdo ao -P/+RNA. Aos 4 DAT para o meio -P, este crescimento
foi 33%, 27% e 103% maior que o obtido em -P/+RNA, respectivamente nos
genotipos COL, p9 e p37, enquanto em p23 ndo houve diferenca. Por outro
lado, aos 7 DAT o crescimento continuado de p9 e COL nao diferiu entre os
meios de cultura, ficando em torno de 4 cm por planta nos dois meios (Tabela
13). Em p23 e p37 este crescimento foi de 128% e 182% superiores em
ambiente -P relativamente ao -P/+RNA.

Estas diferencas de resposta entre os mutantes nos dois momentos de
avaliacdo, devem-se principalmente a auséncia de crescimento em p23 e p37
entre 4 e 7 DAT no ambiente -P/+RNA, ao contrario do verificado em -P. Por
outro lado, p9 teve crescimento continuado expressivo entre 4 e 7 DAT ao
meio -P/+RNA, evidenciando que neste ambiente ainda houve divisao celular
ou pelo menos elongamento celular, diferente de p23 e p37, que néao
recresceram. Entretanto, ressalta-se que nessa condicdo de experimentacao,
experiéncia prévia com +P e posterior transferéncia para meio limitante em P
(-P/+RNA), o RNA nédo foi toxico para p9, ao contrario do verificado
anteriormente (Tabela 8). Os dados destes estudos sugerem que O
crescimento inicial em ambiente +P ameniza o efeito negativo do RNA no
sistema radical de p9 e/ou ainda, talvez através de acumulo de P durante esta

fase para uso posterior, em eventual momento de deficiéncia/limitacao.
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Neste mesmo estudo, ainda avaliou-se o0 numero de raizes laterais
(NRL) emitidas apos transferéncia do meio +P aos deficientes em P. Da
mesma forma que verificado no crescimento continuado da raiz primaria, o
NRL variou em funcdo da interacdo dupla de genotipos e tratamentos de P
(Tabela 14). No dia da transferéncia aos meios deficientes em P, o NRL foi de
cerca de uma raiz lateral em cada raiz primaria, independente do gendtipo,
enquanto quantidade superior foi verificada 4 e 7 DAT, independente do meio

ao qual as plantas foram transferidas (Tabela 14 e Figuras 11 e 12).

TABELA 14. Numero de raizes laterais sete dias apds germinacdo (0 dias
apos transferéncia - 0 DAT) e aos quatro e sete dias apos
transferéncia (4 DAT e 7 DAT) para meio de cultura MP com
limitacdo de fosforo (-P ou -P/+RNA) em funcdo da interacdo
dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana e tratamentos de

fosforo.
Genadtipos
Tratamentos
CcOoL p9 p23 p37

Raizes laterais 0 DAT (n°)
+P 1,16 a* 1,18 a 1,00 a 1,07 a

Raizes laterais 4 DAT (n°)
-P A10,01 b B 11,16 a A472 c B 3,83 d
-P/+RNA B 567 b A1381 a A522 b A 527 b

Raizes laterais 7 DAT (n°)
-P A21,17 a B 21,83 a A1051 b A 10,15 b
-P/+RNA B17,67 b A 27,60 a B 7,55 c B 814 c

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacdo entre tratamentos de P na
mesma caracteristica radical, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de
variacdo: ODAT= 7,3, 4DAT=9,9 e 7DAT= 11,9.
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Aos 4 DAT ao meio -P, o maior NRL ocorreu em p9 e o menor em p37.
Nesta condi¢éo, COL e p23 que diferiram entre si, tiveram NRL intermediarios
aos de p9 e p37 (Tabela 14). No meio -P/+RNA, COL, p23 e p37 néo diferiram
entre si e tiveram cerca de 5 raizes secundarias por raiz priméria, enquanto p9
teve mais de 2,5x a quantidade de raizes laterais verificadas em p23 e p37.
Aos 7 DAT no meio -P, o NRL de p9 e COL nao diferiu, sendo ao redor de 21
raizes laterais por raiz primaria. Estes dois genétipos apresentaram mais de
2x 0 NRL obtido em p23 e p37, que também ndo diferiram entre si. Em
-P/+RNA, p9 teve NRL 56% superior ao de COL, enquanto p23 e p37 menos
da metade das obtidas em COL e ainda menos de 1/3 das de p9.

Entre meios de cultura, dentro de cada genoétipo, aos 4 DAT o
comportamento dos mutantes foi similar, sendo o maior NRL verificado no
meio -P/+RNA em relacéo ao -P, embora a diferenca ndo seja significativa em
p23 (Tabela 14). Em COL, o comportamento foi inverso, verificando-se 76%
mais raizes laterais em -P relativamente a -P/+RNA. Aos 7 DAT, o maior NRL
nos gendtipos COL, p23 e p37 ocorreu em -P, enquanto em p9 o maior NRL
foi verificado em -P/+RNA. Além disso, deve-se considerar o aumento
expressivo na emissao de raizes laterais entre 4 e 7 DAT, independente do
genotipo e tratamento de P (Tabela 14).

Em ambos os meios aos quais as plantas foram transferidas, pode-se
observar que em COL a maioria das raizes laterais emitidas ocorreu na parte
da raiz principal que se desenvolveu apoés transferéncia ao meio -P. Por outro
lado, em p23 e p37 a emissao de raizes laterais ocorreu predominantemente
na raiz principal desenvolvida ainda no meio +P, enquanto em p9 ao longo de

toda extenséo da raiz primaria (Figuras 11 e 12).
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COL

8 DAT

FIGURA 11. Desenvolvimento radical no ecétipo COL e mutantes p9, p23 e
p37, inicialmente crescidos em meio de cultura MP com
suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM) durante cinco dias (0 DAT)
e apo6s transferidos para meio com auséncia de fosforo (-P=

0,0 mM) durante oito dias (8 DAT). Pontos pretos ou linha vermelha
indicam o local a partir do qual ocorreu crescimento radical continuado
apos a transferéncia, entre 0 DAT e 8 DAT.
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Ainda se verificou comportamento distinto dos mutantes quando se
analisa o NRL emitidas por unidade de CRP, ou seja, a densidade de raizes
laterais. Estes dados, embora ndo diretamente apresentados, podem ser
constatados nas Figuras 11 e 12 e pela analise dos resultados das Tabelas 13
e 14. Enquanto o crescimento da raiz primaria e o NRL apoés a transferéncia
foram maiores em p9 relativamente a p23 e p37, estes dois Ultimos
desenvolveram maior numero de raizes laterais por unidade de CRP
comparativamente a p9. Isto demonstra que a atividade de divisdo celular ou
de elongamento celular, como possivelmente ocorre em p9, por unidade de
CRP em p23 e p37, sdo maiores do que as de p9, como também verificado
por ocasido dos estudos de cinética de divisdo celular para estes dois
mutantes. Ainda como observado e descrito anteriormente, em p23 e p37
ocorre inclusive emissédo de raizes terciarias e quaternarias. Comportamento
similar também foi reportado para pdr2 (DELATORRE et al.,, 2004) em
condi¢cBes contrastantes de suprimento de P.

Em conjunto, estes dados dos estudos de transferéncia de plantas
entre meios de cultura e avaliacdo do desenvolvimento radical e emissdo de
raizes secundarias, seguida de terciarias e ainda de quaternarias demonstram
gue esse processo € bastante complexo e ordenado. A emisséo de raizes
ocorre em momentos distintos, sendo que uma de grau superior somente é
emitida quando a de grau anterior ja comeca apresentar reducédo na divisdo
celular meristematica, similar ao observado em pdr2. Com isso, pressupde-se
gue a estratégia da planta seja de emissdo de maior niumero de possivel de
raizes laterais, visando possivelmente, melhor exploracdo do ambiente do

entorno e, desta forma obtencdo do nutriente faltante. Para tornar essa
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resposta ainda mais complexa, especula-se que haja também regulacéo
através de hormoénios, especialmente auxinas e citocininas, cujos efeitos

foram explorados em estudos posteriores.

8 DAT

FIGURA 12. Desenvolvimento radical no ecétipo COL e mutantes p9, p23 e
p37, inicialmente crescidos por cinco dias em meio de cultura MP
com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM) e transferidos para meio

com limitacdo de fosforo (-P/+RNA) por oito dias (8 DAT).
Desenvolvimento radical logo apds transferéncia (0 DAT) é o mesmo da
Figura 11.

Ao adotar esta estratégia de ajuste do sistema radical, no mesmo
tempo em que h& emissdo destas raizes de grau superior, as anteriores
entram em colapso, perdendo sua fungéo e razéo de existirem. Devido a sua
complexidade e necessidade de aporte de tecidos, esse processo demanda
energia consideravel, entretanto, sem chegar ao seu real objetivo que é o de

aumentar superficie de exploragdo do meio e contato com nutrientes e, assim,
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maior absorcao nutricional. Ainda pode-se especular que a reducéo da divisao
celular nas raizes de grau inferior seja o sinal indutor para emissao de outras
de grau superior. Neste caso, o mecanismo é desencadeado por alteracao
nos niveis hormonais que podem resultar em quebra da dominancia radical,
desta forma, induzindo formacéo de raizes novas.

Outra constatacdo importante destes estudos é que a atividade de
expressdo de QC25::GUS em COL corroboram com os do comportamento
deste gendtipo em outros estudos apresentados. Entre estes, o crescimento
de sua raiz primaria em meio -P, com cerca de 2 cm, enquanto os mutantes
crescem menos de 0,7 cm, além da existéncia de atividade meristematica no
CQ mesmo 8 DAT para meio -P ou -P/+RNA. Assim, a experiéncia prévia em
meio +P no ecotipo COL, possivelmente permite acumulo/armazenamento de
P nas células, o qual pode ser usado num eventual momento posterior de
excassez deste nutriente, como foi o caso do periodo que estas plantas
estiveram em ambiente com deficiéncia de P (-P e -P/+RNA). Por outro lado,
em p9, p23 e p37, este mecanismo de acumulo de P para uso posterior
parece ter sido afetado pela mutacéo. Isso € especialmente verdade em p23 e
p37, nos quais 0 crescimento continuado apos a transferéncia aos meios
deficientes em P foi muito pequeno, diferindo muito do padrao verificado em
COL. Em p9, observou-se crescimento radical similar ao de COL, embora a
atividade no CQ nado tenha sido consistente com este, fato que pode
relacionar-se ao maior elongamento celular, conforme observado por PINTO
(2005) para este mutante.

Além destes aspectos, chama atencdo o padrdo de expressao de

QC25::GUS de p9, diferindo do esperado e do obtido nas avalicdes de
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crescimento radical aos 4 e 7 DAT aos meios -P ou -P/+RNA. Como esse
crescimento foi de cerca de 4 cm em ambas as situacGes de P aos 7 DAT,
esperava-se que a atividade do CQ continuasse ativa, o0 que ndo ocorreu
(Figura 9). Como especulado anteriormente, mesmo que ndo tenha sido
verificada divisdo celular no meristema radical e nem atividade no CQ deste
mutante apods transferéncia das plantas do meio com suficiéncia de P (+P)
para os com deficiéncia de P (-P e -P/+RNA), ainda assim estes dados podem
ser consistentes. Isso porque o crescimento radical se d4 de duas formas,
formacdo de novas células, portanto divisdo celular, e ainda via elongamento
das células recém originadas e ainda nao diferenciadas, o qual pode ser
afetado pelo horménio brassinosterdide. Assim, mesmo que haja pouca
atividade de divisdo celular ou mesmo sua auséncia, a raiz pode continuar
crescendo por conta do elongamento das céluals mais jovens e nao
diferenciadas, desta forma suportando os dados obtidos para p9, a exemplo

do que foi reportado por PINTO (2005).

4.4 AlteracGes na arquitetura radical pela presenca de ferro sob
contrastes de fosforo
Reducdo no comprimento da raiz primaria e aumento no nimero de
raizes laterais sdo respostas classicas de plantas a deficiéncia nutricional por
P. Este comportamento é verificado em COL e nos trés mutantes em estudo,
porém a intensidade da reducdo é mais intensa nos mutantes. Além do P,
outros fatores (a)bidticos podem ser responsaveis por este fenotipo radical.
SVISTOONOFF et al. (2007) e WARD et al. (2008) demonstraram que o Fe é

um destes, sendo o desenvolvimento radical menor com o aumento da
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disponibilidade deste elemento. O efeito negativo do Fe no sistema radical é
agravado em ambiente deficiente em P. Ainda segundo os autores, nesta
condicdo ha reducdo na formacdo de quelatos entre Fe e P e, assim ha
aumento na disponibilidade de Fe, cujos niveis podem tornar-se toxicos a
planta e afetar o sistema radical.

Neste sentido, conduziram-se experimentos com o intuito de ajudar a
elucidar o efeito da interacdo P x Fe no desenvolvimento radical de
arabidopsis. Além disso, é importante caracterizar de que forma e em que
situacbes o Fe € mais efetivo na inibicho do desenvolvimento radical,
especialmente nos estudos de caracterizacdo dos mutantes.

Em termos de condi¢cdes experimentais, deve-se ressaltar que o nivel
de Fe nos dois meios de cultura previamente descritos e caracterizados é de
50 uM, em ambos na forma de Fe-EDTA (Tabela 1). Além disso, nos estudos
conduzidos para investigar a relacdo P x Fe, adotou-se o meio MP, por néo
possuir aménio como fonte de N em sua composicdo, o qual pode alterar o
efeito de Fe na raiz, como sera descrito e discutido. Com isso, a condicdo de
N nestes estudos relacionados a P e Fe ndo foi mantida constante.

Num dos estudos conduzidos, adotaram-se quatro niveis de Fe (0, 10,
50 e 100 uM) e quatro gendétipos de arabidopsis, COL e os trés mutantes. O
efeito de Fe foi ainda avaliado em duas condi¢des de P, uma com e outra sem
limitacdo, cada qual considerada estudo isolado. Em ambas as condicfes de
P, verificou-se interacdo dupla de niveis de Fe e gendtipos (Tabela 15).
Independente do nivel de Fe e da condicdo de P, COL apresentou maior CRP

relativamente aos mutantes.
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No experimento com suprimento de P (1,0 mM), p9 teve CRP maior
que p37, enquanto p23 teve o menor desenvolvimento de raiz, exceto na
auséncia de Fe (controle), onde p23 e p37 nado diferiram (Tabela 15). No
ambiente +P, dentro do mesmo genoétipo, COL e p9 tiveram melhor
desenvolvimento radical sob 50 uM de Fe, enquanto o menor CRP de COL
ocorreu sob auséncia de Fe e, em p9 em 0 e 100 uM de Fe. Diferente de COL
e p9, em p23 e p37 ocorreu reducdo no CRP a medida que incrementou o

nivel de Fe, entretanto sem que houvesse diferenca entre 50 e 100 pM.

TABELA 15. Comprimento da raiz primaria oito dias apds germinacdo em
funcdo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis de ferro (Fe) em meio de cultura MP, com e sem
suprimento de fosforo.

Niveis de Genadtipos

Fe (UM) COL p9 p23 p37

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio +P

0 D 469 a* C 268 b A 213 c A 202 c
10 B 6,04 a B 470 b B 1,35 d B 1,67 c
50 A 641 a A 534 b Cc 0,74 d C 122 c
100 C 569 a C 278 b Cc 0,78 d C111 c

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio -P

0 A 6,56 a A 6,38 Db A 133 d B 1,58 c
10 A 59 a A 561 b A 124 d A 182 c
50 B 155 a B 071 b B 035 c C 045 c
100 C 1,08 a C 026 b B 021 b D 0,20 b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre genotipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparagcdo entre niveis de Fe, ndo
diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de variacdo= +P=8,3 e -P=7,0.
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No estudo sob deficiéncia de P, o comportamento dos gendtipos dentro
do mesmo nivel de Fe foi similar ao verificado em condicdo +P. O maior CRP
ocorreu em COL, seguido de p9, enquanto p23 apresentou o menor CRP,
exceto sob 50 pM, onde n&o diferiu de p37 e, em 100 uM, onde os trés
mutantes apresentaram raizes de comprimento similar (Tabela 15). Ainda para
esta condicdo de P, havia sido estabelecida a hipotese de que sob niveis
contrastantes de Fe, o desenvolvimento radical seria distinto do obtido em
meio +P. Esta hipotese se confirmou em todos os gendtipos avaliados. O
maior desenvolvimento radical ocorreu sob 10 uM de Fe, embora o CRP de
COL, p9 e p23 nao tenha diferido entre 10 uM de Fe e a auséncia de Fe. Além
disso, independente do gendtipo, o menor CRP ocorreu quando se adotou o
maior nivel de Fe, embora ndo haja diferenca em p23 entre 50 e 100 pM
(Tabela 15).

Estudo similar foi conduzido em ambiente -P/+RNA, incluindo-se ainda
pdrl, que possui CRP similar ao de p9, p23 e p37 em meio -P/+RNA. Neste
experimento, as hip6teses elaboradas foram: (i) se p9 é mutante de P
dependente do nivel de Fe, portanto mutante da interacdo P x Fe, este deve
recuperar o fendtipo radical de COL apenas na condicdo O uM de Fe. Nos
demais niveis de Fe, o CRP de p9 deve ser menor que o de COL, e (i) em
p23 e p37, por ndo serem mutantes da interacdo P x Fe, o CRP deve sempre
ser mais curto que o de COL, independente da condicdo de P e de Fe. Vale
salientar, que no meio de cultura -P/+RNA, o P € disponibilizado via RNA, ja
gue parte do P constituinte do RNA pode ser liberado através da acao de
enzimas sobre o RNA. Entretanto, como o processo de degradacédo do RNA é

lento, ndo é esperada grande disponibilizacdo de P desta fonte. Ou seja, nédo
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€ esperado que haja acumulo de P no meio de cultura e, desta forma, néo
haveria efeito quelante do P do RNA na reducao da disponibilidade de Fe.

Assim como verificado nos experimentos com e sem deficiéncia de P,
sob -P/+RNA o desenvolvimento radical também variou em funcdo da
interacdo dupla de niveis de Fe e genotipos (Tabela 16). Independente do
nivel de Fe adotado, o ecotipo COL teve o melhor desenvolvimento radical
relativamente aos mutantes. p23, p37 e pdrl tiveram raizes primarias sempre
mais curtas que p9 sob zero, 10 e 25 uyM de Fe-EDTA, enquanto sob 50 e 100
UM de Fe-EDTA nédo ocorreu diferenca entre os mutantes (Tabela 16). No
entanto, a reducdo no CRP entre a condicdo de auséncia de Fe e a presenca
de 10 uM de Fe-EDTA foi muito maior em p9 (73 %) relativamente aos demais
mutantes (10 a 15 %) e COL. Estes dados sugerem que a sensibilidade de p9
a interacdo P x Fe seja maior que a dos demais mutantes em ambientes com
deficiéncia de P, porém ainda mais em condicdo onde o P é suprido através
de acidos nucléicos. Interessante notar que sem adicdo de Fe-EDTA nao se
observou o efeito negativo no CRP em p9 pela presenca de RNA no meio,
pois seu CRP foi similar ao de COL (Tabela 16).

Por outro lado, na comparacdo entre niveis de Fe, em todos os
gendtipos o melhor desenvolvimento radical ocorreu na auséncia de Fe,
embora em p23 e p37 n&o tenha ocorrido diferenca entre 0, 10, 25 e 50 uM de
Fe e em pdrl entre 0, 10 e 25 uM (Tabela 16). Em todos os genotipos, 0
menor CRP ocorreu no maior nivel de Fe (100 uM), embora ndo haja
diferenca entre os dois maiores niveis de Fe em p9, e entre todos os

tratamentos com presenca de Fe no meio de cultura em p23, p37 e pdrl.
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TABELA 16. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacdo em
funcdo de interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis de ferro (Fe) em meio de cultura MP com limitacdo de
fosforo (-P/+RNA).

Niveis de Genaotipos

Fe (UM) COL p9 p23 p37 pdrl

Comprimento da raiz primaria (cm) em meio -P/+RNA

0 A680 a* A648 a A 051 b A 060 b A 063 b
10 B510 a B174 b ABO44 c¢c ABOS51 ¢ ABO56 c
25 C397 a CO0,73 b AB037 ¢ ABO049 bc ABO0,46 c
50 D336 a DO037 b AB033 b ABO048 b B 0,39 b
100 E316 a D020 b B 029 b B 03 b B 035 b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparagcdo entre niveis de Fe, ndo
diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variacdo= 7,6.

4.5 AlteracGes na arquitetura radical decorrentes de niveis e de
fontes de nitrogénio

A participagcdo em diferentes processos vitais ao desenvolvimento
adequado da planta faz do N um dos nutrientes que mais freqientemente
limitam a producdo da maioria das culturas na agricultura mundial. Além do
efeito per se de niveis e fontes de N (WALCH-LIU, 2006; WANG et al., 2007,
DELATORRE, 2009), este ainda pode interagir com outros nutrientes, entre
eles com P e/ou Fe (CHEVALIER et al., 2003; WARD et al., 2008). A fonte de
N no meio de cultura € outro fator que afeta significativamente a arquitetura e
a resposta de crescimento do sistema radical de arabidopsis.

Segundo ROBINSON (2001) o desenvolvimento radical em zonas ricas
em P é similar ao que ocorre quando N € abundante, ou seja, ha estimulo

para emissdo de raizes laterais e aumento do influxo de P. Esta resposta
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diferenciada em sitios com maior disponibilidade nutricional pode compensar
a menor absorcdo do restante da raiz em contato com sitios de menor
suprimento. Entretanto, segundo este autor e estudos de FORDE &
CLARKSON (1999) nem sempre um sistema radical melhor desenvolvido &
sinbnimo de maior absorcdo nutricional, pois a estrutura radical mais extensa
a ser formada implica em custo energético e, desta forma, pode comprometer
outros processos vitais da planta.

Com base nestas consideracdes, embora o objeto principal dos estudos
conduzidos tenha sido verificar e estabelecer respostas das plantas a P,
também se considerou relevante investigar de que forma P e N podem afetar
o comportamento radical dos mutantes. Este estudo se justifica ainda pelo fato
de em alguns estudos ter-se adotado meios de cultura distintos, %2 MS e MP,
0S quais como ja reportado (Tabelas 5 e 6) resultam em respostas
contrastantes para P, dependendo da condicdo de N adotada. Além disso, o
manejo do suprimento de N foi capaz de resgatar o fenétipo de COL em dois
mutantes em estudo na presenca de P, justificando estudos mais
aprofundados sobre a interacdo P x N (Tabela 11 e Figura 4).

Neste estudo, adotaram-se duas fontes de N (sulfato de ambnio ou
nitrato de potassio), 10 niveis de N, além de quatro genétipos (Tabela 17). A
concentragéo de Fe-EDTA foi de 50 uM e a de P foi a de suficiéncia (1,0 mM).
Pelos dados obtidos, o CRP variou em funcéo da interacéo tripla de fontes de

N, niveis de N e gendtipos (Tabela 17).
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TABELA 17. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacdo em

funcdo de interacao tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
fontes e niveis de nitrogénio (N) em meio de cultura MP com
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM).

Fontes Niveis de Genotipos
de N N (LM) COL p9 p23 p37
Comprimento da raiz primaria (cm)
0 E 1,74 a* C 1,16 b A 165 a A 164 a
25 D 212 a E 057 c C 064 ¢ C 097 b
50 D 230 a E 063 b c 061 b D 080 b
100 C 334 a DEO066 c BC081 ¢ BC1,05 b
Sulfato
250 C 337 a DEO0,69 c C 067 ¢ CDO09%4 b
de
500 BC346 a DEO0,67 b c 0,72 b CDO083 b
amonio
1000 AB366 a D 084 b C 065 ¢ CDO0O84 b
2500 AB361 a A 219 b B 09 d B 1,19 c
5000 A 378 a A 222 b BC087 ¢ CDO0,87 c
10000 AB366 a B 151 b BC082 ¢ CDO092 c
0 G174 a F 116 b A 165 a A 164 a
25 F287 a G 064 b D060 b D 0,75 b
50 E 359 a F 1,00 bc co087 ¢ C 109 b
100 D458 a E 1,73 b C 100 ¢ AB153 b
Nitrato
250 C497 a D 221 b CcC08 d AB142 c
de
500 B524 a C 304 b C093 d AB148 c
potassio
1000 A 550 a B 349 b cC08 d AB147 c
2500 BC 504 a A 469 b B 138 ¢ AB1l54 c
5000 C496 a A 462 b B 143 ¢ AB150 c

10000 B522 a A 479 b B137 ¢ B 138 c

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, compara¢éo entre niveis de N na mesma
fonte de N, nao diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variacao= 12,6.
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Entre gendtipos, em ambas as fontes de N e em todos o0s niveis
testados deste nutriente, COL teve maior CRP, enquanto entre os mutantes o
comportamento foi variado (Tabela 17 e Figura 13). Sob condi¢cdes de sulfato
de amonio, entre 25 e 1000 uM de N, o CRP de p37 normalmente foi maior
que o de p9 e p23, enquanto em 2500, 5000 e 10000 pM o melhor
desenvolvimento radical ocorreu em p9 em relacdo a p23 e p37. Por outro
lado, € interessante notar que sob auséncia de N, p23 e p37 tiveram CRP
similar ao de COL, enquanto o de p9 foi menor que destes, confirmando desta
forma, resultados anteriormente apresentados nesta tese (Tabela 11).

Adotando sulfato de amonio, com o0 amdnio sendo uma das fontes de N
do meio ¥2 MS, o ecétipo COL incrementou o desenvolvimento radical a
medida que aumentaram os teores de N. Comportamento similar ocorreu em
p9, embora néo tenha sido verificada diferenca de CRP entre 25 e 500 uM
(Tabela 17). Por sua vez em p23 e p37 ocorreram poucas diferencas no
desenvolvimento radical com incremento dos niveis de N. Nestes dois
mutantes, chamou atencdo o comportamento radical em meio -N, onde
ocorreu 0 maior CRP.

Por outro lado, ao adotar nitrato de potassio como fonte de N, que € a
fonte de N adotada no preparo do meio de cultura MP, o CRP entre mutantes
apresentou comportamento distinto do obtido sob sulfato de amdnio. Com
excecao do nivel de 25 pM de N, onde o CRP dos trés mutantes foi similar, e
em 50 25 uM de N onde p23 teve o0 menor CRP e p37 o maior CRP, embora
ambos ndo tenham diferido de p9, em todos os demais niveis de N, p9 teve

raiz primaria mais longa que p23 e p37. Entre 50 e 1000 uM de N o CRP de
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p37 foi maior que o de p23, enquanto em niveis superiores 0 CRP de ambos

foi similar (Tabela 17).

Nitrato de potéssio

Sulfato de amonio

Nitrato de potéssio

ulfato de amoénio

n o

FIGURA 13. Desenvolvimento radical de quatro gendtipos de Arabidopsis
thaliana oito dias ap6s germinacdo em meio de cultura MP com
fontes (sulfato de aménio ou nitrato de potassio) e niveis de
nitrogénio (0 uM, 25 pM, 250 uM e 1000 pM), sob condicdo de
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM).
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Adotando nitrato de potassio como fonte de N, o CRP de COL
incrementou entre zero e 1000 uM de N e reduziu em niveis superiores. Em
p9, o comportamento foi similar ao verificado sob sulfato de amoénio e, ao de
COL, sendo o CRP maior a medida que o nivel de N aumentou. Em p23, o
menor CRP ocorreu sob 25 uM, ndo ocorrendo diferencas no desenvolvimento
radical de 50 a 1000 pM, assim como entre 2500 a 10000 pM. Em p37, o
menor CRP ocorreu sob 25 uM, seguido de 50 uM, nédo se verificando
diferencas no desenvolvimento radical de 100 a 10000 uM (Tabela 17). Ainda
em p37, o CRP foi similar nos niveis 0 uM de N e de 100 a 5000 pM.

Outra comparacdo em razao da interacdo obtida € a de fontes de N no
mesmo genaotipo e nivel de N. O CRP foi similar em ambas as fontes de N no
nivel 25 uM nos trés mutantes, em todos os niveis entre 100 e 1000 uM em
p23 e em 250 uM de N para p37. Em todas as demais comparacoes de fontes
de N, constatou-se que o desenvolvimento radical dos gendtipos em estudo
foi beneficiado pela adocao de nitrato de potassio como fonte de N em relacéo

ao sulfato de aménio (Tabela 18).
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TABELA 18. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcado de interacéo tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
fontes e niveis de nitrogénio (N) em meio de cultura MP com
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM).

Niveis de Fontes Genotipos

N (uM) de N COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

25 NH;SO, 2,12 b* 0,57 a 0,64 a 0,97 a
KNOs3 287 a 0,64 a 0,60 a 0,75 a
50 NH,;SO, 2,30 b 0,63 b 061 b 0,80 b
KNOs3 3,59 a 1,00 a 0,87 a 1,09 a
100 NH;SO, 3,34 b 0,66 b 0,81 a 105 b
KNO; 458 a 1,73 a 1,00 a 1,53 a
250 NH,SO, 3,37 b 0,69 b 0,67 a 0,94 a
KNO; 497 a 221 a 0,86 a 142 a
500 NH,SO, 3,46 b 0,67 b 0,72 a 0,83 b
KNOs3 524 a 3,04 a 0,93 a 1,48 a
1000 NH;SO, 3,66 b 0,84 b 0,65 a 0,84 b
KNO3 550 a 3,49 a 0,89 a 147 a
2500 NH;SO, 3,61 b 219 b 0,96 b 1,19 b
KNO; 5,04 a 4,69 a 1,38 a 154 a
5000 NH,SO, 3,78 b 2,22 b 0,87 b 0,87 b
KNO3; 496 a 4,62 a 1,43 a 1,50 a
10000 NH;SO, 3,66 b 1,51 b 0,82 b 092 b
KNOs3 522 a 4,79 a 1,37 a 1,38 a

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, comparacao entre fontes de N no mesmo nivel
de N, ndo diferem pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variagdo= 12,6.
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4.6 Alteracdes na arquitetura radical em funcédo de interacdes

nutricionais de fosforo, niveis de ferro e fontes de nitrogénio

Os resultados dos estudos apresentados anteriormente demonstram
que os mutantes em estudo sdo responsivos a P, portanto sdo mutantes de P
(Tabelas 8 e 9), como também reportado por PINTO (2005) e DELATORRE
(2009). Além disso, ha evidéncias de que além do efeito de P ha interacéo
com outros nutrientes, como por exemplo P x Fe em p9 e ainda efeito de fonte
de N (amdnio), além da possivel interagdo P x N em p23 e p37. Considerando
dados de CHEVALIER et al. (2003), SVISTOONOFF et al. (2007) e WARD et
al. (2008) no ecétipo COL e os resultados previamente apresentados neste
trabalho, ha evidéncias que justificam a investigacdo dos efeitos destas
interagcbes no desenvolvimento radical dos mutantes p9, p23 e p37. A
identificacdo da interacdo nutricional ocorrente em cada mutante pode dar
importante direcionamento sobre a funcdo do gene mutado.

Nesta etapa, buscou-se avaliar efeito de niveis de Fe em condi¢des
contrastantes de P e em duas fontes de N. Para tal, inicialmente dois estudos
foram conduzidos, um com e outro sem suplementacdo de P. Em cada
condicdo de P foram testados niveis crescentes de Fe no meio de cultura (O,
10, 50 e 100 pM na forma de Fe-EDTA) e duas fontes de N (nitrato de
potéassio - fonte do meio MP, e nitrato de amonio - fonte de N do meio %2 MS).
Desta forma, a quantidade total de N nos tratamentos deste experimento
serdo aquelas apresentadas na Tabela 1 (p. 27), ou seja, 9,0 mM quando a
fonte de N foi o nitrato de potassio e 19,2 mM de nitrato + 9,1 mM de aménio

guando se adotou o nitrato de amonio.
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Estas duas concentracdes de N sdo as mesmas da condicdo normal de
Fe (50 uM) em ambos os meios de cultura (MP e % MS) (Tabela 1), que
configuram portanto, os dois tratamentos testemunhas em relacdo aos demais
estudos conduzidos anteriormente relativamente aos niveis de Fe em
condicbes contrastantes de P. Além disso, as concentracfes dos demais
nutrientes foram as mesmas do meio MP, sendo portanto, apenas a
guantidade e fonte de N variaveis e os niveis de Fe.

Similar ao demonstrado por SVISTOONOFF et al. (2007) e WARD et al.
(2008) no ecdtipo COL, no presente estudo também ocorreu interacao de Fe e
P no desenvolvimento radical. Em ambas as situa¢des de P, o CRP variou em
funcado da interacéo tripla de gendtipos, fontes de N e niveis de N (Tabelas 19
e 20). O desenvolvimento radical dos mutantes foi distinto daquele de COL.
Independente da fonte de N e do nivel de Fe, o maior CRP ocorreu em COL,
seguido de p9, que em geral diferiu de p23 e p37. Sob nitrato de amdnio, p23
e p37 apresentaram CRP similar, exceto sob 10 uM de Fe-EDTA, onde a raiz
primaria de p23 foi menor. Por outro lado, sob nitrato de potassio, o CRP de
p9 foi maior que o de p37, enquanto p23 teve as raizes mais curtas entre 0s
mutantes (Tabela 19).

Entre niveis de Fe, os trés mutantes apresentaram reducdo no CRP a
medida que aumentou o nivel de Fe no ambiente com nitrato de amdnio como
fonte de N. Comportamento similar ocorreu em p23 e p37 sob nitrato de
potassio, embora em ambas as fontes de N ndo haja diferenca entre 50 e 100
MM de Fe-EDTA nestes mutantes. Em COL, sob nitrato de amonio, o melhor
desenvolvimento radical ocorreu sob 10 uM de Fe-EDTA e o menor sob 100

MM de Fe-EDTA, sendo a diferenca entre estes niveis de 68% no CRP. Por
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outro lado, quando o N foi suprido via nitrato de potassio, em COL e p9 o
maior CRP ocorreu em 50 uM de Fe-EDTA, enquanto as raizes mais curtas
ocorreram nas doses extremas, em zero e em zero e 100 uM de Fe-EDTA,

respectivamente (Tabela 19).

TABELA 19. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacdo em
funcdo da interacao tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
fontes de nitrogénio (N)* e niveis de ferro (Fe) em meio de
cultura MP com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM).

Fontes Niveis de Genatipos

de N* Fe (UM) COL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

NH4sNO3 0 B 614 a*+ A 499 b A 084 c¢c A 109 c
10 A 633 a B 464 b ABO65 d ABO0,97 c
50 C517 a CO09% b B 048 ¢ B 0,76 bc
100 D204 a DO028 ¢ B 041 bc B 0,56 b
KNOs3 0 D469 a C268 b A 213 ¢ A 202 c

10 B 6,04 a B470 b B 13 d B 167 c
50 A641 a ADb534 b C 0,74 d C 122 c

100 cC569 a C278 b C 078 d C111 c

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacgéo entre niveis de Fe na mesma
fonte de N, n&o diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05); * Quantidades de N em cada fonte
de N (NH4sNO3z= 9,1 + 19,2 mM; KNO3= 9,0 mM) sdo as mesmas da Tabela 1 - Composicao
dos meios de cultura ¥2 MS e MP. Coeficiente de variacdo= 10,1.

E interessante observar a expressiva reducdo no desenvolvimento
radical em p9 entre 10 e O uM de Fe-EDTA (43%) e entre 50 e 100 uM de Fe-
EDTA (48%) sob nitrato de potassio e entre 10 e 50 uM de Fe-EDTA (81%)

sob nitrato de amoénio, além de COL entre 50 e 100 uM de Fe-EDTA (61%)
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sob nitrato de amdénio. Ainda sob nitrato de potassio, p23 e p37 tiveram
incremento progressivo no CRP com reducao dos niveis de Fe, chegando a
variar 81 e 173% o CRP entre os niveis extremos de Fe, respectivamente.
Essas tendéncias entre o CRP dos niveis extremos de Fe ndo foram
verificadas em COL e p9. Entretanto, se para p9 considerar-se variagao de
CRP entre 10 e 100 uM de Fe-EDTA, verifica-se incremento de 70% nesta
caracteristica, enquanto na mesma condicdo de COL este é de apenas 6%.

Entre fontes de N no mesmo nivel de Fe, com exce¢do de COL e p9
sob 10 uM de Fe-EDTA, em todos os demais tratamentos com presenca de
Fe no meio, 0 uso do nitrato de potassio como fonte de N favoreceu o
desenvolvimento radical dos gendtipos relativamente a condicdo com nitrato
de amoénio (Tabela 20). Com auséncia de Fe no meio, este comportamento foi
verificado apenas em p37, enquanto os demais genétipos tiveram resposta
inversa, pois o maior CRP ocorreu sob nitrato de aménio.

No estudo sem suprimento de P, entre genoétipos, o comportamento foi
similar ao verificado na condicao +P, ou seja, COL teve o maior CRP, seguido
de p9, enquanto o menor comprimento radical ocorreu em p23 e p37. Com
excecdo de 100 uM de Fe-EDTA, onde os trés mutantes tiveram o mesmo
desenvolvimento radical, nos demais niveis de Fe, o CRP de p9 foi maior que
0 de p23 e p37, independente da fonte de N considerada (Tabela 21). Assim,
a resposta do sistema radical destes dois mutantes aos tratamentos propostos
foi similar, porém diferiu daquela de COL e p9. Em p23 e p37, niveis de Fe
inferiores ao padrdo (50 uM), possibilitaram apenas pequeno incremento no

CRP (cerca de 1,0 cm), independente da fonte de N adotada (Tabela 21).
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TABELA 20. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcdo da interacao tripla de gendétipos de Arabidopsis thaliana,
niveis de ferro (Fe) e fontes de nitrogénio (N) em meio de
cultura MP com suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM).

Niveis de Fontes Genaotipos

Fe (UM) de N* coL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

0 NH4sNO3 6,14 a* 4,99 a 0,84 a 1,09 b

KNOs3 4,69 b 2,68 b 213 b 202 a

10 NH4sNO3 6,33 a 4,64 a 0,65 b 0,97 b
KNOs3 6,04 a 4,70 b 135 a 1,67 a

50 NH4sNO3 517 b 0,90 b 0,48 b 0,76 b
KNOs3 6,41 a 5,34 a 0,74 a 122 a

100 NH4sNO3 204 b 0,28 b 041 b 0,56 b
KNOs3 5,69 a 2,78 a 0,78 a 1,11 a

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, comparacgéo de fontes de N no mesmo nivel de
Fe, nao diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). * Quantidades de N em cada fonte de N
(NH;NOs= 9,1 + 19,2 mM; KNOs= 9,0 mM) sdo as mesmas apresentadas na Tabela 1 -
Composi¢do dos meios de cultura %2 MS e MP. Coeficiente de variacdo= 10,1.

Com isso, os dados sugerem que diferente de p9, que possui resposta
expressiva ao manejo do Fe no meio de cultura, os mutantes p23 e p37
apesar de apresentarem incremento no CRP com aumento dos niveis de Fe
na condigdo com nitrato de potassio como fonte de N, essa resposta € muito
menos expressiva que a verificada em p9. Além disso, nos trés mutantes, o
nitrato de amoénio intensificou o efeito negativo do Fe no desenvolvimento do
sistema radical, pois 0 CRP sempre foi menor nessa condicdo em relacéo a
de nitrato de potassio. Assim, evidencia-se que essa resposta a Fe também é

dependente da fonte de N adotada.
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TABELA 21. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcdo da interacao tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
fontes de nitrogénio (N) e niveis de ferro (Fe) em meio de
cultura MP sem suprimento de fésforo (-P).

Fontes Niveis de Genotipos

de N* Fe (UM) coL p9 p23 p37

Comprimento da raiz priméria (cm)
NH4NO3 0 A 421 a* A38l1 b AO066 d A 153 c

10 B252 a B136 b AO055 c BO053 c

50 c109 a CO051 b BO027 ¢ CO014 c
100 D08 a D013 b BO012 b C 0,18 b
KNO3 0 A 6,56 a 6,38 b A 133 d B 158 c

> >

10 A 596 a 561 b A 124 d A 182 c
C

50 B155 a BO071 b BO035 c 0,45 c

100 CcC108 a CO026 b B021 b D 0,20 b

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra maiuscula na coluna, comparagdo entre niveis de Fe na mesma
fonte de N, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05); L As guantidades de N em cada
fonte de N (NH;NO3;= 9,1 + 19,2 mM; KNOs= 9,0 mM) sdo as mesmas apresentadas na
Tabela 1 - Composi¢éo dos meios ¥2 MS e MP. Coeficiente de variagdo= 10,3.

Nesta condi¢cdo sem suprimento de P, os maiores comprimentos de raiz
primaria ocorreram sob nitrato de potassio como fonte de N. Os incrementos
no CRP com reducao nos niveis de Fe foram proximos a 4x em COL, p23 e
p37 e quase 9x em p9, reforcando dados de estudos anteriores, de que p9 € o
mutante mais afetado pela disponibilidade de Fe no meio de cultura com
deficiéncia de P. Estas inferéncias sdo melhor visualizados na Tabela 22,
onde as fontes de N estdo comparadas no mesmo nivel de Fe. Com excec¢ao
de O uM de Fe-EDTA em p37, de 50 uM em p23 e 100 uM de Fe-EDTA nos

trés mutantes, em cujos tratamentos o CRP néo diferiu entre as fontes, em



117

todas as demais situacées o melhor desenvolvimento radical ocorreu sob
nitrato de potassio relativamente a nitrato de amonio, independente do

genatipo (Tabela 22).

TABELA 22. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacdo em
funcdo da interacao tripla de gendtipos de Arabidopsis thaliana,
niveis de ferro (Fe) e fontes de nitrogénio (N) em meio de
cultura MP sem suprimento de fésforo (-P).

Niveis de  Fontes Genotipos

Fe (uM) de N* CcoL p9 p23 p37

Comprimento da raiz primaria (cm)

0 NHsNO3 4,21 b* 381 b 0,66 b 153 a

KNOs3 6,56 a 6,38 a 1,33 a 158 a

10 NH4NO3 2,52 b 1,36 b 0,55 b 053 b
KNO3; 596 a 561 a 1,24 a 1,82 a

50 NH;NO3 1,09 b 0,51 b 0,27 a 0,14 b
KNOs3 155 a 0,71 a 0,35 a 0,45 a

100 NH4NO3 0,81 b 0,13 a 0,12 a 0,18 a
KNO3; 1,08 a 0,26 a 0,21 a 0,20 a

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, comparacao entre fontes de N no mesmo nivel
de Fe, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05); ! Quantidades de N em cada fonte de N
(NH4NOz= 9,1 + 19,2 mM; KNOs= 9,0 mM) s8o as mesmas apresentadas na Tabela 1 -
Composicéo dos meios de cultura %2 MS e MP. Coeficiente de variacdo= 10,3.

O uso de nitrato de potassio como fonte de N fez com que a maior
reducdo no CRP ocorresse de 10 para 50 uM de Fe-EDTA, enquanto sob
nitrato de amonio essa reducao foi gradual entre 0 e 100 uM de Fe-EDTA. Em
geral, as raizes foram mais curtas no ambiente com nitrato de amoénio

relativamente ao com nitrato de potassio, independente do nivel de Fe.
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Também para avancar na identificacdo da causa do menor
comprimento radical de p23 e p37, além do ja caracterizado efeito de P,
levantou-se a hipotese de interacdo P x N, porém ndo dependente de Fe.
Essa premissa se justifica pelos resultados obtidos nos estudos de dose
resposta a N, especialmente sob auséncia de N (Tabelas 17 e 18 e Figura
13), e ainda a tendéncia de ocorrer apenas resgate parcial do fenoétipo radical
de COL nestes dois mutantes sob niveis reduzidos de Fe.

Para averiguar este fato, sementes dos trés mutantes em estudo, além
de pdrl, foram dispostas em meio de cultura sem presenca de N, sob quatro
niveis de Fe (0, 10, 50 e 100 uM na forma de Fe-EDTA). Estas condi¢cdes de
N e Fe foram conduzidas em condi¢cdo com e sem limitacdo de P. Adocao do
mutante pdrl deu-se pelo fato de anteriormente ter sido caracterizado como
mutante responsivo a interacdo P x N (DELATORRE, 2009), portanto,
servindo como mais uma testemunha nestes estudos.

Embora conduzidos separadamente, os resultados de ambas as
condi¢Bes de P demonstram que o desenvolvimento radical variou em funcéo
da interacdo dupla de niveis de Fe e gendtipos (Tabela 23). Com suficiéncia
de P, COL apresentou CRP maior que os mutantes nos tratamentos com
presenca de Fe no meio de cultura, embora nado tenha diferido de p23 no
maior nivel de Fe. Na condi¢do normal de Fe (50 uM) o CRP de p23, p37 e
pdrl foi superior ao de p9, porém ainda menor que o de COL. Sob 10 pM de
Fe-EDTA, p37 teve desenvolvimento radical favorecido em relagdo aos
demais mutantes, porém ainda assim inferior ao de COL (Tabela 23). Na

auséncia de Fe e, conforme esperado e verificado em estudos anteriores, p9
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teve melhor desenvolvimento radical relativamente aos demais genotipos, com

p23 e COL néo diferindo entre si, assim como p37 e pdrl.

TABELA 23. Comprimento da raiz primaria oito dias apds germinagdo em
funcéo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis de ferro (Fe), em meio de cultura MP com ou sem
suprimento de fésforo, na auséncia de nitrogénio (+P-N e -P-N).

Niveis de Genotipos

Fe (UM) COL p9 p23 p37 pdrl

Comprimento da raiz primaria (cm) em meio +P-N

0 B250b* A278a A239b B205 ¢ A202 c
10 A270a B213c B204c A244 b A198 c
50 D099 a DO036c DO082Db D069 b CO,74 b
100 Cl38a CO084c C135a C0,9 bc B110 b

Comprimento da raiz primaria (cm) em meio -P-N

0 Al1l10b Al28a A09Db A097 b A104 b
10 B082a BO,72a BO0,73 a A0B4 a BO,70 a
50 co65a CO039b BO58a B056 a BO057 a
100 D0,36a DO0,25a CO0,32a B025 a CO0,29 a

* Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha, comparagdo entre genotipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacao entre niveis de Fe no mesmo
suprimento de P, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de variacdo +P=
9,2 e-P=13,4.

Por outro lado, ao contrario do verificado sob +P, no ambiente com
deficiéncia de P, o comportamento entre os mutantes foi mais estavel. O CRP
ndo variou entre 0s cinco genaotipos nos tratamentos com presenca de Fe,
exceto p9 que teve menor desenvolvimento radical na condicdo normal de Fe
(50 uM). Na auséncia de Fe e confirmando estudos anteriores, p9 teve o

maior CRP, enquanto os demais mutantes e COL nao diferiram entre si.
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No ambiente com suprimento de P, dentro do mesmo genotipo, niveis
de Fe menores que os usualmente adotados (50 uM, na forma de Fe-EDTA)
no meio favoreceram o desenvolvimento radical de todos os gendtipos,
embora sob auséncia de Fe, COL e p37 demonstrem que niveis baixos de Fe
(10 pM) sédo melhores que a auséncia completa deste nutriente. Por outro
lado, na auséncia de suprimento de P, em todos 0s genotipos, menores niveis
de Fe afetaram positivamente o desenvolvimento radical (Tabela 23). Em
todos os gendtipos o maior CRP na condi¢cédo -P ocorreu na auséncia de Fe,
enquanto o menor CRP ocorreu no maior nivel de Fe, embora em p37 néo
tenha ocorrido diferenca entre os dois menores e os dois maiores niveis de
suprimento de Fe.

Os resultados destes dois estudos, especialmente sob limitacdo de P,
reforcam a hipotese do efeito de N em p23 e p37 e que este ndo é
dependente de Fe. Além disso, estudo com suprimento de P via fosfato
organico (-P/+RNA) e com auséncia de N, demonstrou que p23, p37 e pdrl
possuem CRP menor que COL (Tabela 24). Estes resultados comprovam
mais uma vez que estes trés genotipos sdo mutantes de P, a exemplo do
apresentado nas Tabelas 8 e 9, onde houve suprimento de N. Com isso, p23
e p37 podem ser classificados como mutantes da interacéo P x N.

Por conta dos resultados de p23 e p37 nos estudos de interacdo P x N,
conduziram-se experimentos de transferéncia de plantas entre meios de
cultura. Nestes estudos, o mutante p9 ndo foi avaliado, uma vez que sua
resposta radical ndo é variavel com o suprimento de N. Foram adotadas
condi¢cdes nutricionais normais no inicio do desenvolvimento e apos as

plantas foram transferidas para condicdes limitantes em P e/ou N ou vice-
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versa, adotando-se limitacdo nos primeiros dias de desenvolvimento e
condicbes mais favoraveis num segundo momento. Com este experimento
pretende-se identificar se a experiéncia prévia em meio de cultura sem
suprimento de N é condicdo que afeta seu comportamento apos transferéncia
para condicdo com suprimento. Para tal, os genoétipos foram inicialmente
crescidos por cinco dias em cada um dos meios de cultura previstos, sendo
posteriormente transferidos aos demais meios de cultura. Mais detalhes sobre

estes estudos podem ser obtidos no item 3.8 do material e métodos (p.35).

TABELA 24. Comprimento da raiz primaria oito dias apds germinacdo em
guatro gendtipos de Arabidopsis thaliana em meio de cultura
MP com limitacdo de fosforo (-P/+RNA) e auséncia de
nitrogénio (-N).

Genaotipos Comprimento raiz primaria (cm)
COL 1,26 a*
p23 0,37 ¢
p37 0,44 c
pdrl 0,63 b

* Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste Duncan (p<
0,05). Coeficiente de variagdo= 10,9.

Como ja verificado em outros estudos previamente conduzidos, na
primeira fase de crescimento, o CRP variou em funcdo da interacdo de
genadtipos de arabidopsis e caracteristicas do meio de cultura (Tabela 25). Nos
meios de cultura completo (+P+N), no de organofosfatos (-P/+RNA+N) e no
sob deficiéncia de P (-P+N), portanto, todos com suprimento de N, o melhor
desenvolvimento radical ocorreu em COL, ndo havendo diferengas entre p23,

p37 e pdrl (Tabela 25 e Figura 14).
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TABELA 25. Comprimento da raiz primaria cinco dias apos germinacao (no dia
da transferéncia para os demais meios de cultura) em funcao de
interacdo dupla de genoétipos de Arabidopsis thaliana e
combinacdes de suprimento de fésforo (P) e de nitrogénio (N) em
meio de cultura MP.

Genaotipos
Tratamentos
COL p23 p37 pdrl
Comprimento da raiz primaria (cm)
+P+N A 222 a* B 083 b B 092 b B 0,76 b

-P/[+RNA+N C 169 a C043 b C 038 b C 043 b

-P+N D137 a C035 b C 045 b C 040 b
+P-N B 1,96 a A 185 a A 186 a A 132 b
-P-N E 0,96 a B 0,89 a B 0,89 a BCO0,63 b

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, compara¢do entre niveis de P e N, ndo
diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficiente de variacdo= 7,5.

Por outro lado, ao adotar meio deficiente em N e em ambos os
ambientes de P (+P e -P), os gendtipos COL, p23 e p37 tiveram CRP similar
entre eles e maior que pdrl. Estes resultados confirmam os obtidos em
estudos ja descritos, onde em condicdo de auséncia de N, houve resgate do
fenétipo radical de COL nos mutantes p23 e p37. Vale ressaltar que esta
resposta ndo é verificada quando ha N no meio de cultura, sendo portanto
especifica da condicédo -N, independente da condi¢cao de suprimento de P.

Por outro lado, o comportamento de COL entre os meios de cultura
diferiu daquele dos mutantes. Em COL, o melhor desenvolvimento radical
ocorreu no meio completo (+P+N), seguido de +P-N e apdés no meio com
organofosfatos. Ainda em COL, os menores CRP ocorreram no meio limitante

em P, seguido da condicdo com dupla deficiéncia. Entre os mutantes, o
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desenvolvimento radical foi similar e favorecido pelo meio deficiente em N,
porém com suprimento de P. Nao se verificaram diferencas no CRP entre
+P+N e -P-N, assim como -P/+RNA+N resultou em desenvolvimento radical

similar ao de -P+N (Tabela 25 e Figura 14).

coL p37

y
FIGURA 14. Desenvolvimento radical no eco6tipo COL e mutantes p23 e p37,
inicialmente crescidos por cinco dias em meio de cultura MP com
suficiéncia de fésforo (+P= 1,0 mM) e apéds transferidos para

meio com suficiéncia de fésforo mas sem nitrogénio (+P-N)
durante sete dias.

Depois de mensurar o desenvolvimento radical ocorrido apos
crescerem cinco dias nestes meios de cultura e confirmar resultados obtidos
em estudos anteriores, avaliou-se capacidade dos mutantes e de COL
continuarem a crescer apo6s transferéncia para meios contrastantes aqueles
do desenvolvimento inicial.

Nas plantas que inicialmente estiveram em meio completo (+P+N), as

caracteristicas avaliadas variaram em funcéo da interacédo dupla de gendtipo e



124

condi¢cao nutricional do meio de cultura (Tabela 26). Em ambos 0s meios aos
quais foram transferidos, COL teve o maior crescimento radical apdés a
transferéncia, seguido de pdrl, os quais diferiram de p23 e p37, que por sua
vez tiveram o menor crescimento. Ainda nesta condicdo, o comprimento total
de raizes secundérias de plantas transferidas ao meio +P-N foi maior em p23,
seguido de p37 e, posteriormente de pdrl, enquanto COL foi o gendétipo
menos responsivo (Tabela 26 e Figura 14). Nas plantas transferidas para meio
com dupla deficiéncia (-P-N), o melhor crescimento de raizes secundarias
ocorreu em p37 e apos p23, enquanto COL e pdrl os menos responsivos.
Neste mesmo estudo ainda avaliou-se o numero de raizes laterais
(NRL), que no meio +P-N foi maior em COL, seguido de p23, enquanto p37 e
pdrl tiveram a menor resposta. No ambiente com dupla deficiéncia, houve
emissao de maior NRL em p37 e p23, enquanto em COL a menor quantidade.
Ainda merece destaque a diferenca expressiva (na média, cerca de 2,5x) no
comprimento médio das raizes laterais de p23 e p37 relativamente as de COL,
independente do meio para o qual as plantas foram transferidas (Tabela 26 e

Figura 14).
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TABELA 26. Desenvolvimento radical sete dias apés transferéncia para meio
de cultura MP com os tratamentos listados em funcdo de
interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana e
suprimentos de fésforo (+P e -P) na auséncia de nitrogénio (-N),
em plantas oriundas de meio de cultura MP com suficiéncia de
fésforo e de nitrogénio (+P+N).

Tratamentos

Genotipos

COL p23 p37 pdrl

Crescimento daraiz primaria ap6s a transferéncia (cm)

+P-N A 3,52 a* A097 c Al113 c Al34 b
-P-N B1,46 a B 0,54 bc B0,42 c B0O,70 b
Comprimento total de raizes secundérias (cm)
+P-N A854 d A23,11 a A 1358 b A996 c
-P-N B1,67 c B 722 b B845 a B0,9 d
Raizes laterais (n°)
+P-N A1158 a A858 b B4,60 d A491 c
-P-N B 391 d B520 b A560 a B4,41 c
Comprimento médio de raizes secundarias (cm)
+P-N AO077 d A275 b A299 a A208 c
-P-N B0,56 c B137 b B1,49 a B0,59 c

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacdo entre tratamentos de P na
mesma caracteristica radical, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de
variagdo= 11,6, 12,4, 8,7 e 9,6, respectivamente, para as caracteristicas avaliadas.

Outro resultado relevante nas caracteristicas avaliadas, é que em geral

a transferéncia de plantas ao meio com deficiéncia de nitrogénio (+P-N) foi

mais benéfica, em termos de crescimento da raiz primaria, em relagdo aquela

com dupla deficiéncia (-P-N). Além disso, com exce¢do do numero de raizes

laterais em p37, em todos os demais genotipos e em caracteristicas avaliadas,

a deficiéncia de N desencadeou maior acumulo de fotoassimilados e gasto



126

energético para a raiz primaria, desde que nessa condicdo (-N) ocorresse
suprimento de P no meio de cultura. Com isso, em condicdo de dupla
deficiéncia, o desenvolvimento radical ficou muito prejudicado, possivelmente
inviabilizando uma resposta da planta para tentar buscar estes nutrientes no
meio de cultura. Contudo, quando do suprimento de P, a raiz continuou a
desenvolver e houve uma reestruturacdo radical parcial, uma evidéncia de
gue a planta desenvolveu mais o sistema radical para explorar sitios do meio
de cultura que, eventualmente, poderiam apresentar o nutriente em limitacao,
neste caso, o N.

Diferente do verificado nas plantas oriundas de meio completo, plantas
provenientes de ambiente +P-N tiveram crescimento continuado da raiz
primaria variavel em funcdo de efeitos simples de genoétipo ou de meio de
cultura ao qual foram transferidas (Tabela 27). Assim, os trés mutantes
tiveram crescimento de cerca de 1 cm entre si, enquanto em COL este foi
superior a 3 cm, na média dos trés meios de transferéncia das plantas.
TABELA 27. Crescimento continuado da raiz primaria em quatro genoétipos de

Arabidopsis thaliana aos sete dias apds transferéncia entre
meios de cultura MP, em plantas oriundas de meio de cultura

com suficiéncia de fésforo e auséncia de nitrogénio (+P-N), na
média de trés tratamentos de P (+P+N, -P/+RNA+N e -P+N).

Genotipos Crescimento continuado da raiz primaria (cm)
COL 3,35 a*
p23 1,05 b
p37 093 b
pdrl 1,09 b

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Duncan (p<
0,05). Coeficiente de variagdo= 7,8.
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Na média dos quatro genotipos, 0 crescimento continuado da raiz
primaria foi favorecido pelo meio completo relativamente aos dois com
limitacdo de P (-P/+RNA+N e -P+N) (Tabela 28). Comportamento similar
também ocorreu nas plantas que inicialmente estiveram em ambiente com
suplementacao nutricional adequada (+P+N) e, posteriormente transferidas
para meio +P-N (Tabela 28). Estes dados sugerem que a auséncia de N em
alguma destas duas fases de desenvolvimento radical (antes ou apés
transferéncia) é condicdo importante para obter crescimento radical
satisfatério mesmo apds transferéncia para ambiente com N, independente do
genatipo.

TABELA 28. Crescimento continuado da raiz primaria sete dias apdés
transferéncia entre meios de cultura MP com trés tratamentos
de fosforo (P), em plantas oriundas de meio com suficiéncia de

P e deficiéncia de nitrogénio (+P-N), na média de quatro
genatipos de Arabidopsis thaliana.

Tratamentos Crescimento continuado da raiz primaria (cm)
+P+N 241 a*
-P+RNA+N 1,16 b
-P+N 103 b

* Médias seguidas de mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Duncan (p<
0,05). Coeficiente de variagdo= 8,4.

As demais caracteristicas avaliadas nas plantas oriundas de meio +P-N
variaram em funcdo da interacdo dupla de gendtipo e caracteristica do meio
ao qual foram transferidas (Tabela 29). Plantas de COL, p23 e p37
transferidas para meio completo tiveram comprimento total de raizes laterais
similares, enquanto pdrl foi 0 menos responsivo. A transferéncia ao meio

-P/+RNA+N favoreceu apenas COL, enquanto os trés mutantes tiveram raizes
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laterais mais curtas. No meio -P+N, ndo houve diferenca no comprimento de
raizes laterais para nenhum dos quatro genotipos. Ainda para esta
caracteristica, observou-se que a presenca de P no meio ao qual as plantas
foram transferidas resultou em raizes laterais mais longas relativamente aos
dois meios nos quais o P esteve ausente ou suprido na forma de
organofosfatos (Tabela 29).

Em termos de emissao de raizes laterais ndo houve diferenca entre os
genatipos transferidos do meio +P-N ao meio completo. No meio -P/+RNA+N
COL e p23 foram favorecidos em termos de emissdo de raizes laterais,
embora p23 também apresente NRL similar ao dos outros dois mutantes. Por
outro lado, sob -P+N apenas p37 teve aumento no NRL, sem resposta nos
demais gendtipos. Ainda nessa caracteristica, observou-se que apenas
plantas de COL transferidas para meio -P+N e p37 para meio com
organofosfatos tiveram efeito negativo na emissao de raizes laterais,
enquanto em todas as demais situacdes o NRL foi similar entre os meios para

0s quais as plantas foram transferidas (Tabela 29).
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TABELA 29. Desenvolvimento radical sete dias apods transferéncia para
tratamentos listados em funcdo de interacdo dupla de
gendtipos de Arabidopsis thaliana e combinacdes de
suprimento de fésforo (P), em plantas oriundas de meio de
cultura MP com suficiéncia de P e deficiente em nitrogénio
(+P-N).

Genotipos
Tratamentos

COL p23 p37 pdrl

Comprimento total de raizes secundérias (cm)

+P+N A9,88 a* A969 a A932 a A8,00 b
-P/+RNA+N A 8,86 a B245 b B1,78 b B184 b
-P+N B198 a B19 a B2,79 a B139 a

Raizes laterais (n°)
+P+N A 9,66 a A9,40 a A 9,80 a A 8,16 a
-P/+RNA+N A1041 a A 8,00 ab B 640 b A7,16 b

-P+N B 6,16 b A7,60 b A 10,00 a A741 b

Comprimento médio de raizes secundarias (cm)

+P+N Al105 a Al103 a A095 a Al101 a
-P/[+RNA+N B0,88 a BO0,31 b B0,29 b B0,26 b
-P+N C0,34 a B 0,25 ab B 0,28 ab B0,19 b

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacdo entre tratamentos de P na
mesma caracteristica radical, ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05). Coeficientes de
variagdo= 9,4, 10,1 e 9,7, respectivamente, para as caracteristicas avaliadas.

Plantas de p23 e p37 oriundas de meio com suplementagdo de P,
porém com auséncia de N (+P-N), apresentaram melhor desenvolvimento
radical quando transferidas para meio completo (+P+N) relativamente ao meio
com N, porém sem P ou suprimento deste via acidos nucléicos (-P/+RNA+N

ou -P/+N) (Tabela 29 e Figuras 15 e 16). Entretanto, ao contrario do verificado
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anteriormente, nesta situacdo a experiéncia prévia em ambiente -N néo foi
suficiente para que o crescimento da raiz primaria apos a transferéncia fosse
similar ao de COL, ja que nos mutantes este foi de apenas 1/3 do ocorrido em
COL (Tabela 27). Interessante notar que este crescimento ocorreu
principalmente nos trés primeiros dias apos transferéncia (Figuras 15, 16 e
17), evidenciando que a planta consegue perceber rapidamente a presenca
do N no meio, bem como auséncia de P, cujas deficiéncias determinam
mudancas na estratégia de desenvolvimento radical dos mutantes

relativamente a COL.

COL

FIGURA 15. Desenvolvimento radical no eco6tipo COL e mutantes p23 e p37,
inicialmente crescidos por cinco dias em meio de cultura MP com
suficiéncia de fosforo e auséncia de N(+P-N) e apdés transferidos
para meio completo (+P+N) durante sete dias.

Outra analise realizada neste estudo foi a estimativa do comprimento

médio das raizes laterais. A transferéncia para meio completo ndo afetou essa

caracteristica em nenhum dos gendétipos. Porém, a transferéncia dos mutantes
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ao meio com organofosfatos (RNA) ou com auséncia de P reduziu o
comprimento médio de raizes laterais relativamente a COL, embora no meio
-P+N néo haja diferenca entre COL, p23 e p37. Assim como verificado no
comprimento total das raizes laterais, a transferéncia dos quatro genétipos do
meio +P-N ao meio completo incrementou 0 comprimento médio de raizes

laterais em relacdo aos meios com limitacdo de P (Tabela 29).

coL p23

FIGURA 16. Desenvolvimento radical no ec6tipo COL e mutantes p23 e p37,
inicialmente crescidos por cinco dias em meio de cultura MP
com suficiéncia de fésforo e auséncia de nitrogénio (+P-N) e
apos transferidos para meio de cultura com auséncia de fésforo

(-P+N) durante sete dias.
Comportamento similar ao dos mutantes e em COL transferidos para
ambiente -P/+N ocorreu quando as plantas foram transferidas para meio -
P/+RNA+N. Entretanto, nesta situacao e, especialmente em COL, verificaram-

se maiores numero e comprimento de raizes laterais (Figura 17) em relacéo

ao obtido nas plantas transferidas para meio -P+N (Figura 16).
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COL p23 p37

FIGURA 17. Desenvolvimento radical no ecotipo COL e mutantes p23 e p37,
inicialmente crescidos por cinco dias em meio de cultura MP com
suficiéncia de fésforo e auséncia de nitrogénio (+P-N) e apos
transferidos para meio com limitacdo de fosforo (-P/+RNA+N)
durante sete dias.

4.7 Desenvolvimento radical sob contrastes de fosforo e nitrogénio

na presenca de reguladores de crescimento vegetais
Horménios sdo compostos produzidos pelas préoprias plantas que
exercem papel importante em diferentes processos envolvidos no crescimento

e desenvolvimento das plantas. Diferentes grupos de pesquisa encontraram

relacdo entre alteracdes na regulagdo hormonal e o desenvolvimento radical

de arabidopsis em ambiente sem suprimento de P. Os ajustes na arquitetura
radical em condigdo deficiente em P, além das interagbes anteriormente
descritas, podem ainda relacionar-se a interagdo P x citocininas ou auxinas,

embora também haja relatos da influéncia de giberelinas e etileno, estes dois

ultimos especialmente atuantes na atividade meristematica.
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Neste sentido, os trés mutantes foram submetidos a experimentos
relacionados a interacéo P x niveis hormonais. Como ja descrito, o suprimento
de auxinas ocorreu via 2,4-D (acido diclorofenoxiacético) e o de citocininas via
benzil amino purina (BAP).

Nos estudos conduzidos para o hormdnio auxina, em ambas as
condicbes de P (+P e -P), o desenvolvimento radical variou em funcdo da
interacdo dupla de gendtipos e niveis de auxinas (Tabela 30). No controle,
sem adicdo do horménio e nos trés menores niveis de auxinas o
desenvolvimento radical de COL foi maior que o verificado nos trés mutantes,
independente da condicdo de P. Nestas mesmas condi¢des, o CRP de p9 foi
superior ao de p23 e p37, exceto no controle da condigéo -P, onde ndo houve
diferenca entre gendtipos. Ainda assim, em ambas as condi¢cdes de P, nos
trés menores niveis de auxinas e nos controles, p23 e p37 apresentaram
desenvolvimento radical similar (Tabela 30).

Sob condicdo de suficiéncia de P, a resposta dos mutantes ao
incremento nos niveis de auxinas, especialmente p23 e p37, diferiu da obtida
em COL. Em p23, o CRP foi similar entre o controle e os quatro menores
niveis de auxinas e, em p37 entre o controle e os trés menores niveis
hormonais (Tabela 30). Por outro lado, em COL e p9, houve a formacéo de
trés classes de CRP, com o maior desenvolvimento radical ocorrendo sob
auséncia de auxinas e o menor nos dois niveis mais altos de auxinas, além de
classe intermediaria a estas duas. Em termos relativos, do controle ao maior
nivel de auxinas, COL e p9 tiveram reducdo de mais de 40x no

desenvolvimento radical, enquanto em p23 e p37 foi de cerca de 13x.
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TABELA 30. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcdo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis do horménio auxina, em meio de cultura MP sob dois
suprimentos de fosforo (+P e -P).

Niveis de Genaotipos

auxinas (M) COL p9 p23 p37

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio +P

Controle A 452 a* A 377 b A 0,78 c A 107 c

101° B 409 a A 288 b A 058 c A 097 c
107 B 3,90 a B 190 b AB 0,46 c AB 0,77 c
107 B 403 a B 221 b A 0,70 d A 130 c
10”7 C 041 a C 0,28 a AB 0,25 a B 0,28 a
10° C 011 a C 0,08 a B 0,06 a B 0,07 a

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio -P

Controle B 2,25 a C 0,74 b A 050 b A 059 b
1010 A 360 a B 234 b A 052 c A 063 c
10° A 364 a A 279 b A 053 ¢ A 063 c
108 B 227 a C 113 b A 049 c AB 056 ¢
10”7 C 023 a D 0,29 a A 027 a B 0,25 a
10°® C 0,14 a D 0,21 a A 021 a B 0,17 a

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacédo entre niveis de auxinas no
mesmo tratamento de P (+P ou -P), ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05).
Coeficientes de variagdo: +P= 10,6 e -P=9,5.

Analisando-se o efeito de auxinas no ambiente sem suprimento de P,
p23 e p37 tiveram comportamento similar ao da condi¢do +P. Assim, em p23
o CRP néo diferiu entre niveis de auxinas e em p37 0s trés maiores niveis
causaram efeito negativo na raiz em relacdo aos demais teores deste

hormonio. Estes dados demonstram que p23 e p37 sao mutantes menos
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sensiveis € menos responsivos a presenca de auxinas no meio de cultura,
independente da condicdo de suprimento de P. Os dados evidenciam ainda
que em p23 e p37 ndo ha resgate do fendtipo de COL, independente do nivel
de auxinas e do suprimento de P.

Por outro lado, em condicdo de auséncia de P (-P), p9 e COL tiveram
maior CRP sob 10° M de auxinas, e maior reducdo no desenvolvimento
radical sob niveis hormonais superiores a este (Tabela 30). Ainda nesta
condicao -P é interessante notar a resposta distinta de COL e p9 em relacdo a
p23 e p37. Entre o tratamento controle (sem auxinas) e o com 10"° M, COL e,
especialmente p9 apresentam incremento expressivo no CRP, enquanto o0s
demais mutantes apresentam desenvolvimento radical constante em todos os
niveis de auxinas. A resposta verificada em p9 sugere que 0 menor
desenvolvimento radical sob auséncia de P é devido, mesmo que apenas
parcialmente, a defeitos na sintese de auxinas, uma vez que sob niveis baixos
de auxinas no meio (10*° e 10° M) o CRP de p9 foi de 65 e 77% daquele de
COL nestas condicdes e similar aos valores de COL no controle. Este melhor
desenvolvimento radical em p9 com adicdo de auxinas em meio com
deficiéncia de P permitiu resgatar parcialmente o fenétipo de COL em p9,
sugerindo que a mutacao em p9 também pode relacionar-se a auxinas.

Em outro estudo, fez-se avaliagcdo dos efeitos de niveis crescentes de
citocininas em duas condi¢cdes de P. Nestes dois experimentos, a exemplo do
verificado com auxinas, ocorreu interacdo dupla de gendtipos e niveis de
citocininas (Tabela 31). Em ambas as condi¢cdes de P, nos trés menores
niveis de citocininas e no controle sem citocininas, o CRP dos trés mutantes

foi menor que o de COL. Nestes mesmos niveis de citocininas, de modo geral,
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0 CRP de COL foi maior que o de p23 e p37, os quais néao diferiram entre si.
Além disso, seguindo padrdo dos estudos com auxinas, nos dois maiores
niveis de citocininas e em ambas as condicbes de P, o desenvolvimento
radical ndo diferiu entre genotipos. Entretanto, diferente dos estudos com
auxinas, o efeito dos niveis de citocininas no CRP de COL foi menos
expressivo, pois na variacao de um nivel para outro o efeito na raiz foi menor.

Na condi¢cdo +P, o desenvolvimento radical de COL e p9 reduziu a
medida que os niveis de citocininas aumentaram. Em p23, apenas houve
diferenca entre niveis extremos de citocininas, enquanto os demais resultaram
em CRP similar. Em p37, os dois menores niveis de citocininas permitiram o
maior CRP, enquanto os dois maiores niveis resultaram no menor
desenvolvimento radical (Tabela 31).

Por outro lado, no ambiente com deficiéncia de P, a presenca de teores
baixos de citocininas permitiu melhor desenvolvimento radical em p9 e COL
em relacdo ao controle, enquanto o menor CRP ocorreu no nivel mais alto de
citocininas. Em p23, o CRP foi estavel em cinco dos seis niveis adotados,
sendo verificada diferenca apenas entre o maior e 0s demais niveis de
citocininas (Tabela 31), sugerindo menor sensibilidade deste mutante a este
horménio. Por sua vez, p37 teve maior CRP em 10® M, enquanto nos demais
niveis de citocininas ndo ocorreu diferenca, exceto no maior nivel, onde o

desenvolvimento radical foi o0 mais prejudicado.
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TABELA 31. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacao em
funcdo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis do horménio citocinina, em meio de cultura MP sob dois

suprimentos de fésforo (+P e -P).

Niveis de

citocininas (M)

Genaotipos

COL

p9

p23

p37

Comprimento da raiz primaria (cm) em meio +P

Controle A 452 a* A 377 b A 0,78 c A 1,07 c
108 B 3,77 a B 256 b AB 0,55 c A 081 c
10”7 C 135 a C094 b AB 0,45 c B 055 ¢
10°® D 0,69 a D 0,39 ab B 0,30 b B 0,58 ab
10 E 0,38 a D 0,21 a AB 0,36 a C 0,21 a
10 E 0,17 a D 0,13 a B 0,08 a C 0,12 a

Comprimento da raiz primaria (cm) em meio -P

Controle B 225 a B 0,74 b A 050 b ABO59 b
108 A 263 a A 1,14 b A033 d A 074 c
10”7 C 142 a B 057 b A 0,30 c B 0,48 bc
10°® D 059 a C 0,38 b A 037 b B 0,43 ab
10 D 041 a CD0,25 a A 042 a B 042 a
10 E 0,09 a D 0,08 a B 0,05 a C 0,05 a

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacao entre niveis de citocininas no
mesmo tratamento de P (+P ou -P), n&do diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05).
Coeficientes de variacédo: +P= 11,8 e -P=10,5.

Os dados dos gquatro estudos acima, dois sob niveis crescentes de

auxinas e dois de citocininas, demonstram que ha diferencas entre COL e os

mutantes p23 e p37 e que ha comportamento semelhante entre COL e p9.

Entretanto, as diferencas verificadas ainda n&o sao suficientes para
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estabelecer relacdo entre o efeito destes hormonios e a mutacdo a P, apesar
de haver tendéncia do efeito de auxinas em p9, j& que ha apenas resgate
parcial de fendtipo.

Por outro lado, anteriormente demonstrou-se que p23 e p37
apresentam efeito da interacdo P x N, justificando que essa interacdo também
seja explorada em condicfes contrastantes de citocininas, ja que existe
relacdo entre P e citocininas. Além disso, outros grupos de pesquisa
estudando a deficiéncia por P, também reportaram relacéo entre citocininas e
deficiéncias nutricionais, como as causadas por N e P (LOPEZ-BUCIO et al.,
2002; FRANCO-ZORRILLA et al., 2002; 2005; SAKAKIBARA, 2003). Neste
sentido, a interacdo P x N verificada em p23 e p37, pode ainda ser causada
parcialmente por defeitos na rota de sintese de citocininas. Com isso,
conduziram-se outros quatro estudos com o horménio citocinina, adotando-se
niveis crescentes em ambiente com presenca de P ou onde P é suprido via
organofosfatos, além de duas condi¢cdes de N, com e sem deficiéncia. Assim,
0s seis niveis de citocininas foram aplicados nos meios de cultura +P+N,
+P-N, -P/+RNA+N e -P/+RNA-N.

Em todos estes estudos de relacgo P x N Xx citocininas, o
desenvolvimento radical variou em funcéo da interacdo dupla de gendtipos e
niveis de citocininas (Tabela 32). Na condicdo +P+N, no controle e nos dois
menores niveis de citocininas o desenvolvimento radical de COL foi melhor
gue o verificado nos mutantes, ao passo que entre os mutantes p9 foi o que
teve maior CRP, sem haver diferenca entre p23 e p37. Nos trés maiores niveis

de citocininas, o CRP dos mutantes foi similar ao de COL, embora sob 10° M
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de citocininas p23 apresente raiz primaria mais curta que COL, porém nao

diferindo de p9 e p37 (Tabela 32).

TABELA 32. Comprimento da raiz primaria oito dias apds germinagdo em
funcéo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis do horménio citocinina, em meio de cultura MP com
suficiéncia de fosforo (+P= 1,0 mM), sob dois suprimentos de
nitrogénio (+N e -N).

Niveis de

citocininas (M)

Genaotipos

COL

p9

p23

p37

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio +P+N

Controle A 452 a* A 377 b A 0,78 ¢ A 107 c
108 B 3,77 a B 256 b ABO055 ¢ A 08l c
10”7 C 135 a C094 b AB045 ¢ B 055 c
10°° D 0,69 a D039 ab B 030 b B 058 ab
10 E 0,38 a D 0,21 a AB0,36 a C 0,21 a
10 E 0,17 a D 0,13 a B 008 a C 012 a

Comprimento daraiz primaria (cm) em meio +P-N

Controle B219 a B 099 b A212 a A 207 a
108 A 246 a AB1,13 d B 148 ¢ A 210 b
10”7 C175 a A 130 b CcC08 ¢ B13 b
10°® D109 a C 049 b C05 b CO09 a
10 D08 a C 050 b C048 b D 0,65 ab
10 E 0,17 a D 0,08 a D008 a E 010 a

* Médias seguidas de mesma letra minlscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacdo entre niveis de citocininas no
mesmo tratamento de N (+N ou -N), ndo diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05).

Coeficientes de variacdo: +P+N=9,1 e +P-N=11,6.

No ambiente +P-N, o desenvolvimento da raiz primaria foi distinto

daquele de +P+N, especialmente entre os mutantes. COL continuou a ter
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melhor desenvolvimento radical relativamente aos mutantes nos niveis 10® e
10”7 M, porém néo diferiu de p37 em 10° e 10 M. Assim, o comportamento
de COL e p37 foi similar na maioria dos niveis de citocininas em +P-N, sendo
gue ambos, de modo geral, tiveram resposta distinta da obtida em p9 e p23.
Por outro lado, na testemunha - sem adicdo de citocininas, COL, p23 e p37
tiveram CRP maior que p9, enquanto no maior nivel de citocininas (10 M)
nao se verificou diferenca no desenvolvimento radical de nenhum dos
genétipos (Tabela 32). Nesta condicdo de citocininas (10 M), houve inibicdo
severa no desenvolvimento radical dos quatro genotipos como também
verificado nos estudos de FRANCO-ZORRILLA et al. (2002; 2005).

Entre niveis de citocininas, na condicdo +P+N, o comportamento de p9
e p37 foi similar ao de COL, j& que houve reducdo no desenvolvimento radical
a medida que incrementaram o0s niveis de citocininas (Tabela 32). Em p23,
houve menor variacdo no CRP entre niveis de citocininas relativamente aos
demais gendtipos. Interessante notar que na condi¢cdo +P+N, a relacdo entre
0 CRP dos niveis extremos de citocininas € superior a 26x em COL e de 29x
em p9, enquanto em p23 e p37 essa relacao é de apenas cerca de 9x.

Por sua vez, na condicdo +P-N, COL e p9 tiveram melhor
desenvolvimento radical em 10® M de citocininas, enquanto em p23 o maior
CRP ocorreu no controle. No mutante p37 o CRP nao variou entre o controle e
o menor nivel de citocininas adicionado ao meio. Nos demais niveis de
citocininas e em todos os gendtipos, verificou-se reducdo gradual no CRP
com aumento nos niveis de citocininas (Tabela 32). Ainda nestas condi¢des

de crescimento (+P-N), considerando-se a relagcdo entre 0 menor e 0 maior
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CRP, COL e p9 tiveram reducdo proxima de 13x no desenvolvimento radical
entre os niveis de citocininas, enquanto p23 e p37 de 26x e 21x.

A adicéo de citocininas no meio +P-N remove o efeito da retirada do N
no fendtipo de p23, sugerindo que o efeito inibitério do N no desenvolvimento
da raiz priméaria deste mutante esteja relacionado a producao ou sensibilidade
a citocininas. Por outro lado, p37 ndo apresenta a mesma resposta, pois
apresenta comportamento mais similar ao verificado em COL. Com isso,
apesar de p23 e p37 ambos serem responsivos a interacdo P x N, como
previamente reportado, os resultados dos estudos de citocininas sugerem que
0s genes mutados nestes dois mutantes tenham ac¢des diferentes em relacéo
a citocininas (Tabela 32).

Nos estudos finais de avaliacdo do efeito de citocininas, verificou-se
gue em ambos os ambientes, -P/+RNA+N e -P/+RNA-N, o comportamento
dos mutantes diferiu daguele de COL, exceto na condicdo sem N e no nivel
mais alto de citocininas (10 M), onde o CRP dos quatro gendétipos foi similar
(Tabela 33). No meio -P/+RNA+N, o desenvolvimento radical ndo diferiu entre
mutantes, enquanto sob -P/+RNA-N, o CRP de p9 foi superior ao de p23 e
p37, exceto no controle para ambos os mutantes e em 10> M em p37, onde o
desenvolvimento radical foi similar.

Ainda em -P/+RNA+N, 0 aumento nos niveis de citocininas em geral
nao afetou o desenvolvimento radical dos mutantes, sendo os ganhos em
termos de CRP inferiores a duas vezes o comprimento obtido no controle sem
hormonio. Diferente dos mutantes, em COL, niveis crescentes de citocininas

causaram reducédo de cerca de 5x no CRP entre os niveis extremos. No meio -
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P/+RNA-N, p23 e p37 tiveram comportamento similar ao da condicdo com

suprimento de N (Tabela 33).

TABELA 33. Comprimento da raiz primaria oito dias ap0s germinacdo em
funcdo da interacdo dupla de gendtipos de Arabidopsis thaliana
e niveis do horménio citocinina, em meio de cultura MP com
limitacdo de fosforo (-P/+RNA), sob dois suprimentos de
nitrogénio (+N e -N).
Niveis de Genaotipos
citocininas COL p9 p23 p37
(M)
Comprimento daraiz primaria (cm) em meio -P/+RNA+N
Controle A 289 a A 048 b A 031 c AB 0,37 bc
108 B 1,17 a AB 0,39 b A 034 b AB 0,39 b
10”7 C 0,98 a A 046 b A 032 b A 046 b
10® D 0,83 a AB 0,38 b A 030 b AB 0,38 b
10° E 0,72 a A 044 b A 0,27 c A 044 b
10 F 0,58 a B 0,27 b A 0,24 b B 0,27 b
Comprimento da raiz primaria (cm) em meio -P/+RNA-N
Controle D 049 a CD 0,27 b A 0,24 b A 0,38 ab
108 A 294 a A 162 b A 0,23 c A 0,36 c
10”7 B 2,28 a A 147 b A 0,26 c A 0,30 c
10® C 143 a B 0,66 b A 0,25 c A 0,29 c
10° C 102 a C 031 b A 0,10 c A 0,27 bc
10 E 0,10 a D 015 a AO010 a B 0,06 a

* Médias seguidas de mesma letra minUscula na linha, comparacdo entre gendtipos e,
antecedidas de mesma letra mailscula na coluna, comparacao entre niveis de citocininas no
mesmo tratamento de N (+N ou -N), n&do diferem entre si pelo teste DMS (p< 0,05).
Coeficientes de variacdo: -P/+RNA+N= 11,2 e -P/+RNA-N= 11,5.
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Por outro lado, em COL e p9 a resposta foi distinta daquela da
condicdo com suprimento de N. Nestes dois genotipos, o suprimento de P via
organofosfatos em meio com auséncia de N causa inibicdo severa no CRP.
Interessante neste estudo € que a deficiéncia de N em COL e p9 pode ser
revertida pela adicdo de baixos niveis de citocininas (10® e 107 M), fato que
nao ocorre em p23 e p37 (Tabela 33). Esses dados demonstram que em COL
e p9 o menor desenvolvimento radical que ocorre sob auséncia de N pode
relacionar-se a deficiéncia na producao de citocininas, enquanto em p23 e p37
nao ha defeitos na sintese deste hormdnio, independente da condi¢cdo de N.
Além disso, os maiores niveis de citocininas sob auséncia de N foram mais
prejudiciais em p9 relativamente aos demais genotipos, ja que causaram
inibicdo expressiva no crescimento radical deste mutante e efeito menor nos
demais gendtipos.

De forma conjunta, os resultados dos estudos com presenca de niveis
crescentes de auxinas e de citocininas apontam para dois caminhos. Em p23
e p37, os resultados obtidos demonstram que ndo ha relacdo de suas
mutacées com deficiéncias na sintese de auxinas ou citocininas,
independente da condicdo de P ou de N, embora ambos tenham sido
caracterizados nesta tese como mutantes da interacdo P x N. Por conta desta
interacdo, esperava-se que houvesse efeito de P x citocininas x suprimento de
N, mas os dados demonstram que isso nao ocorre. Estes mutantes, p23 e
p37, ndo conseguiram resgatar, mesmo que apenas parcialmente, o fenotipo
do ecotipo COL em nenhuma das condicdes experimentais adotadas,
reforcando a nédo relacdo de suas mutacdes com deficiéncias na sintese de

auxinas e citocininas.
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Por outro lado, os resultados obtidos em p9 sugerem que seu fenétipo
radical distinto de COL em condicdo limitante de P esteja relacionado a
deficiéncias na sintese de auxinas e ainda a citocininas, porém esta ultima
apenas na auséncia de N. Com isso, sob deficiéncia de P, p9 conseguiu
melhorar seu desenvolvimento radical quando se adicionou niveis baixos
destes hormonios, permitindo restabelecer parcialmente o fenétipo radical de
COL neste mutante na condicdo. Neste sentido, sugere-se que o fendtipo de
raiz curta em meio deficiente em P ocasionado pela mutacdo de p9 é
parcialmente causado por defeitos na sintese e/ou percepcdo de auxinas e

citocininas, embora estudos mais conclusivos sejam requeridos.

4.8 Mapeamento da mutacdo de p9 e p23 a um dos cinco

cromossomos de arabidopsis

Outra etapa importante no estudo dos mutantes € estabelecer a
localizacdo do gene mutado. A etapa de mapeamento foi desenvolvida para
p9 e p23.

ApoOs realizacdo dos cruzamentos dos mutantes com o ecoétipo LER
(fornecedor de pdlen), sementes F1 deste cruzamento foram testadas quanto
ao desenvolvimento radical em condicdo -P/+RNA. Nesta geracéo,
mantiveram-se plantas com fenotipo radical similar a LER (raiz primaria
longa), demonstrando sucesso no cruzamento dos mutantes com LER.
Mesmo adotando esta forma de checagem, ainda optou-se por uma segunda
analise de eficiéncia do cruzamento, desta vez molecularmente. Para tal, as

14 plantas de cada gendétipo consideradas de cruzamento eficiente através da
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selecdo em meio -P/+RNA, foram crescidas em solo e, posteriormente
procedeu-se coleta de trés folhas por planta e extracdo de DNA.

Dois marcadores moleculares que resultam em bandas com tamanho
distinto em COL e LER, portanto permitem diferenciar estes ecotipos, foram
testados no DNA de cada planta F1. As seqUéncias nucleotidicas destes
primers e dos adotados nas demais analises de mapeamento da mutacao
estdo apresentadas na Tabela 2.

As plantas oriundas do cruzamento dos mutantes com LER que foram
selecionadas com base no fenétipo radical no meio -P/+RNA tiveram a
eficiéncia do cruzamento confirmada pela analise molecular. O perfil
eletroforético obtido para o primer NGA168, resultou em uma banda para
COL, p9 e p23 e em duas bandas em LER e em todas as plantas F1 (Figura
18). Para chegar a este perfii nas plantas F1, uma das bandas
necessariamente precisa ser oriunda de LER, portanto confirmando a
eficiéncia do cruzamento entre mutantes e o ecotipo.

Da mesma forma, para o primer F17123, o ec6tipo COL e os mutantes
p9 e p23 apresentaram produto de amplificacdo de DNA de tamanho maior
gue o de LER (Figura 18). O perfil eletroforético das mesmas 14 plantas
analisadas anteriormente demonstra ocorréncia de duas bandas, fato que

somente é possivel se o cruzamento entre LER e o mutante foi eficiente.
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Planta 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 Ler COL p9 p23

s

p9 X
LER
F1

p23 X
LER
F1

Primer NGA168 -
cromossomo I

P9 x m
LER -— :

F1

p23 x
LER
F1

Primer F17123 -
* cromossomo IV

FIGURA 18. Andlise genética de produtos dos primers NGA168 e F17123 em
14 plantas F1 de duas populacdes recombinantes de p9 e p23
com Landsberg erecta (LER), para confirmar perfil genético de
plantas anteriormente checadas quanto ao fenétipo radical.

Com isso, os dados dos dois primers testados nas 14 plantas F1 de
cada cruzamento confirmam a eficiéncia da selecdo baseada em fendtipo
radical, efetuada no meio contendo organofosfatos como Unica fonte de P.
Das trés plantas em que ndo se verificou amplificacdo pelo primer NGA168
(indicadas com asterisco), apenas uma delas (quinta planta de p23) também
nao amplificou a partir do primer F17123, indicando problema com o DNA.
Baseado nisso, tal planta foi descartada, mantendo-se portanto 14 plantas F1
de p9 x LER e 13 plantas p23 x LER para producédo de sementes F2.

Estas plantas F1 confirmadas foram transferidas para solo e permitida
autofecundacédo. Das sementes F2 resultantes de cada planta, selecionou-se,
previamente 150 plantas para cada populacdo recombinante, as quais foram

analisadas e re-selecionadas com base em fenotipo radical. Apds esta nova

selecdo, das 150 plantas F2 da populacdo de p9, apenas 32 populacdes F3
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apresentaram fenotipo radical desejado - raiz curta, similar ao do mutante, o
gue representa 21,3% das plantas originalmente selecionadas. Em p23,
mantiveram-se 38 populacdes F3, ou seja, 25,3% das plantas selecionadas na
F2. O DNA individualizado destas plantas F2 de cada populacao foi utilizado
para inicialmente testar dois primers de cada um dos cinco cromossomos de
arabidopsis. Em ambas as populacdes, as taxas de recombinacdo foram
variaveis entre os primers dos cinco cromossomos. De modo geral, as taxas
de recombinacdo nos cromossomos 2, 3, 4 e 5 foram em torno de 50% para

as populacdes de p9 e p23 (Figuras 19 e 20).

46,3% gF2N1

2Mb 2Mb 2Mb 2Mb 2Mb
® o

4Mb 4Mb 4Mb 4Mb 4Mb

6Mb 6Mb 6Mb 6Mb 6Mb

8Mb 8Mb 8Mb 8Mb 8Mb
11,3% §T24P13 50,2% gCIW3 48,2% gCIW11 58,3% ANGA139

10Mb 10Mb o 10Mb 10Mb 10Mb
5,0“ T17H7

12Mb 12Mb 12Mb 12Mb 12Mb

14Mb 14Mb 14Mb 14Mb 14Mb

47,7% QF17123
16Mb 16Mb 16Mb 16Mb 16Mb
48,2% INGA168

18Mb 18Mb 18Mb 18Mb 18Mb
29,6% gCIW1 42,2% gClw4a

20Mb 20Mb 20Mb

22Mb 22Mb 22Mb

55,6% g CIw9
24Mb 24Mb
26Mb 26Mb
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FIGURA 19. Taxas médias de recombinacdo cromossdmica no DNA de 32
individuos da geracdo F2 com genotipo confirmado, nos quais
testaram-se 11 primers no mutante p9Ler de Arabidopsis
thaliana.
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Entretanto, no cromossomo 1 as taxas de recombinacdo foram bem
menores para ambas as populagbes. Na populagcdo recombinante de p9,
verificou-se taxa de recombinacdo entre 5% e 30%, respectivamente nos
primers T17H7 e CIW1 (Figura 19). Por outro lado, na populacédo de p23 a
variacdo entre as taxas de recombinacdo foi menor, sendo de cerca de 13%
no primer T17H7 e em torno de 21% no T24P13 (Figura 20). De forma
conjunta, estes resultados de ambas as populacbes demonstram que a
mutacdo esta localizada no cromossomo 1, na regido do braco superior do
cromossomo, ja que as taxas de recombinacao nesta regido foram inferiores

as verificadas nas demais regides cromossémicas.
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FIGURA 20. Taxas médias de recombinacdo cromossémica no DNA de 38
individuos da geracdo F3 com genotipo confirmado, nos quais
testaram-se 11 primers no mutante p23Ler de Arabidopsis

thaliana.
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Uma vez identificado o cromossomo de localizagdo da mutacdo em
ambas as popula¢gées recombinantes, novos primers foram projetados, com
intuito de refinar a informagao previamente obtida. Estes novos primers foram
testados no mesmo DNA usado anteriormente. Como a regido de localizacéo
dos genes mutados evidencia estar em regido ndo muito distante uma da
outra no cromossomo 1, os primers projetados foram testados nas populacdes
recombinantes dos dois mutantes.

As taxas de recombinagdo verificadas com estes novos primers
projetados confirmaram os dados previamente obtidos, ja que possibilitaram
chegar mais proximo a localizacdo do gene mutado em ambas as populacdes
recombinantes. Em p9, obteve-se taxa de recombinagcdo zero no primer
F23M19 e valores inferiores a 13% em outros seis primers localizados no

entorno daquele primer (Figura 21).

8Mb
10Mb
12Mb
14Mb
16Mb
18Mb
20Mb

l

11,3% 8,1% 0,0% 11,3% 12,5% 29,6%
T24P13 F1K23 F23M19 F28L22 F7F22 Ciw1
8,6% 5,0% 12,5%
NGA392 T17H? F28J9 I Pzrte do cromossomo 1 - regido de 8 - 20Mb
‘ Suposta regido de localizacéo do gene mutado

Regiéo centromérica do cromossomo 1
FIGURA 21. Taxas médias de recombinacdo cromossémica no DNA de 32
individuos da geracdo F2 com genotipo confirmado, nos quais

testaram-se nove primers no mutante p9Ler de Arabidopsis
thaliana.

Estes mesmos primers foram testados na populagdo recombinante de

p23, na qual entretanto, houve menor refinamento da informagao previamente
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obtida com dois primers. Mesmo assim, obteve-se taxa de recombinacéo
proxima a 8% no primer F23M19 (Figura 22).

As taxas de recombinacao verificadas no cromossomo 1 em ambas as
populacbes permitem afirmar que o primer F23M19 esta relacionado as
mutacgdes de p9 e p23. Apesar de ter-se atingido recombinacao de 0% em p9
ainda nao é possivel dizer com precisdo que o0 gene mutado esta no exato
local da ocorréncia do primer F23M19. Isto ocorre porque em primers
adjacentes a este foram obtidas taxas de recombinacdo proximas a 8%,
sugerindo que novos primers devem ser projetados entre estes para que se

possa efetivamente chegar a localizacdo e clonagem do gene mutado.

8Mb
10Mb
12Mb
14Mb
16Mb
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21,4% 18,2% 7,8% 18,9% 17,1% 19,2%
T24P13 F1K23 F23M19 F28L22 F7F22 Ciw1
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NGA392 T17H? F28J9 Il Parte do cromossomo 1 - regido de 8 - 20Mb
. Suposta regido de localizagéo do gene mutado

Regido centromérica do cromossomo 1

FIGURA 22. Taxas médias de recombinacdo cromossdmica no DNA de 38
individuos da geracdo F2 com genotipo confirmado, nos quais
testaram-se nove primers no mutante p23 de Arabidopsis
thaliana.



5 DISCUSSAO

Estima-se que mais da metade da performance produtiva da maioria
das culturas de interesse agricola é prejudicada pela interferéncia negativa de
fatores (a)bidticos durante seu ciclo de desenvolvimento (CASAGRANDE et
al., 2001). Entre os estresses abidticos, deficiéncias nutricionais por N e P, em
conjunto com limitacdo por agua, sdo considerados os trés principais fatores
limitantes ao desenvolvimento de plantas e podem resultar em perdas
produtivas superiores a 90 %.

No caso da deficiéncia por P, objeto de estudo no presente trabalho, a
guantidade total presente no solo é inclusive bem superior & demanda da
planta. Contudo, apenas parte deste P estd prontamente disponivel as
plantas, especialmente devido a sua baixa mobilidade no solo, deixando-o
indisponivel para absorcdo pelo sistema radical - rizosfera, além da alta
capacidade de adsorcdo a matéria organica, argilas e superficies de
carbonatos de célcio e magnésio. Deve-se ainda considerar o efeito do Al e
Fe toxicos, com os quais forma quelatos e precipita, reduzindo sua
disponibilidade.

Desta forma, os mecanismo envolvidos e a regulagdo em torno da

limitacdo por P em vegetais pode ser considerado processo complexo e

apesar do conhecimento atualmente disponivel sobre o tema, ainda apresenta
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diversas etapas por serem melhor elucidadas. Isso decorre, especialmente
pela verificacdo de que é dependente de diversos fatores que, por vezes
atuam isoladamente e em outras situacbes demonstram interacdo. No
presente trabalho, ficaram evidenciadas ambas as situacdes, jA que em
alguns estudos foram verificados efeitos simples de P e em outras interacfes
duplas ou triplas de tratamentos. Estas respostas demonstram novamente a
complexidade da resposta de arabidopsis a limitacdo de P, sendo respostas
similares também verificadas em outras espécies vegetais.

Para contribuir na elucidacdo deste processo, no presente trabalho
adotaram-se mutantes de Arabidopsis thaliana. Esta espécie € considerada
um dos modelos vegetais para estudos bioldgicos, apresentando seu genoma
sequenciado e disponibilidade de mutantes a diferentes estresses. Esta
espécie ainda apresenta outras vantagens, como pequeno tamanho, curto
tempo de geracdo, reproducdo autégama, acessibilidade e facilidade de
manipulacdo genética, grande producdo de sementes, pequeno tamanho do
genoma, ampla conservacao de mecanismos fisio-genéticos, bioquimicos e
moleculares. Estas caracteristicas, segundo DELATORRE & SILVA (2008),
sdo fundamentais para um organismo ser considerado modelo de estudos
biolégicos. Além disso, essa espécie ndo interage com micorrizas, aspecto
relevante para estudos relacionados ao nutriente P, além de demonstrar
maioria das respostas classicas de plantas a deficiéncia nutricional.

Apesar de haver diversos mutantes isolados para diferentes processos
e eventos de estresse abidtico, como o caso da limitacdo por P, e outros
mutantes que foram construidos com base em estratégias genético-

moleculares, os mutantes adotados neste trabalho sdo oriundos de isolamento



153

e selecao de integrantes do préprio grupo de pesquisa. Os mutantes adotados
sdo oriundos do ecotipo COL e foram obtidos através de screening de
sementes mutagenadas pelo método quimico de EMS (etil-metil sulfonato) e
isoladas por CHEN et al. (2000) e DELATORRE (2009).

A condicdo na qual foram isolados tinha como fonte de P os acidos
nucléicos, DNA ou RNA. Com esta estratégia, os autores preconizaram a
selecdo de mutantes com defeitos em aspectos regulatorios da rota de
sinalizacdo a P. Isso se justifica pelo fato de que durante o processo de
resposta a limitacao por P, entre outras respostas, a planta é capaz de acionar
enzimas capazes de atuar sobre estas fontes de P ndo prontamente
disponiveis e, desta forma, conseguir disponibilizar parte do P presente para
absorcao pelas plantas. O fato dos mutantes apresentarem desenvolvimento
radical prejudicado nesta situacéo, relativamente ao ecétipo COL, é evidéncia
consistente da ocorréncia de algum defeito nesta rota metabdlica.

De modo geral, os mutantes p9, p23 e p37 apresentam menor
desenvolvimento radical relativamente ao ecétipo COL quando dispostos em
condicdo com limitacdo de P, seja sua total auséncia ou em ambiente onde o
P é fornecido apenas via acidos nucléicos (Tabela 8), como o0 RNA obtido da
levedura Torula. Por outro lado, quando sdo dispostas em condicdo com
suficiéncia de P, o desenvolvimento radical de p9 é similar ao de COL,
enquanto o de p23 e p37 é significativamente menor que o de COL e de p9,
porém ainda assim mais de duas vezes maiores que o verificado em ambiente
com limitacdo de P (Tabela 8). Aléem disso, os resultados indicam que p9
apresenta feno6tipo radical similar ao de pdr2, enquanto p23 e p37 apresentam

desenvolvimento radical similar ao de pdrl.
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Estes dois mutantes, pdrl e pdr2, foram isolados durante o mesmo
screening e previamente caracterizados por DELATORRE et al., (2004) e
DELATORRE (2009). pdr2 possui menor crescimento radical que COL, cuja
resposta é condicionada a baixos niveis de P, devido a inibicdo da diviséo
celular e diferenciagdo precoce do meristema apical da raiz. Assim, pdr2
consegue obter parte do P presente em acidos nucléicos, no entanto os niveis
de P no meio sdo mantidos baixos, evidenciando existéncia de percepc¢ao
local, dependente dos niveis externos de P (DELATORRE et al., 2004).

Por outro lado, pdrl possui crescimento radical reduzido relativamente
a COL seja em condicao com suficiéncia de P ou em condicdo de deficiéncia
de P, assim como também verificado em p23 e p37. Além disso, em ambiente
onde os autores removeram o nitrato do meio de cultura, verificaram
restabelecimento do fendtipo radical de COL neste mutante, sugerindo
ocorréncia de interacdo de P e N (DELATORRE, 2009). Em funcdo destas
caracteristicas de pdrl e semelhanca no comportamento radical com p23 e
p37, este mutante também foi inserido em alguns estudos conduzidos para se
ter testemunha padrdo que permita melhor comparacdo relativa entre os
mutantes em estudo.

Assim como ha variagBes consideraveis em termos de caracteristicas
fisicas, quimicas e biolégicas do solo e/ou ainda nas condicbes
meteoroldgicas ambientais de cultivo das espécies, a adocdo de meios de
cultura/substratos também pode resultar em comportamentos distintos dos
esperados. Neste sentido e considerando os primeiros estudos conduzidos
neste trabalho, fez-se comparacdo de duas formulacbes de meio de cultura

avaliando seus efeitos no desenvolvimento radical dos quatro genotipos.
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Embora néo previsto inicialmente, este estudo foi fundamental para chegar as
conclusdes obtidas nos diferentes experimentos conduzidos. A principal
justificativa para realizacdo deste estudo foi a obtencdo de resultados
divergentes em relacdo a estudos conduzidos anteriormente com estes
mesmos genotipos por PINTO (2005).

Para investigar as razdes destas divergéncias, adotaram-se duas
formulacbes de meios de cultura, meio comercial MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), nesta tese referido como ¥2 MS, e o meio MP (SOMERVILLE
& OGRE, 1982), os quais sao, respectivamente, os meios de cultura usuais
nos laboratérios do Dr. Steffen Abel junto a UCDavis e no de Biotecnologia e
Fisiologia Vegetal da UFRGS. Este experimento contribuiu para explicar a ndo
resposta em termos de crescimento radical de p9 quando submetido a niveis
crescentes de P no meio %2 MS, comportamento distinto do verificado por
PINTO (2005) ao adotar o mesmo mutante, porém no meio MP.

Esperava-se que o desenvolvimento radical dos trés mutantes e do
ecoétipo COL ocorresse normalmente em ambos 0s meios de cultura, uma vez
gue ambas as formulacGes sdo adotadas por diferentes grupos de pesquisa
interessados em respostas vegetais a limitacdo por P. Entretanto, apos
conducédo de alguns experimentos e obtencéo de resultados divergentes dos
esperados, verificou-se que este padrdo era valido somente na condicdo com
suficiéncia de P (1,0 mM), quando ha suprimento de P. Por outro lado, quando
se adota a condicdo de limitacdo de P, seja auséncia total deste ou
suprimento via acidos nucléicos, verifica-se que ha diferengas significativas no
desenvolvimento radical de todos os genotipos em estudo entre os dois meios

de cultura (Tabela 5).
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Uma das respostas mais interessantes neste estudo e ao mesmo
tempo contraditdria relaciona-se ao comportamento de p9, que ao contrario de
p23, p37 e COL, apresenta desenvolvimento radical maior no meio %2 MS em
relagcdo ao MP. Outra constatacao para este mutante é que ao incrementar 0s
niveis de P no meio ¥2 MS, o CRP de p9 foi similar ao de COL em
praticamente todos os niveis de P testados (Tabela 6). Entretanto, ao adotar o
mesmo mutante, porém usando o meio MP, PINTO (2005) demonstrou que ha
diferencas expressivas no comportamento destes dois genétipos quando os
niveis de P sdo incrementados neste meio de cultura. Deve-se salientar que o
meio MP foi aquele adotado como padréo em todos os estudos conduzidos
por PINTO (2005) ao realizar parte da caracterizacdo dos trés mutantes. O
meio MP também foi condi¢cdo na qual DELATORRE (2009) fez o isolamento
dos mutantes p9, p23 e p37, bem como de pdrl e pdr2 adotados como
testemunhas em alguns estudos conduzidos.

Com isso, levantou-se a hipotese da existéncia de algum componente
destas duas condicdes de crescimento, especialmente do meio ¥2 MS, estar
afetando o comportamento dos mutantes e de COL. Objetivando identificar
este fator, primeiramente fez-se andlise mais detalhada de cada formulacdo
nutricional. Ao fazer andlise dos constituintes e niveis nutricionais de cada
meio de cultura, ¥2 MS e MP, verificaram-se desde teores similares nas
concentracfes nutricionais de alguns nutrientes até diferencas muito
expressivas entre a concentracdo do mesmo nutriente entre os dois meios de
cultura.

Entre os micronutrientes, as diferencas mais expressivas ocorrem nos

niveis de Mo, Mn, Zn, Cu e Co, os quais sédo 2,5, 4, 26,7, 100 e 5250x,
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respectivamente maiores no meio % MS relativamente ao meio MP. Em
relacdo aos micronutrientes deve-se considerar que para a planta ha variacéao
pequena entre o nivel considerado adequado ao desenvolvimento vegetal e o
gue pode ser nivel toxico. Por conta disso, pode-se especular que 0s niveis
destes micronutrientes no meio %2 MS ja poderiam ser toxicos a planta e,
desta forma, afetar alguma das caracteristicas avaliadas nos estudos
conduzidos.

Além destas variacfes, ainda ha outras variagdes consideraveis em
pelo menos dois macronutrientes. O suprimento de P no meio ¥ MS
corresponde a apenas ¥ do fornecido pelo meio MP, enquanto a quantidade
de N é superior a 3x aquela fornecida pelo meio MP. Outra diferenca
expressiva entre os meios € a fonte de N, sendo o N do meio MP suprido
exclusivamente via nitrato de potassio, enquanto o do meio %2 MS na forma de
nitrato de potassio + de nitrato de amonio. Assim, é estimado que o0 meio %
MS possua 1/3 (9,12 mM) de seu N na forma de aménio, quantidade que
corresponde ao total de N fornecido pelo meio MP, enquanto 2/3 sédo supridos
na forma de nitrato (Tabela 1).

As variacdes nos niveis individuais ou ainda o efeito de interacdes
nutricionais que podem ocorrer nos meios de cultura, podem ser fatores
responsaveis pelas respostas distintas no comportamento dos mutantes.
Pelos resultados obtidos, estes aspectos sdo especialmente importantes em
p9 e em COL, sobretudo quando se comparou 0s meios de cultura com
limitacdo de P (Tabela 5).

COL, p23 e p37 possuem desenvolvimento radical prejudicado no meio

% MS em relacdo ao meio MP (Tabela 5), o que poderia ser indicativo de que
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estes gendtipos podem ser mais sensiveis a maiores niveis dos
micronutrientes, como reportado para o meio MP. Entretanto, como pode ser
verificado pelo comportamento dos dados, em principio as diferencas de
composicdo nao afetaram o desempenho destes mutantes em outros estudos
conduzidos. Todavia, os efeitos negativos do meio Y2 MS em relacdo ao MP
no mutante p9, incitaram novos estudos, portanto mudando em parte a
direcdo dos estudos inicialmente previstos para este mutante.

Outro aspecto relevante na comparacdo do desenvolvimento radical
dos gendtipos em duas formulacdes de meio € que as diferencas foram mais
expressivas sob deficiéncia de P (Tabelas 5, 6 e 7), enquanto apenas
pequenas diferencas foram observadas no ambiente com suficiéncia de P
(Tabelas 3 e 4). Além disso, supondo que CHEN et al. (2000) e DELATORRE
(2009) tivessem adotado o meio Y2 MS para fazer o isolamento destes
mutantes, possivelmente p9 néo teria sido isolado naquela selecao, ja que seu
fendtipo radical € mais dificil de diferir daguele de COL, quando comparado
aos padrdes destes dois genotipos verificados na condicdo MP. Ou seja, 0s
autores teriam deixado de isolar um mutante de P com caracteristicas
interessantes em termos de resposta a deficiéncia nutricional por P, apenas
pelo fato de ter usado meio de cultura com caracteristicas distintas daquela
adotada por ocasiao de sua selecao.

Com base nestes aspectos e considerando a performance dos
mutantes, pode-se dizer que o comportamento do sistema radical e do
desenvolvimento geral das plantas de arabidopsis pode ser alterado pelo tipo
de meio de cultura adotado. A composicdo do meio de cultura adotado nos

estudos deve ser aspecto a ser considerado por ocasido da interpretacédo dos
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resultados de pesquisa, especialmente em estudos de limitagdo por P. Neste
sentido, estas consideracdes sao vitais no presente trabalho, uma vez que na
maioria dos estudos adotaram-se condi¢cdes de ndo suprimento (-P) e/ou
suprimento limitado de P, via acidos nucléicos (-P/+RNA).

Ainda considerando as diferencas nos niveis e de algumas fontes
nutricionais entre os meios MP e %2 MS, no presente trabalho a maioria dos
estudos foi conduzida adotando a condicdo MP. A adocdo desta é mais
trabalhosa e requer maiores cuidados por ocasido do preparo do meio, pois
requer adicdo de pequenas quantidades de varias solucdes a base de sais.
Por outro lado, ao usar o meio %2 MS, apenas € preciso dissolver o po
comercial em agua filtrada e proceder autoclavagem, portanto sendo mais
rapido e com menores chances de incorrer em erros no momento de seu
preparo. Apesar destas desvantagens operacionais do uso do meio MP em
relacdo ao ¥2 MS, ainda assim considerou-se ser mais correto adotar o meio
MP, pois estudos conduzidos demonstraram que o desenvolvimento e a
resposta dos mutantes e de COL é mais estavel nesta condicao.

Nesta mesma linha, entre outros fatores que afetam o desenvolvimento
radical sob deficiéncia de P pode-se citar alteragdes no pH (CHEVALIER et
al.,, 2003; SVISNOOTOOFF et al., 2007), presenca de niveis téxicos de
micronutrientes como Fe (SVISNOOTOOFF et al., 2007; WARD et al., 2008)
ou As (ABERCROMBIE et al, 2008), altos teores de sacarose
(KARTHIKEYAN et al., 2007) e o efeito do agente solidificante do meio liquido
(JAIN et al., 2009).

Nas condi¢cbes experimentais adotadas no presente trabalho, preparo

de meio de cultura e disposicédo deste em placas de petri, ha necessidade de



160

se adicionar agente solidificante. Exemplos de produtos solidificantes sdo o
agar e o fitagel, obtidos respectivamente de algas vermelhas e de bactérias,
0s quais permitem disposicao vertical das placas de petri e facil avaliagdo do
comprimento radical. Este agente solidificante € considerado fator inerte no
meio de cultura, portanto ndo deve afetar o desenvolvimento radical. Contudo,
JAIN et al. (2009) verificaram que o agar pode alterar expressivamente o
padrdo de desenvolvimento radical de arabidopsis através de efeitos no
comprimento da raiz primaria e na repressao ou inducdo da emisséo de pélos
e raizes laterais.

Além disso, este componente de meio de cultura altera expressao de
genes relacionados a limitacdo nutricional causada por P. Outros estudos
conduzidos por NOWAK & ASIEDU (1992), SCHOLTEN & PIERIK (1998) e
BERUTO et al. (1999) observaram tendéncia similar em ecétipos e mutantes
de arabidopsis distintos dos estudados aqui.

Segundo JAIN et al. (2009), variacbes no desenvolvimento radical
podem ocorrer tanto entre marcas comerciais distintas destes agentes, assim
como entre lotes distintos do produto oriundos do mesmo fabricante. Em
razao destes aspectos, é importante salientar que, em todos 0s experimentos
conduzidos neste trabalho, se adotou agar oriundo do mesmo fabricante e
mesmo lote. Por conta disso, se minimizou eventual efeito negativo de algum
contaminante presente no agente solidificante através do uso do mesmo agar
(marca e lote) em todos os experimentos, fato que poderia alterar o
comportamento de um ou mais mutantes durante os estudos conduzidos.

Entre as razbes para as respostas divergentes com uso de lotes ou

marcas diferentes do agente solidificante, os autores ressaltam a ocorréncia
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de alteracbes nas propriedades fisico-quimicas, como alteracdes na taxa de
difusdo de nutrientes, impurezas organicas e, especialmente contaminacéo
nutricional.

Estes aspectos sdo ainda mais importantes quando se estuda resposta
da planta a deficiéncia de um ou mais nutrientes. Neste caso, a presenca de
guantidades minimas de determinado nutriente jA pode ser suficiente para
afetar os resultados obtidos, dependendo da sensibilidade da planta a este.
Corroborando estas evidéncias, verificou-se que a alteracdo de niveis de P de
zero para 25 pM ja é condicdo suficiente para obter CRP estatisticamente
distinto em COL (Tabela 9). Resultados similares também foram reportados
por LOPEZ-BUCIO et al. (2002), DELATORRE et al. (2004) e DELATORRE
(2009). Assim, reforca-se a premissa de que contaminacfes minimas ja
podem ser suficientes para mascarar resultados e alterar o padrédo de
crescimento radical das plantas, sobretudo, quando estas apresentam alta
sensibilidade a estes.

De posse destas informacGes e considerando os resultados obtidos,
visualiza-se que além dos agentes ‘“inertes” poderem afetar o
desenvolvimento radical como reportado, alteragbes pouco ou bem
expressivas nos niveis de algum(ns) nutriente(s) e mesmo da fonte do
nutriente podem resultar em variacao significativa da performance de plantas
mutadas e ndo mutadas. Por isso, na maioria dos estudos se adotou 0 meio
MP, o qual se mostrou mais adequado ao desenvolvimento dos mutantes e foi
0 meio no qual os mutantes foram isolados inicialmente. Em sua maioria, o

meio % MS foi apenas adotado para demonstrar diferencas de
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comportamento entre mutantes pela alteracdo no meio de cultura adotado,
sendo realizadas ressalvas nestes casos.

O desenvolvimento radical das plantas apresenta plasticidade muito
grande e sensivel a alteracbes nas condicdes ambientais de crescimento
ocasionadas por fatores (a)bioticos. Entre as razdes da reestruturacao radical
esta a imobilidade de plantas apds seu estabelecimento, portanto dependem
do desenvolvimento de adaptacbes para que consigam sobreviver as
condi¢Bes ambientais vigentes.

Em termos abidticos, variacdes espaciais e temporais no suprimento de
nutrientes como N, P e Fe causam efeito marcante na arquitetura radical em
vegetais. Os sinais indutores destas alteracbes radicais sdo bastante
especificos, mas podem atuar de forma conjunta, através da ocorréncia de
interacdes nutricionais (ZHANG et al.,, 1999; LOPEZ-BUCIO et al., 2003;
WARD et al., 2008).

Em arabidopsis, a resposta do ecétipo COL a limitagdo por P pode
ativar ou desativar algumas rotas metabdlicas, como por exemplo o acumulo
de amido nos cloroplastos e protecdo de fotossistemas pela sintese de
antocianinas contra o excesso de luz. Apesar desta estratégia adaptativa
importante, a resposta tipica a deficiéncia por P € a remodelagem na
arquitetura radical, através de incremento no nimero e comprimento de raizes
laterais e de emisséo de pélos radicais em detrimento do desenvolvimento da
raiz principal (MARSCHNER, 1995; BATES & LYNCH, 1996; WILLIAMSON et
al., 2001; ABEL et al., 2002; LOPEZ-BUCIO et al., 2002; SANCHEZ-

CALDERON et al., 2006; DELATORRE, 2009; TICCONI et al., 2009).
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Essa remodelagem da arquitetura radical varia em funcao de: (i) ajustes
nas taxas de divisdo e elongacao celular na raiz primaria, que determina a
extensado desta; (ii) emissao de raizes laterais, que incrementam a capacidade
do sistema radical como um todo de explorar maior volume de solo e, (iii)
formacdo de pélos radicais, 0s quais incrementam significativamente a
superficie total da raiz priméria e das laterais (BARLOW, 1976; CELENZA et
al., 1995). Estas diferentes estratégias de ajuste da arquitetura radical
contribuem para melhorar a exploracdo do solo, através do aumento da
superficie da planta em contato com o solo, resultando também em melhor
exploracdo da camada mais superficial dos solos, que devido a aplicacao
sucessiva de fertilizantes nas areas agricolas e baixa mobilidade do P no solo,
normalmente concentra as maiores quantidades deste.

Os meristemas da planta controlam todo desenvolvimento de érgaos
desta através da regulacdo da divisdo e elongacdo celular. Nas raizes, o
centro quiescente (CQ) esta localizado na parte mais distal do meristema
radical, sendo formado por quatro células, que sédo circundadas por células
indiferenciadas, mas que podem dar origem a células de diferentes tecidos,
dependendo do sinal que recebem.

Embora boa parte da atividade meristematica seja previamente
estabelecida durante o desenvolvimento embrionério, o0 ambiente tem grande
efeito sobre este processo. A limitacdo nutricional é um destes fatores
havendo diversas evidéncias de um papel importante do P em toda regulagéo
de atividade meristematica, através de seu efeito na transducéo de sinal entre
as diferentes camadas celulares no entorno do CQ (LOPEZ-BUCIO et al.,

2003; SANCHEZ-CALDERON et al., 2005). Estes autores verificaram que
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durante a deficiéncia de P, o menor CRP deve-se a menor elongacao celular e
rapida e progressiva reducdo no tamanho do meristema, oriundos da reducéo
na atividade mitotica celular no meristema.

Resultados similares foram obtidos por PINTO (2005) ao verificar que
com suficiéncia de P (1,0 mM) a taxa de crescimento radical de COL e,
especialmente de p9 e p37 foram maiores que em ambiente com fornecimento
de P via acidos nucléicos. Além disso, a autora verificou que a taxa de
crescimento radical foi maior no meio -P/+RNA relativamente ao com auséncia
total de P no meio (-P), além do fato de que esse crescimento foi mais
pronunciado nos mutantes em relacdo a COL. Neste mesmo estudo, foi
verificada tendéncia similar ao ser avaliado o comprimento de células
diferenciadas na raiz primaria destes genotipos e condicdes contrastantes de
suprimento de P.

No presente trabalho, obtiveram-se resultados similares quando se
conduziram estudos de transferéncia de plantas para meios com limitacdo de
P, em cujas plantas se avaliaram respostas de genes reporteres. A adocdo de
repérteres para verificar o padrdo de divisdo celular em resposta a limitacéao
de P deve-se ao fato deste ser um mecanismo vital para a planta,
especialmente para conseguir absorver agua e nutrientes do solo para seu
pleno desenvolvimento.

A divisédo celular, que pode ser monitorada através do uso do reporter
CycB1::GUS, torna-se ainda mais importante sob eventos de estresse, como
€ 0 caso da deficiencia de P. Nesta situacdo, a planta necessita adotar
estratégias que permitam supera-la atraves do estimulo ao maior

desenvolvimento de raizes para sitios do solo com maior disponibilidade de P.
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Além desta estratégia, a planta pode ainda estimular a secrecdo de
compostos capazes de ajudar a disponibilizar parte do P imobilizado nos
minerais do solo, como € o caso de fosfatases acidas, cuja expressdo pode
ser avaliada pelo uso do reporter AtACP5::GUS. Héa ainda outros compostos
capazes de ajudar na liberacdo de P ndo prontamente disponivel, como as
nucleases e fosfodiesterases, as quais, entretanto ndo foram avaliadas no
presente trabalho.

Além destes dois reporteres, um de divisdo celular e outro de secrecéo
de fosfatases, também se adotou repérter relacionado ao centro quiescente, o
QC25::GUS. Esta regido tem despertado atencdo de diversos grupos de
pesquisa e se mostrado relevante, por ser regido de poucas células, as quais
nao estdo diferenciadas. Assim, a diferenciacdo destas ocorre em funcéo de
condicBes ambientais ocorrentes, ou seja, uma estratégia ainda mais
importante e relevante em condicdes de estresse.

A avaliacao da cinética de expressao de CycB1::GUS no primeiro dia
apos transferéncia de plantas de condicdo +P para a deficiente em P (-P)
mostrou que p23 teve sensivel reducdo na atividade mitética celular (Figura
10). Na avaliacdo aos quatro dias apds a transferéncia para meio -P, p23 teve
atividade mitética bem reduzida, a qual foi ausente no sexto dia. Por outro
lado, nas mesmas condi¢cBes, COL apenas apresentou reducdo na cinética de
expressdo de CycB1::GUS a partir do segundo dia ap6s transferéncia, sendo
no sexto dia ainda possivel observar divisdes celulares junto ao meristema
radical (Figura 10).

Comportamento distinto foi verificado quando se transferiu as plantas

do meio +P para aquele com suprimento de P via RNA (-P/+RNA). Pdde-se
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verificar que ambos o0s genotipos tiveram atividade de CycB1l::GUS mais
intensa e mais persistente do que a verificada no meio -P (Figura 10),
independente do tempo de exposicao as condi¢cdes estressantes. Interessante
notar que em COL, praticamente ndo ha alteracdo da atividade de
CycB1::GUS ao longo do tempo em que as plantas cresceram em ambiente -
P/+RNA, enquanto em p23 ha reducdo consideravel nesta atividade no
terceiro dia, embora ainda no sexto apOs a transferéncia ainda haja divisdo
celular (Figura 10).

Em outro experimento, comparando suprimentos distintos de P,
também se verificou, a medida que a raiz permanece mais dias hos meios sob
limitacdo de P, h& intensa reducdo na divisdo celular em p23, a qual é
praticamente ausente apdés nove e 11 dias de tratamento (Figura 3). Ainda
neste mutante, com reducédo da divisdo celular no meristema radical, iniciam-
se divisdes celulares em células do periciclo da raiz priméria, resultando na
emissao de raizes secundarias, terciarias e quaternarias, as quais sado curtas
e pouco longevas. Embora nao tenha sido mensurado, neste mutante também
€ tipico o desenvolvimento de pélos radicais, 0os quais aumentam a superficie
de absorcao de agua e nutrientes.

Comportamento similar a este de p23 foi reportado por DELATORRE et
al. (2004) e DELATORRE (2009) ao estudarem respostas de pdr2 a limitacédo
por P. Em p23, a morte celular de tecidos diferenciados parece anteceder a
emissao de novas raizes laterais, as quais poderiam encontrar em menor
tempo novos sitios com presenca de P prontamente disponivel, ao invés da
planta continuar alocar energia no crescimento das ja existentes em sitios

limitados em P. A exemplo de p23, o mutante pdr2 apresenta emissao
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elevada de raizes laterais quando em ambiente -P, sugerindo inclusive
descontrole na emissdo destas. Entretanto, em ambos o desenvolvimento
destas raizes é pequeno e pouco eficiente em termos de estratégia para
superacao da deficiéncia de P, pois estas raizes ndo se conservam por longo
tempo, ocorrendo morte do meristema celular em poucos dias. Como
discutido posteriormente, essa alteracdo na emissdo de raizes laterais pode
também relacionar-se a defeitos na sintese hormonal, como é o caso de
auxinas. Neste sentido, PEREZ-TORRES et al. (2008) evidenciaram que a
maior emissdo de raizes laterais em plantas sob deficiéncia de P é, pelo
menos em parte, atribuida ao incremento na sensibilidade de raizes destas
plantas a auxinas.

Os resultados destes experimentos demonstram que p23 e COL
conseguem manter atividade meristematica por tempo maior quando
transferidos para meio -Pi/[+RNA relativamente a -P. Além disso, no mesmo
momento de avaliacdo, p23 possui divisdo celular menor que a verificada em
COL, sugerindo exaustao mais rapida do CQ. Estes dados suportam que p23,
ao contrario de COL, possivelmente nédo tenha capacidade de fazer uso do P
presente no RNA, o que pode relacionar-se a defeitos na sintese de enzimas
degradadoras destes &cidos nucléicos. Com isso, a mutacdo de p23 se
relaciona a componente regulatério da resposta sinalizadora a limitacao por P.

Por outro lado, a atividade de fosfatases e de nucleases ajuda na
remobilizacdo de P de metabdlitos celulares em condi¢cdo de deficiéncia de P
(DUFF et al.,, 1994; BARIOLA et al., 1994). Estes compostos, quando
secretados pelas plantas, ajudam na liberacdo de parte do P imobilizado,

sobretudo em condi¢bes limitantes de P. Com isso, desempenham papel
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regulatorio importante na cascata de sinalizacdo a deficiéncia por P, cujos
aumentos na inducdo e expressao normalmente ativam toda cascata de
sinalizagdo. A atividade de AtACP5::GUS é reconhecida como resposta de
remobilizacao interna de P (DEL POZO et al., 1999).

Assim como observado no estudo com CycB1::GUS, houve diferenca
na cinética de expressao de AtACP5::GUS entre COL e os mutantes, com p9
apresentando performance similar a de COL (Figura 8). Por outro lado, a partir
do quarto dia da transferéncia ao meio -P ou -P/+RNA, p23 apresenta intensa
atividade de AtACP5::GUS, enquanto COL e p9 possuem atividade fraca até o
oitavo dia da transferéncia (Figura 8). Em p23, a indugédo ocorre em tecidos
radicais meristematicos e ainda em outros ja diferenciados, como pélos
radiculares, diferente de COL e p9. Desta forma, para este gene ha
comportamento similar entre COL e p9, enquanto p23 apresenta indugéo
crescente a medida que o estresse por limitacdo de P se prolonga, sugerindo
ainda que a inducao deste gene seja mais rapida em p23 que nos demais
genatipos.

Considerando o comportamento de ambos 0s genes reporteres
avaliados, a atividade de AtACP5::GUS de p23 diverge um pouco das
evidéncias obtidas na avaliacdo em CycBl::GUS. A intensa atividade de
AtACP5::GUS em p23, sugerindo inducdo da sintese de fosfatases acidas, e
por outro lado auséncia desta em COL e p9, evidencia que apenas p23 é
capaz de usar P presente nos acidos nucléicos, ja que as fosfatases auxiliam
na liberagéo de parte do P imobilizado.

A atividade de AtACP5::GUS de p23 é mais intensa durante o periodo

no qual a divisédo celular j& € bem menor, sugerindo que a indugcdo deste
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mecanismo de superacédo da deficiéncia por P ocorreu tardiamente. Ou seja,
no momento da indugcdo de AtACP5::GUS a planta estava apenas com niveis
criticos de P, impossibilitando que este mecanismo conseguisse reverter a
parada no desenvolvimento radical e o processo de morte meristematica. A
inducdo do sistema de resgate deve ocorrer antes, em momento onde a
planta ainda possui P suficiente para suas funcdes até que parte do P
imobilizado seja disponibilizado, via acdo destas fosfatases.

Essa premissa € suportada pela atividade de CycB1l::GUS, que
demonstra que a divisdo celular é praticamente inibida a partir do quarto dia
da transferéncia para os meios deficientes em P. Assim, especula-se que em
p23 haja rapida exaustédo da atividade celular no CQ como consequéncia da
deficiéncia de P, intensificando reducdo na atividade mitética e a capacidade
de diferenciacao de células do entorno do CQ.

Por outro lado, em COL e p9 é possivel observar inducdo de
fosfatases, mesmo que pequena, quando ainda é possivel observar
consideravel divisdo celular (Figura 8). Estes dados sugerem que a inducéo
de genes relacionados a fosfatases e nucleases deve ocorrer antes de haver
severa reducdo na divisdo celular no meristema para que essa estratégia
ainda possa ser efetiva em ajudar a superar a limitacdo por P. Este padréao
verificado em COL, que difere do obtido em p23, é valido tanto para a
condicdo de auséncia total de P quanto na com suprimento via acidos
nucléicos (Figura 8). Neste sentido, pode-se dizer que a resposta a deficiéncia
de P passa por complexo controle transcricional, cujos mecanismos de

ativacao e tempo de resposta podem ser as possiveis causas pelas quais p23

evidencia apresentar falhas nesta comunicagéo.
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Além da atividade de divisdo celular no meristema e de gene
relacionado a sintese de fosfatases acidas, ainda checou-se a cinética de
expressdo de QC25::GUS. Apos transferir plantas de COL e p9 de condi¢éo
de suficiéncia de P (1,0 mM) para os meios -P e -P/+RNA, verificou-se que
COL mantém atividade mitotica durante todo periodo de estresse por P,
enquanto em p9 esta atividade j& diminui a partir do segundo dia da
transferéncia, independente do meio ao qual é transferido (Figura 9). Neste
mutante, a atividade de divisdo celular € completamente inibida apds o quarto
ou quinto dia de limitacdo por P, enquanto em COL esta se mantém pelo
menos até o oitavo dia, independente do grau de deficiéncia por P. Com isso,
a atividade de QC25::GUS em COL é consistente com a verificada em
CycB1::GUS e AtACP5::GUS, ao passo que em p9 hé incosisténcia entre as
observagtes para QC25::GUS e de AtACP5::GUS.

Entre as raz0es dessa inconsisténcia em p9 pode estar a selecao
equivocada da linhagem de p9 com gene marcador QC25::GUS usada neste
experimento. Os dados de AtACP5::GUS em principio sdo consistentes, pois
0 mutante apresenta muitas das respostas verificadas em COL. Exemplo
disso é a cinética do gene CycB1::GUS em p9 que segundo PINTO (2005)
segue o padrao verificado em COL, ou seja, h& intensa atividade de divisdo
celular em ambiente com suprimento de P via acidos nucléicos aos cinco dias,
porém esta diminui muito quando as plantas encontram-se na condicao -P.

Além destes aspectos deve-se considerar que a parada total do
desenvolvimento radical ocorre obrigatoriamente em momento posterior ao do
término da divisédo celular, ja que apos a divisdo estas células ainda precisam

se elongar antes de ocorrer sua diferenciacdo propriamente dita. Desta forma,
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para estabelecer o verdadeiro padrdo de atividade no CQ de p9 € importante
gue nos proximos estudos sejam testadas outras linhagens ja desenvolvidas
entre o mutante e a linhagem com o marcador. Vale salientar, que no presente
trabalho foram desenvolvidas varias outras linhagens, que antes de serem
adotadas nos experimentos, devem ser analisadas quanto ao grau de
homogeneidade e padrdo de expressdo do gene repérter em todas as plantas.

O reduzido crescimento apos transferéncia para meio -P demonstra
gue a exaustdo da atividade mitotica celular na regido meristematica pode ser
bastante rapida, corroborando dados de TICCONI et al. (2009). Estes autores
verificaram comportamento similar no mutante pdr2, o qual foi identificado e
isolado nas mesmas condi¢cdes dos mutantes em estudo. Da mesma forma
como se verificou rapida exaustdo do CQ em p23 e p37, especula-se que em
p9 o comportamento possa ser similar, uma vez que a atividade de
QC25::GUS verificada neste é similar aquela de pdr2. Contudo, novamente
dados de PINTO (2005) demonstram que a atividade de divisédo celular em p9
€ similar e inclusive superior a verificada em COL, independente da condicéo
de suprimento de P. Por fim, deve-se considerar que além da divisédo celular,
o crescimento radical se da via elongamento celular, o qual conforme
demonstrado por PINTO (2005), se intensifica a medida que a limitacdo por P
se torna mais intensa. Ou seja, mesmo que tenha havido exaustdo do CQ e
término da divisdo celular por conta da limitacdo por P, ainda pode estar
ocorrendo crescimento celular, porém desta vez devido ao elogamento das
células, portanto justificando os dados para p9, onde ndo ha mais atividade no

CQ, porém foi verificado crescimento continuado sob auséncia de atividade no
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de divisdo celular no CQ, sobretudo nas plantas que foram transferidas para
meios com limitacéo de P.

De posse destes resultados, pode-se dizer que a medida que aumenta
0 tempo de exposicao a deficiéncia de P e quanto mais severa for a limitacao,
maior é a reducdo na divisdo celular junto ao meristema radical,
especialmente em p23, embora isso também ocorra em COL. Considerando
os resultados de PINTO (2005) e os obtidos neste trabalho, p23 e p37
seguem padrdes similares de divisdo celular no meristema radical, sendo
ambos bastante afetados pela deficiéncia de P. Para estes dois mutantes é
sugerido que a mutacdo seja relacionada a etapa regulatoria, pois néo
conseguem ativar o sistema de resgate a tempo de ser efetivo para superacao
da limitacdo de P, mesmo que haja P n&o prontamente disponivel no
ambiente (RNA). Por outro lado, também considerando ambos os trabalhos,
p9 segue o comportamento de COL, assim sendo mais eficiente na ativagao
do sistema de resgate e, possivelmente no uso do P ndo prontamente
disponivel, fornecido via acidos nucléicos (RNA).

Por fim, embora ndo mensurada no presente trabalho, ainda deve-se
considerar a remobilizacdo interna de P, outra estratégia importante para a
planta superar a deficiéncia nutricional. No caso da limitagdo por P, a planta
recicla P de tecidos mais velhos para tecidos mais novos ou ainda remobiliza
parte do P de usos menos essenciais para outros mais relevantes. Em
principio, em nenhum dos mutantes estudados foi verificada maior alocacéo
de recursos no sistema radical em detrimento do desenvolvimento da parte
aérea durante o periodo de estresse por falta de P. Contudo, esta pode ser

uma das caracteristicas a ser avaliada em estudos futuros com os mutantes,
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ja que como relatado, p23 e p37 apresentam intensa emissao de raizes
laterais, que pode ser reflexo de re-alocacdo de fotoassimilados da parte
aérea para o sistema radical. Ao analisar a razdo parte aérealraizes, a qual
pode ser adotada como medida indireta da alocacdo, PINTO (2005) nao
encontrou diferenca entre COL e os mutantes em meio -P. Entretanto, a
autora verificou que em meio +P, p37 teve maior raz&o parte aérealraizes que
COL e p9. Outro resultado interessante deste estudo foi que p9 e p37
incrementaram esta relacdo em meio -P/+RNA, o que pode ser inferido no
presente trabalho pela comparacdo das fotografias da parte aérea
apresentadas na Figura 1.

Esta complexa rede de processos que governa a resposta da planta a
limitacdo por P ainda ndo esta completamente elucidada. Inicialmente
especulava-se que apenas SCR (Scarecrow) era importante em todo
mecanismo de resposta a limitacdo por P, jA que é predominantemente
expresso no CQ e, portanto teria papel primordial (DI LAURENZIO et al.,
1996; SABATINI et al., 2003). Entretanto, estudos posteriores demonstraram
gue SCR é apenas mais uma das diversas proteinas que atuam nesse
intricado e integrado sistema de resposta vegetal. HELARIUTTA et al. (2000)
demonstraram que a transcricdo de SHR (Short Root) é restrita aos feixes
vasculares, embora a proteina SHR se mova para células adjacentes,
ativando expressdo de SCR e, desta forma, controlando a diferenciacédo da
endoderme. Mais recentemente, TICCONI et al. (2009) verificaram que PDR2
(Phosphate Deficient Response) ajuda manter a identidade das células tronco
vegetais da raiz, as células do centro quiescente, bem como o nivel de SCR

guando as plantas estdo em ambiente com P limitante.
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Outro aspecto relevante é que PDR2, uma bomba ATP do tipo V com
substrato ainda desconhecido, atua conjuntamente com LPR1 (Low
Phosphate Response), outro mediador e regulador do sistema radical em
resposta a limitacéo por P e que interage geneticamente com PDR2 (TICCONI
et al., 2009). Segundo estes autores, LPR1 e PDR2 sé&o proteinas que se
localizam no reticulo endoplasmatico e ainda néo esta claro como conseguem
manter os niveis de SCR no nucleo durante a deficiéncia de P. Embora néo
confirmado, h& evidéncias de que isso ocorra via controle de qualidade das
proteinas decorrentes deste processo ou da interacdo destas proteinas com
outras, ou seja, teriam papel no processamento e qualidade das proteinas
resultantes do reticulo endoplasmatico.

Além dos efeitos simples da limitacdo de P na remodelagem da
arquitetura radical, ainda deve ser considerada a possibilidade de sua
interacdo com outros nutrientes. A interacdo P x Fe é uma delas, na qual a
deficiéncia de P e niveis altos de Fe agravam o efeito negativo da interacéo
na reducdo do desenvolvimento da raiz priméaria, em favor da emissdo de
raizes laterais (SANCHEZ-CALDERON et al., 2005; SVISTOONOFF et al.,
2007; WARD et al., 2008). A ocorréncia de interacbes de P com
macronutrientes como K e micronutrientes como Zn também foram verificadas
em espécies vegetais comerciais (HUANG et al., 2000; WANG et al., 2002).

Por muito tempo, se considerou que o menor desenvolvimento radical
do ecotipo COL de arabidopsis em condicdo limitante de P devia-se
unicamente a baixa disponibilidade deste nutriente. Nesta condi¢do, haveria
reducdes no alongamento celular e taxas de divisdo celular até exaustao

completa das reservas das células do entorno e do proprio centro quiescente,
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responsavel por coordenar toda organizacdo meristematica celular. Estudos
recentes continuam reportando a influéncia de P, porém que este efeito é
primordialmente dependente de outros fatores do ambiente, como toxidez
nutricional por Fe e Al (MARSCHNER, 1995), além de evidéncias consistentes
de fontes de N (CHEVALIER et al., 2003), como também verificado no
presente estudo, o efeito do amonio.

A relacdo Fe e P fundamenta-se na disponibilidade de ambos os
nutrientes no meio de cultura ou no solo, que ainda pode ser afetada por
alteracdbes momentaneas de pH, plausivel por exemplo, em ambiente de
lavoura de arroz irrigado recém estabelecida, onde logo apds o inicio da
irrigacdo ocorrem expressivos incrementos em termos de pH.

Em condicdo com baixa disponibilidade de P, o maior efeito inibitorio do
Fe no desenvolvimento radical deve-se a sua maior disponibilidade
relativamente aquele com teores maiores de P. Isto porque nesta situacdo, ha
menor formacao de quelatos ou precipitados devido a auséncia de P no meio
de cultura, culminando com mais Fe livre, o qual é passivel de absorcéo pela
planta. Além disso, SVISTOONOFF et al. (2007) verificaram que mantendo a
limitacdo de P e o nivel padrdo de Fe (50 uM) o desenvolvimento radical foi
aumentando a medida que o pH foi elevado de 5,3 para 6,5. Embora os
autores nao tenham discutida esta resposta, especula-se também com base
nos dados obtidos no presente estudo, de que o melhor desenvolvimento
radical com aumento do pH deve-se a maior disponibilidade de nutrientes,
entre estes P, e desta forma, menor disponibilidade de Fe. Com isso,

SVISTOONOFF et al. (2007) demonstraram que alteracdées no pH sao apenas
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mais um fator que deve ser considerado durante a interpretacdo de resultados
obtidos em plantas em resposta a limitacao por P.

Buscando entender melhor a influéncia de Fe e da fonte de N amdnio
na performance dos mutantes sob condi¢cdes limitantes de P, diversos
experimentos foram conduzidos. Como demonstrado nas Tabelas 15 e 16, o
crescimento e desenvolvimento radical € influenciado pela condicao
nutricional a qual a planta esta submetida, tanto os mutantes quanto o ecétipo
COL.

Em dois estudos de deficiéncia nutricional, um sob condicdo de
suficiéncia de P (1,0 mM) e outro sob deficiéncia deste (-P), verificou-se que o
efeito de Fe é mais intenso sob deficiéncia de P comparativamente a situacao
com suficiéncia de P (Tabela 15), como também previamente reportado por
SVISTOONOFF et al. (2007) e WARD et al. (2008). Além disso, também
houve resposta distinta entre os gendétipos analisados. COL e p9
apresentaram performance similar aquela obtida por SVISTOONOFF et al.
(2007) e WARD et al. (2008) para o ec6tipo COL, enquanto p23 e p37 tiveram
similar entre si, porém resposta radical bastante distinta daquela dos outros
dois gendtipos (Tabela 15). Desta forma, sugere-se que além de apresentar
sensibilidade distinta a presenca de Fe no meio de cultura, a qual é
dependente da condicdo de P, 0s mutantes em estudo apresentam
necessidade distinta de Fe para seu pleno desenvolvimento.

No estudo com suficiéncia de P, COL e p9 tiveram reducdo no CRP de
0 para 10 uM de Fe-EDTA, enquanto p23 e p37 continuaram a incrementar o
desenvolvimento radical (Tabela 15). Este comportamento, possivelmente

esteja relacionado ao fato de COL e p9 serem dependentes de niveis minimos
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de Fe para garantir desenvolvimento satisfatério de seu sistema radical,
embora 0 excesso desse seja toxico. Estas evidéncias séo reforcadas pelos
resultados de COL e p9 sob limitacdo de P, onde houve incremento no CRP a
medida que o nivel de Fe foi reduzido.

Resultados de ambos os estudos reforcam hipdtese de necessidade de
niveis minimos de Fe, pois mesmo sem adicionar Fe ao meio de cultura ha
tracos deste nutriente nos meios preparados. Este Fe € oriundo de
contaminacdes junto aos demais nutrientes adicionados ao meio de cultura,
como verificado em estudo conduzido com o supervisor na UCDavis - Steffen
Abel (dados ndo apresentados). Neste estudo, foi adicionado o quelante 3-(2-
pyridyl)-5,6 diphenyl-1,2,4-triazine sulphonate (Ferrozine) ao meio de cultura,
o qual em reacdo com Fe torna a parte do meio analisada rosada,
demonstrando quelacao do Fe.

Confirmando a hipétese da necessidade de niveis minimos para COL e
p9 em ambiente +P, esta correto 0 comportamento de ambos, ou seja, menor
desenvolvimento radical em ambiente com 0 uM de Fe-EDTA em relacdo ao
de 10 uM de Fe-EDTA sob suprimento de P. Isso se justifica pelo fato de
nesta condicdo (+P) as quantidades minimas de Fe oriundas de
contaminacdes, possivelmente tenham sido queladas pelo P do meio,
tornando-o indisponivel a planta. Contudo, na auséncia de P, este pequeno
teor de Fe ja poderia ser suficiente (Tabelas 15 e 16), uma vez que Fe € um
micronutriente e, portanto é requerido em apenas pequenas quantidades para
desenvolvimento adequado da planta.

Estes estudos com niveis de Fe e suprimentos distintos de P também

pY

sugerem que a mutacdo de p9 relaciona-se a interacdo P x Fe, pois em
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ambas as condicfes de limitacdo de P (auséncia de P e suprimento de P via
RNA) foi possivel observar recuperacdo do fendtipo radical de COL neste
mutante a medida que se diminuiu a quantidade de Fe (Tabelas 15 e 16). A
reducdo de 50 para 10 uM de Fe-EDTA no meio -P foi responsavel por
incremento de cerca de 9x no CRP de p9, enquanto em COL esta
recuperacao foi apenas préoxima a 4x.

Por outro lado, no meio com acidos nucléicos (-P/+RNA) os maiores
incrementos (3,7x) no CRP de p9 ocorreram de 10 para O uM de Fe-EDTA,
enquanto nos demais genotipos avaliados os incrementos no CRP foram bem
menos expressivos, independente do intervalo de reducdo do nivel de Fe
considerado (Tabela 16).

Embora néo tenha sido avaliado no presente estudo, SVISTOONOFF
et al. (2007) demonstraram que a adoc¢éo de 10 pM de FeSO4 ou 10 pM FeCl,
causam o mesmo efeito no desenvolvimento radical que o de 10 uM de Fe-
EDTA. Com isso, o0s autores demonstraram que o fendtipo radical
apresentado em meio com limitacdo de P deve-se a interacédo P x Fe, ou seja,
auséncia de P e presenca de Fe, no entanto, sem ter relacdo com o EDTA.

Por outro lado, em p23 e p37 este ajuste radical ndo ocorre quando se
reduz os niveis de Fe, demonstrando que estes dois mutantes ndo possuem
mutacdo relacionada a Fe. Resultados similares aos obtidos em p23 e p37
foram recentemente reportados por TICCONI et al. (2009) para o mutante
pdr2. Neste estudo, os autores demonstraram que apesar de pdr2 apresentar
CRP bastante inferior ao de COL em ambiente com deficiéncia de P, este
fendtipo ndo se relaciona a presenca de Fe toxico. Interessante neste estudo

de TICCONI et al. (2009) foi a padronizacdo da quantidade de Fe livre em
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todos os niveis de P adotados no experimento, demonstrando que a resposta
padréo de pdr2 ao incremento nos niveis de P ndo € alterada, apesar dos
meios com diferentes niveis de P apresentarem os mesmos teores de Fe livre.
Assim, os autores sugerem que o fendtipo radical de pdr2 em condigcédo
limitante de P ndo é dependente de Fe, portanto diferindo do reportado por
SVISTOONOFF et al. (2007) para o ecoétipo COL e o mutante Iprl-1 e WARD
et al. (2008) para os ecétipos COL e LI-0, e do verificado no presente estudo
em po.

A adocao de niveis similares de Fe livre em concentracdes distintas de
P é relevante, pois para uma mesma quantidade de Fe presente no meio de
cultura ocorre relacdo inversa entre a disponibilidade deste e niveis
crescentes de P neste meio. Considerando-se o padrdo de 50 pM de Fe-
EDTA presente nos meios ¥2 MS e MP e aumentos nos niveis de P de 0 para
1000 pM, respectivamente 0s niveis extremos de P no estudo de dose
resposta a P, a disponibilidade de Fe vai diminuindo com aumento do teor de
P. Com isso, os 50 pM de Fe-EDTA iniciais de Fe do meio vdo perdendo
importancia na capacidade de inibir o desenvolvimento radical, pois grande
parte deste estara sendo imobilizada junto ao P, a medida que aumenta o teor
deste no meio.

Neste sentido, é importante ressaltar que nos estudos conduzidos néao
foi realizado monitoramento da quantidade de nutrientes que efetivamente
estiveram disponiveis para absor¢cdo pela planta. Ou seja, em todos o0s
estudos o meio de cultura foi preparado com quantidades padronizadas de
cada nutriente, conforme apresentado na Tabela 1, sem ser efetuado ajuste

nas quantidades de um nutriente em funcéo da presenca maior de outro.
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Os resultados dos estudos conduzidos para avaliar a interacéo P x Fe,
confirmam as hipoteses elaboradas anteriormente. Em condicéo limitante de
P, o efeito negativo do Fe no sistema radical € mais intenso que o verificado
sob suficiéncia de P. Em ambiente -P/+RNA, p9 possui raiz curta em todos os
niveis de Fe testados, culminando com incremento de 3,7x no CRP entre O e
10 uM de Fe-EDTA, enquanto nos demais mutantes os incrementos nédo sao
significativos. Neste mesmo estudo, entre a condi¢cdo normal de Fe (50 uM) e
a auséncia deste no meio, o CRP de p9 aumenta mais de 17x, enquanto em
COL este incremento é de apenas 2x.

De forma conjunta, os estudos relacionados ao efeito da limitacdo de P
e niveis crescentes de Fe confirmam a hipétese de que p9 € mutante
dependente da interacdo P x Fe, enquanto p23 e p37 apresentam fendtipo
radical de mutantes de P, porém independem dos teores de Fe no meio de
cultura (Tabelas 15 e 16). Além disso, apesar estudos mais detalhados serem
requeridos, h&a evidéncias de que a mutacdo em p9 tenha papel distinto
daquele atribuido a PDR2, pois p9 e pdr2 possuem resposta distinta a baixos
niveis de Fe.

Além disso, a funcdo distinta de ambos ainda € suportada pelo
comportamento diferente destes em meio +P/+RNA, enquanto p9 apresenta
forte inibicdo no desenvolvimento radical neste meio de cultura (Tabela 8). Por
outro lado, deve-se considerar que em niveis intermediarios de Fe a resposta
em termos de CRP é similar para p9 e pdr2, assim como ocorre quando
ambos sao crescidos em condicao limitante de P, onde o CRP néo difere e é
bem inferior ao do ecdétipo COL (Tabela 15 e dados de pdr2 de DELATORRE,

2009).
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Na continuacdo do presente trabalho devera ser previsto o dominio de
software como o The Visual Minteq Program que permita estimar a
disponibilidade efetiva dos diferentes nutrientes constituintes do meio de
cultura, como por exemplo, a quantidade de Fe e de P livre. Esta ferramenta
foi adotada pelos estudos mais recentes que investigaram efeitos de Fe no
desenvolvimento radical de arabidopsis (WARD et al., 2008) e de atribuicéo
da funcdo a pdr2 (TICCONI et al., 2009).

Da mesma forma, sugere-se que o estudo de dose resposta a P seja
reconduzido, porém desta vez observando a estratégia adotada por TICCONI
et al. (2009) Ou seja, obter o mesmo nivel de Fe livre nos diferentes teores de
P presente no meio de cultura. Espera-se que com esta medida, seja
confirmada novamente que p9 é mutante de P, porém seu fendtipo radical
extremo sob limitacdo de P é intensificado pela toxidez de Fe, a exemplo do
gue ocorre com COL, porém ndo com os mutantes p23, p37, pdrl e pdr2.

Outro aspecto relevante observado no presente trabalho foi o efeito do
N. Como ja previamente discutido, o nivel de N do meio ¥2 MS é mais de 3x
aguele do meio MP, além de apresentar fonte distinta de N (Tabela 1). O meio
% MS possui 1/3 de seu N fornecido via amdnio, quantidade correspondente
ao total de N fornecido pelo meio MP na forma de nitrato, enquanto os demais
2/3 sao supridos na forma de nitrato. Estas variagbes na quantidade de N e
nas fontes adotadas geram alteragdes consideraveis no CRP dos mutantes e
de COL.

Por conta destas variacbes, conduziram-se estudos para entender
melhor de que forma os resultados de desenvolvimento radical sob limitagdo

de P poderiam ser afetados pelos niveis e fontes de N ou ainda pela interagéao
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de P x N e Fe. Na primeira parte dos estudos relacionados as fontes e niveis
de N em ambiente com suficiéncia de P (1,0 mM), verificou-se variacdo
expressiva entre niveis de N utilizados para 0 mesmo fendtipo e, também
resposta distinta entre fontes e mesmo nivel de N entre 0os genotipos (Tabela
17 e 18 e Figura 13).

De modo geral, o uso de duas fontes de N nos meios de cultura, em
condicao de suficiéncia de P (+P= 1,0 mM), demonstra que o desenvolvimento
radical de COL e dos mutantes foi beneficiado pelo nitrato de potassio como
fonte de N relativamente ao sulfato de amdénio (Tabelas 17 e 18 e Figura 13).
Sob nitrato de potassio como fonte de N, o incremento no CRP entre 0s niveis
extremos de N foi de 3x em COL, 4x em p9, 0,8x em p23 e p37, enquanto no
meio com sulfato de amoénio esta resposta foi de 2,1x em COL, 1,3x em p9,
0,5x em p23 e 0,6x em p37. Este comportamento reforca premissa inicial de
gue a presenca exclusiva de aménio no meio de cultura, relativamente a
presenca Unica de nitrato, tem efeito negativo no desenvolvimento do sistema
radical dos mutantes e também de COL, cujo efeito entre os mutantes é mais
intenso em p9 (Tabela 17 e Figura 13).

Embora néo tenha sido avaliado na presente tese, WANG et al. (2000;
2007) demonstraram que a presenca de niveis elevados de ambnio causa
alteracOes expressivas em mais de uma centena de genes. Ainda segundo 0s
autores, a maioria destes genes esta localizada nas raizes e seus produtos
atuam em variadas fungdes no desenvolvimento da planta. Segundo WANG et
al. (2007) niveis de amb6nio como 20 mM podem suprimir a expressado de

diversos genes induzidos por nitrato, evidenciando que pode ocorrer
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antagonismo entre a presenca de amonio e a expressao de genes relativos ao
nitrato.

Além disso, ao contrario de outros autores como DELATORRE (2009),
no presente trabalho ndo se verificou morte de plantas pela presenca de
fontes Unicas de N, mesmo nos maiores niveis de suprimento de cada fonte
(10000 uM), independente do gendtipo considerado. Este fato, possivelmente
esteja relacionado ao curto periodo que as plantas permanecem em cada
meio de cultura, que na maioria das avaliaces realizadas foi de oito dias.
Acredita-se, que em periodos maiores de crescimento, especialmente em
condicdo de suprimento Unico de N via aménio, de fato possa ocorrer morte
de plantas.

Como esperado, o amoénio foi mais prejudicial ao desenvolvimento
radical dos gendtipos, uma vez que essa fonte € capaz de causar forte
inibichio no desenvolvimento radical quando é a dUnica forma de
suplementacdo de N do meio. Segundo MAYNARD & BARKER (1969) e
MARSCHNER (1995) este efeito na raiz deve-se ao fato da absorcdo do
amonio causar acidificacdo do meio externo da célula devido ao transporte
antiporte de H™.

Considerando estes aspectos, levantou-se a hipétese de que esta
resposta a amonio relacione-se a alteragbes no pH do meio de cultura,
reduzindo-o e, desta forma, haver efeito indireto do amoénio no sistema radical,
de modo que ndo é o amdnio per se o0 causador do efeito negativo em
arabidopsis, mas sim a alteracdo no pH. Além disso, como discutido

previamente, esta alteracdo no pH do meio pode também mudar a
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disponibilidade de diversos nutrientes, como por exemplo de P, e desta forma,
contribuir para o rearranjo da arquitetura radical.

No presente trabalho, entretanto durante o preparo dos meios de
cultura o pH sempre foi ajustado para 5,5 em todos os tratamentos e em todos
os estudos conduzidos, ainda adicionando-se MES como tamponante para
evitar possiveis flutuacdes de pH pela absor¢cdo de ions. Embora néo tenha
sido feita avaliacdo neste sentido, acredita-se que mesmo com este ajuste de
pH, ainda assim possa ter ocorrida pequena variacdo neste, porém dentro de
limites aceitaveis.

As alteracdes de pH podem ocorrer porgue ao utilizar fontes de N como
nitrato de aménio, o0 amoénio pode ser re-convertido a nitrato via nitrificacao,
em cujo processo ha liberacdo de protons. Apesar da importancia e
necessidade da nitrificacdo durante o ciclo do N, deve-se lembrar que nas
condi¢cBes de estudo adotadas, placas de petri estéreis e meio autoclavado,
esse processo nao ocorre. Isso porque € dependente de bactérias, as quais
sdo eliminadas por ocasido da autoclavagem do meio de cultura, além de néo
conseguirem transpor a fita adesiva adotada para fechar as placas.

Entretanto, acredita-se que os proétons liberados ao meio externo da
planta durante a absor¢cdo de amonio podem reduzir o pH neste ambiente e,
desta forma aumentar a disponibilidade de Fe, que em niveis téxicos prejudica
o desenvolvimento radical de arabidopsis e leva interpretacdes errbneas de
resposta de plantas a limitacéo por P. No presente trabalho, a fonte de N mais
comumente usada nos estudos foi nitrato de potassio, que ndo apresenta este
problema potencial de alteracdo do pH. Entretanto, em alguns estudos

adotou-se nitrato de amonio para averiguar a importancia da interacédo P, N e
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Fe, sendo realizada a devida ressalva e, passivel de ter ocorrido este efeito de
alteracdo de pH. Para confirmar estas hipoteses, na sequéncia deste trabalho
podem ser adotadas estratégias de mensuracdo do pH, sugerindo-se o
método da ferrosine citado anteriormente ou outro método colorimétrico que
dé indicativo rapido e preciso de pH.

Entre as estratégias para aliviar o efeito negativo causado pelo aménio
no desenvolvimento radical de plantas CAO et al. (1993) e MARSCHNER
(1995) sugerem o suprimento de pelo menos 10% do N na forma de nitrato.
Segundo estes autores, muitas plantas apresentam performance melhorada
guando sao supridas pela mistura de amdnio e nitrato, possivelmente porque
a absorcao de nitrato reduz a quantidade de protons na rizosfera oriundos da
absorcdo do amonio. Além disso, a reducdo do nitrato para nitrito na célula,
através da nitrato redutase, produz hidroxilas que ajudam na neutralizacédo
dos protons H' gerados durante a absor¢cdo de amonio. Também ha
evidéncias de que a adicdo de cations como potassio pode ajudar a diminuir
os efeitos toxicos do amoénio no desenvolvimento radical, embora ainda n&o
esteja claro como isso ocorre (WANG et al., 2007).

Outro resultado relevante nestes estudos de dose resposta a N e a
fontes deste nutriente é que diferente de p9 e com excecado da testemunha (0
UM de N), os mutantes p23 e p37 apresentaram raizes mais curtas que as de
COL, independente da fonte de N. Ainda diferente de COL e de p9, para p23 e
p37, a fonte de N presente no meio praticamente nao afeta arquitetura da raiz
primaria (Tabelas 17 e 18 e Figura 13), sugerindo que eventuais alteracdes de
pH oriundas da absorcdo de amoénio pelas raizes destes mutantes ndo sao

prejudiciais ao seu desenvolvimento. Apesar disto, e considerando-se
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especialmente o tratamento sem N, ha evidéncias de que a mutacdo em p23 e
p37 também se relaciona a N, a exemplo do que ocorre em pdrl, isolado no
mesmo screening por DELATORRE (2009), enquanto a de p9 ndo é afetada
por N. Esta evidéncia esta suportada no resgate integral do fenoétipo radical de
COL nos mutantes p23 e p37 quando crescidos na auséncia de N, o que nao
ocorre em p9.

Resultados dos estudos apresentados anteriormente demonstram que
0s mutantes p9, p23 e p37 séo responsivos a P, portanto sdo mutantes de P
(Tabelas 8 e 9), como também reportado por PINTO (2005) e por
DELATORRE (2009). Aléem do efeito de P, ha interacdo com outros nutrientes,
como por exemplo, com Fe em p9 e com N em p23 e p37. Outros mutantes
isolados nesta mesma sele¢do, pdrl e pdr2, também demonstram evidéncias
da ocorréncia de interagdo como reportado por DELATORRE (2009) em pdrl
e em estudos com pdr2 acompanhados na UCDavis.

Evidéncias destes estudos, juntamente com o0s dados de
SVISTOONOFF et al. (2007) e WARD et al. (2008) no ecétipo COL e os
resultados previamente apresentados no presente trabalho, reforcam a
necessidade de se investigar em mais detalhes os efeitos destas interacdes
no desenvolvimento radical dos mutantes p9, p23 e p37 e ndo apenas o efeito
isolado da deficiéncia por P. Além dos estudos previamente sugeridos, deve-
se prever a conducdo de experimentos com alteracbes no pH do meio,
mantendo-se constante o nivel de P e Fe e também a relac&o entre eles e em
outro utilizando niveis variados destes dois nutrientes.

O efeito de fontes de N na performance dos mutantes, independente do

nivel de N considerado, levantou duvidas se este também poderia alterar a
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resposta aos niveis de Fe em ambiente com limitacdo de P. Isto porque ao
ocorrer reducédo de pH, evento plausivel durante absor¢cdo de amoénio como
previamente reportado, pode haver solubilizacdo de parte do Fe quelado,
potencializando seu efeito toxico nas raizes dos gendtipos em estudo,
especialmente em p9. Baseado nestes aspectos e nos resultados obtidos no
estudo de interacdes P x N e de P x Fe, conduziram-se estudos com e sem
suprimento de P, niveis crescentes de Fe e ainda com ou sem fornecimento
de N, ou seja, experimento considerando a interacdo P x N x Fe (Tabelas 19,
20, 21, 22 e 23).

Embora conduzidos separadamente, em ambas as situacdes de P, o
CRP variou com o gendtipo, fonte de N e nivel de N adotado (Tabelas 19 e
20). Em ambos os suprimentos de P, os resultados demonstram que o
desenvolvimento radical dos mutantes foi distinto daquele de COL. Também
verificaram-se diferencas no comportamento dos mutantes, com p9
apresentando CRP maior que o de p23 e p37. Com suprimento de P e sob
nitrato de amonio, p23 e p37 tiveram CRP similar, enquanto com adog¢éo de
nitrato de potassio p37 teve raizes mais longas que p23, independente da
condicdo de Fe (Tabela 19). De modo geral, nos tratamentos com presenca
de Fe no meio de cultura (10, 50 e 100 uM na forma de Fe-EDTA) os quatro
genodtipos foram beneficiados pela presenca do nitrato de potassio
relativamente ao nitrato de amoénio (Tabela 20).

Diferindo do comportamento verificado em condigédo com suficiéncia de
P, sob auséncia de P e em ambas as fontes de N houve incremento no CRP
guando o nivel de Fe foi reduzido (Tabela 21), independente do gendtipo.

Entretanto, os menores efeitos de Fe foram observados sob nitrato de
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potassio em todos os genotipos, evidenciando novamente que o amonio
também afeta esta resposta em arabidopsis. Com isso, neste estudo volta-se
a confirmar que Fe é um dos responsaveis pelo menor desenvolvimento
radical em arabidosis sob condicdo -P, sendo entretanto, este efeito ainda
dependente da fonte de N adotada. Também cabe salientar que nos quatro
genatipos, niveis de 10 uM ou 0 uM de Fe-EDTA permitiram maior CRP em
relacdo a 50 uM de Fe-EDTA (nivel tradicional). Este resultado também
confirma evidéncias apresentadas na Tabela 15, onde apesar do Fe
apresentar potencial para se tornar toxico a planta, este elemento também é
necessario ao desenvolvimento adequado da planta, porém em niveis
reduzidos (Tabela 21).

Por fim, os dados reunidos destes estudos de interacdo P x Fe e fonte
de N demonstram novamente que p9 apresenta mutacao relacionada a Fe,
cujos efeitos negativos no sistema radical podem ser intensificados
dependendo da fonte de N. O efeito de Fe em p23 e p37 é bem menos
evidente que o verificado em p9, independente da fonte de N, apesar de
ambos incrementarem o comprimento da raiz nos menores niveis de Fe, como
pode ser verificado na condicao nitrato de potassio (Tabela 19). Apesar dessa
resposta em p23 e p37, em nenhuma das condicbes da interacdo P x Fe x
fonte de N foi possivel obter recuperacéo total do fenétipo de COL nestes
mutantes, comprovando que a mutacao destes mutantes néo esta relacionada
aos niveis de Fe (Tabelas 19, 20, 21 e 22).

A diferenca fundamental entre o comportamento dos trés mutantes &
gue a reducao dos niveis de Fe no meio permite restabelecer completamente

o fendtipo radical de COL em p9 quando em ambiente limitado em P. Por
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outro lado, em p23 e p37 este resgate é apenas parcial, em geral entre 20 e
40%. Com isso, a mutacao de p23 e p37 ndo esta relacionada a Fe, porém h&
resgate de fendtipo interessante ao manejar os niveis de P e N.

Baseado nestes aspectos, nestes dois mutantes, p23 e p37 foi
levantada a hipotese de que suas mutacdes relacionam-se a interacao P x N,
porém ndo dependente de Fe. Esta premissa fundamenta-se nos resultados
obtidos nos estudos de dose resposta a N, especialmente sob auséncia de N,
onde p23 e p37 tiveram desenvolvimento radical similar ao de COL (Tabelas
17 e 18 e Figura 13).

Para confirmar ou rejeitar esta hipotese, dois experimentos foram
conduzidos, um com e outro sem suprimento de P, sendo em cada um
testados quatro niveis de Fe (0, 10, 50 e 100 uM na forma de Fe-EDTA) e
guatro mutantes (p9, p23, p37 e pdrl), além de COL. Ambos os estudos foram
conduzidos em ambiente sem suprimento de N. Ado¢édo do mutante pdrl deu-
se por ter sido caracterizado por DELATORRE (2009) como responsivo a
interacdo P x N, neste caso usado como testemunha.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam a hipétese estabelecida,
pois sob deficiéncia de P o CRP de p23 e p37, assim como o da testemunha
pdrl foram similares aos verificados em COL, independente do teor de Fe
presente no meio de cultura (Tabela 23). Como esperado, na condicdo com
suficiéncia de P (1,0 mM), estes trés mutantes apresentaram CRP inferior ao
de COL em todas as condicfes de suprimento de Fe (10, 50 e 100 uM de Fe-
EDTA), porém ainda assim, em geral o CRP destes foi maior que o obtido em
p9 (Tabela 23). Considerando estes efeitos e ainda os resultados relatados

em estudos prévios (Tabelas 17, 18, 21, 22 e 23) ha evidéncias concretas de
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gue p23 e p37 conseguem restaurar o fendtipo radical de COL quando ha
supresséo do fornecimento de N. Desta forma, confirma-se que p23 e p37 séo
mutantes responsivos a interacdo P x N, independente do teor de Fe do meio
de cultura.

Mesmo com estas evidéncias para o desempenho de p23 e p37 em
resposta a P e N, ainda conduziu-se estudos visando reforcar os resultados
descritos acima. Desta vez, optou-se por fazer transferéncia de plantas de
condicdo normal de suprimento de nutrientes para outra com limitacdo por P
ou por N ou ainda de ambas.

A performance dos gendtipos nesta primeira etapa, primeiros cinco dias
de crescimento, propiciaram resultados interessantes. Sempre que houve
suprimento de N, o CRP dos mutantes foi menor que o de COL, independente
da condicdo de suprimento de P (Tabela 25 e Figura 14). Por outro lado,
guando N foi omitido do meio de cultura ndo houve diferenca no CRP de COL,
p23 e p37, os quais inclusive apresentaram CRP maior que o da testemunha
pdrl, independente da condicdo de P (Tabela 25 e Figuras 15 e 16). Estes
dados reforcam a capacidade de p23 e p37 recuperarem o fenétipo radical de
COL em ambiente sem suprimento de N, enquanto na presenca de N no meio,
estes mutantes apresentam raiz constitutivamente mais curta que a de COL,
independente da condigéo de P.

Por outro lado, os resultados de recrescimento radical das plantas
oriundos de condicdo normal (+P+N) e transferidos para outra com alguma
limitacdo (+P-N e -P-N) e vice-versa, variaram em fungéo da condigédo de meio
inicial e final. A transferéncia de ambiente +P+N para outra com ou sem

suprimento de P, porém com auséncia de N (+P-N e -P-N), ndo permitiu
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restabelecimento do fendtipo radical de COL nos mutantes p23 e p37. Isso
poderia ser explicado considerando que a resposta tenha um componente
relacionado ao status de N na planta, ndo se limitando apenas ao conteudo
local externo, como reportado para P. Assim, a passagem anterior por meio
+N teria efeito no crescimento posterior da raiz primaria em meio -N, devido
ao N acumulado na planta.

Entretanto, um aspecto interessante nesta condicdo € que 0s mutantes
apresentaram emissdo de maior numero de raizes laterais e, especialmente
raizes laterais mais longas relativamente as de COL (Tabela 26). Embora néo
tenha sido analisado no presente trabalho, especula-se que na primeira etapa
de crescimento 0 meristema da raiz primaria tenha sido severamente afetado
e inclusive pode ter ocorrido exaustao das reservas em razao da presenca de
N, que deve ter inibido as divisbes celulares junto ao centro quiescente de p23
e p37. Entretanto, apds transferéncia para meio sem N, algum sinal percebido
pela raiz foi responsavel pela inducdo desse elevado namero de raizes
secundarias, cuja atividade mitética inclusive deve ser bastante intensa, ja que
estas raizes apresentaram comprimento médio superior a 3x o obtido em COL
(Tabela 26). Estudos futuros com estes mutantes e em estratégias de
abordagem similares devem prever analise da atividade mitotica, por exemplo,
através do uso de genes marcadores com Cyc::B1::GUS como adotado em
alguns estudos aqui apresentados.

Por fim, para reforgar ainda mais a ocorréncia de interagdo P x N em
p23 e p37, além da ja conhecida em pdrl, foram obtidos os resultados da
transferéncia de plantas de ambiente +P-N para as trés condicbes de P,

porém com suprimento de N. Neste estudo, houve restabelecimento completo
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do fendtipo radical de COL nos mutantes p23 e p37 e parcialmente em pdrl.
Esta constatacdo ocorreu tanto através do comprimento quanto pelo niumero
de raizes laterais, sobretudo na condicdo com suprimento de P (Tabela 29).

Estes dados de transferéncia de plantas de ambiente limitante em N
para outro com suprimento de N, independente da condicdo de P, resultaram
em performance semelhante aquela obtida por SVISTOONOFF et al. (2007)
para P. Estes autores propuseram que apenas 0 contato da ponta da raiz
primaria com meio de cultura sem suprimento de P ja é suficiente para
reprogramar a arquitetura radical de arabidopsis, sendo portanto,
desnecessario periodo maior de estresse por limitacdo nutricional para que a
planta inicie o processo de superacao da limitacao nutricional.

Os dados dos experimentos de transferéncia de plantas entre meios de
cultura obtidos em COL, p23 e p37 vdo ao mesmo caminho, pois a
experiéncia prévia com ambiente deficiente em N, seja com ou sem
deficiéncia por P, resultou em reprogramacdo de toda arquitetura radical.
Como demonstrado, nesta condicdo o0 desenvolvimento radical foi
restabelecido, especialmente pela inducdo de novas raizes, as quais
permitiram melhor exploracdo do ambiente, jA que seu comprimento foi
bastante superior ao verificado na condi¢ao inicial de crescimento.

Outro aspecto importante a ser considerado durante a caracterizacao de
mutantes € a eventual influéncia de reguladores de crescimento no
desenvolvimento de plantas, tema abordado e conhecido por longo tempo. No
presente estudo esta etapa foi importante porque a mutacdo foi causada
através de mutagénese quimica (método EMS), no qual a mutacéo ocorre de

forma aleatoria no genoma da planta. Desta forma, € possivel que o gene
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mutado possa relacionar-se a defeitos em algum componente relacionado a
sintese de horménios. Além disso, diversos grupos de pesquisa encontraram
relacdo entre alteracdes na regulacdo hormonal e o desenvolvimento radical
de arabidopsis em ambiente sem suprimento de P.

De modo geral, alteracdes na morfologia e desenvolvimento radical
durante a deficiéncia por P sdo proporcionais as concentracdes de auxinas,
citocininas, etileno e giberelinas (CASSON & LINDSEY, 2003). Entre as
respostas tipicas de plantas a falta de P esta alteracdo da relacdo da massa
de raizes pela da parte aérea (BORCH et al., 1999; HERMANS et al., 2006), a
qual é fortemente influenciada pelo balanco hormonal na planta. Essa
resposta resulta da alocacdo de maior quantidade de fotoassimilados junto as
raizes (HERMANS et al., 2006), atribuida a necessidade da planta expandir
este para conseguir aumentar o volume de solo explorado e, assim,
potencialmente incrementar a absorcdo de P. Com essa estratégia, maior
emissao de raizes laterais por exemplo, pode haver desenvolvimento de
raizes novas em sitios com maior concentracéo de P, favorecendo a absorcao
de P e, inclusive eventual acumulo na planta, para uso em momento futuro de
deficiéncia de P.

Para investigar se parte do fendtipo radical dos mutantes em condicao
de limitacdo de P é causada por falhas na sintese de hormdnios, lancou-se
mao de estudos com niveis crescentes de auxinas e citocininas no meio de
cultura, os quais segundo outros autores sdo o0s dois hormbnios
freqientemente relacionados com resposta a limitagéo por P.

Os horménios foram aplicados em condigdo de suprimento adequado e

deficiente de P (+P, -P/+RNA e -P) e ainda, no caso de citocininas, para
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condicdo com e sem presenca de N (+N e -N) no meio de cultura. Com estas
condicbes de meio de cultura, adotadas nos estudos previamente
apresentados e discutidos, € possivel isolar o efeito de cada nivel hormonal
testado, concluindo-se quanto a sua contribuicdo ou ndo para o0 menor
desenvolvimento verificado nos mutantes em resposta a deficiéncia de P. Esta
estratégia tem possibilitado a investigacdo da capacidade de mutantes de
resgatar o fendtipo radical ou ainda simular fenétipos de plantas deficientes
em P, evidenciando a forma como os horménios podem afetar e modular o
rearranjo da arquitetura radical em resposta a deficiéncia de P.

Os resultados obtidos nos estudos com presenca de auxinas no meio de
cultura em condicdo limitante de P demonstram que em COL e p9 ha
incremento expressivo no CRP entre o tratamento controle (sem auxinas) e o
com menor nivel de auxinas (10™° M). Sob niveis baixos de auxinas no meio
(10 e 10° M) o CRP de p9 foi de 65 e 77% daquele de COL, enquanto na
auséncia de auxinas o CRP foi de apenas 32% do obtido em COL. Além
disso, o CRP de p9 em 10*° M equivale-se ao CRP de COL no controle.
Nestas mesmas condi¢cdes de P, p23 e p37 apresentaram desenvolvimento
radical constante em todos os niveis de auxinas.

Em relacdo aos estudos com citocininas, na condicdo +P+N, a relacao
entre o CRP dos niveis extremos de citocininas foi superior & 26x em COL e
de 29x em p9, enquanto em p23 e p37 essa relacdo € de apenas cerca de 9x.
Por sua vez em condi¢cdo de suprimento de P, porém auséncia de N, COL e
p9 tiveram melhor desenvolvimento radical no menor nivel com presenca de
citocininas (10® M), enquanto em p23 e p37 isso ocorreu no controle. Nos

demais niveis de citocininas, conforme esperado, para todos os genotipos
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verificou-se reducdo gradual no CRP com aumento nos niveis de citocininas
(Tabela 32). Estes dados corroboram os de LOPEZ-BUCIO et al. (2002), que
verificaram que o fornecimento de citocininas em plantas inibe a formacao de
raizes laterais. Essa resposta, inibicdo do desenvolvimento radical, ocorre em
condicbes com e sem limitacdo por P, portanto sendo tipica do efeito
hormonal e independente do grau de deficiéncia ou de suficiéncia nutricional
por P.

Nos experimentos onde se adotou niveis crescentes de citocininas em
meio com suprimento de P via acidos nucléicos (RNA) (Tabela 33) os
resultados foram similares aos da condicdo de suficiéncia de P (+P),
independente da condicdo de N (Tabela 32). O meio -P/+RNA-N causou
severa inibicdo no CRP em COL e p9, sendo o fendtipo radical parcialmente
resgatado pela adicdo de baixos niveis de citocininas (10® e 107 M), porém
somente na condicdo sem suprimento de N. Por outro lado, estes mesmos
efeitos de citocininas ndo foram verificados em p23 e p37 (Tabela 33). Esses
dados voltam a sugerir que o menor desenvolvimento radical de p9 que ocorre
sob auséncia de P e de N relaciona-se a defeitos na producédo de citocininas,
enquanto em p23 e p37 ha evidéncias da sintese normal deste hormonio,
independente da condicdo de N. Porém, ndo se descarta alteracbes na
sensibilidade a este horménio, especialmente em p23.

Conjuntamente, os resultados obtidos em p9 sugerem que seu fenétipo
radical distinto de COL em condicdo limitante de P esteja relacionado a
deficiéncias parciais na sintese e/ou percepcdo de auxinas e ainda de
citocininas, porém esta Ultima apenas na auséncia de N. Como esperado, sob

deficiéncia de P, p9 conseguiu melhorar seu desenvolvimento radical quando
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se adicionou baixos niveis destes dois hormdnios, permitindo restabelecer
parcialmente o fendtipo radical de COL neste mutante. Neste sentido, sugere-
se que o fendtipo de raiz curta de p9 em meio -P é também parcialmente
causado por defeitos na sintese de auxinas e citocininas, embora estudos
mais conclusivos sejam requeridos. Ou seja, além do fendtipo radical de p9
em meio com deficiéncia de P ser governado pela interacdo P x Fe como
previamente reportado, o desenvolvimento radical de p9 também é
influenciado por defeitos na sintese e/ou percepcdo de auxinas e de
citocininas. Neste sentido, os dados de p9 corroboram outros estudos de que
as auxinas e citocininas sdo modulares importantes da arquitetura radical em
resposta a limitacéo por P.

Em estudos posteriores com os mutantes p9, p23 e p37 também devem
ser previstos experimentos para avaliar a atividade de divisédo celular junto aos
meristemas de raizes primarias e de laterais, assim como a atividade das
células do CQ. Estes estudos sao suportados por observacbes de
SCHIEFELBEIN (2000), que verificou que auxinas controlam a densidade de
pélos radicais e a elongacdo das células da ponta da raiz. Com isso,
especula-se que as auxinas atuariam também nas células do CQ na regido
meristematica radicular, uma vez que seu fluxo é descendente. Segundo
KEIFFER et al. (2009) e WOLTERS & JURGENS (2009), esse transporte de
auxinas se da especialmente pelas proteinas PIN, as quais se localizam nas
membranas celulares e permitem o fluxo intercelular. O acido indol acético
(AIA) forma naturalmente predominante de auxina na planta, se move através
dos tecidos vasculares centrais até o nicho das células tronco vegetais -

centro quiescente, junto ao meristema radical, a qual € considerada a regiao
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da planta onde ocorre a maior concentracdo de auxinas e, portanto, a de
maior resposta a este hormonio (KEIFFER et al.,, 2009; WOLTERS &
JURGENS, 20009).

A partir do CQ, as auxinas séo redistribuidas lateralmente pelo envoltério
da raiz e via epiderme, cujo fluxo passa a ser ascendente. Ainda na ponta da
raiz, o gradiente de concentracdo proximo-distal de auxinas é acompanhado
por um gradiente na atividade de PLETHORA (PLT) (WOLTERS & JURGENS,
2009). As proteinas resultantes dos quatro genes de PLT promovem a
iniciacdo das células tronco, ajudam a manter na regido distal o estado das
células, ajudam na diviséo celular e retardam a diferenciacao celular na regido
proximal (GALINHA et al., 2007). Além disso, as proteinas PLT sdo requeridas
para expressa ode multiplos transportadores de auxinas PIN, indicando que
parte de suas respostas envolvem um feedback positivo, promovendo o
gradiente de auxinas na ponta da raiz e, desta forma, sua expressao (PLT)
(KEIFFER et al., 2009; WOLTERS & JURGENS, 2009).

Além das auxinas, o etileno, normalmente considerado horménio de
resposta a estresses, também é importante na regulacédo da atividade celular
no CQ, por auxiliar na regulacdo da atividade do meristema radical, definindo
qual tipo de célula deve ser formada em resposta a limitagdo nutricional
(ORTEGA-MARTINEZ et al., 2007). Além do envolvimento na regulacdo no
CQ, o etileno também tem efeito na extensdo das raizes primarias,
possivelmente via elongacdo celular, e na emissdo e expansdo de raizes
laterais (BORCH et al., 1999).

Em razéo da relacdo existente entre deficiéncia por P e reorganizacao do

CQ, especula-se que o etileno atue nesta reorganizacéo, a exemplo do que
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possivelmente ocorre com auxinas, ja que ha estimulo para sintese de etileno,
cujos niveis sdo maiores em raizes sob deficiéncia de P. Apesar destas
evidéncias, ainda ndo ha dados consistentes sobre a concentracédo de auxinas
nas raizes com limitacdo de P, aspecto que segundo WERNER &
SCHMULLING (2009) é relevante para elucidar melhor o papel destas na
alteracao da arquitetura radical, tipica de condicao limitante em P.

No presente estudo ndo foram realizadas avaliacbes relacionadas ao
efeito do etileno na arquitetura radical dos mutantes em condicao limitante de
P. Entretanto, estudos sequienciais possivelmente devem prever estas
analises, pois ha evidéncias de que pelo menos em p23 e p37 h& exaustédo
rapida do CQ durante a limitacdo por P, a qual pode ser modulada por
defeitos na sintese deste horménio.

Por outro lado, ndo estad claro como etileno auxilia na modulacdo do
crescimento das raizes laterais, mas ha evidéncias de que sua importancia
esteja relacionada a auxinas, que estimulam sua sintese, ou seja, ambos
atuariam em conjunto na morfologia de raizes laterais (CASSON & LINDSEY,
2003), cujo mecanismo de acédo precisa ser melhor elucidado.

As expressivas alteracbes na arquitetura radical em resposta a
deficiéncia de P, em termos hormonais, s&o principalmente reguladas pelas
auxinas LOPEZ-BUCIO et al. (2002), AL-GHAZI et al. (2003) e JAIN et al.
(2007). Ainda segundo LOPEZ-BUCIO et al. (2002) e JAIN et al. (2007) em
termos de emissao de raizes laterais, plantas sob deficiéncia de P sdo mais
responsivas a presenca de auxinas no meio de cultura relativamente aquelas
plantas com suprimento adequado de P. Apesar destas evidéncias da

importancia de auxinas como estratégia para superar a limitacdo por P, no
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presente estudo apenas se constatou resgate parcial de um dos mutantes, p9
guando se incrementou 0s niveis de auxinas em meio sem suprimento de P.

Outra resposta importante de arabidopsis a auxinas refere-se ao
estimulo & emiss&o de raizes laterais. Estudos conduzidos por LOPEZ-BUCIO
et al. (2002), AL-GHAZI et al. (2003) e JAIN et al. (2007) demonstram que o
suprimento de auxinas em meio de cultura contendo P estimula o
desenvolvimento de raizes laterais de forma similar ao observado em plantas
deficientes em P, sugerindo que as auxinas sao importantes reguladores da
morfologia da raiz durante as respostas a deficiéncia por P.

Considerando estas evidéncias do papel de auxinas no rearranjo da
arquitetura radical de arabidopsis, os dados do presente estudo para p23 e
p37, mutantes que demonstram apresentar descontrole na emisséo de raizes
laterais, sobretudo quando transferidos para ambiente com limitacdo de P ou
N, ndo suportam que seu gendtipo radical em ambiente -P seja parcialmente
causado por defeitos na sintese de auxinas. Isso se justifica pelo fato de que
ao suprir auxinas no meio de cultura destes dois mutantes néo foi verificado
incremento na emissdo de raizes laterais. Assim, 0 maior numero de raizes
laterais verificado em ambiente sem suprimento de P e/ou N relativamente a
COL nao é reflexo de defeitos na sintese de auxinas, como poderia ser
especulado.

Apesar de todas estas evidéncias do efeito de citocininas e auxinas no
desenvolvimento radical sob condicéo limitante de P, os resultados obtidos no
presente trabalho sugerem que p23 e p37 sdo mutantes pouco sensiveis e
pouco responsivos a presenca de auxinas ou citocininas no meio de cultura,

independente da condicdo de suprimento de P ou de N. Os comportamentos
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de p23 e p37 em resposta, especialmente a citocininas ndo eram esperados,
uma vez que ambos foram caracterizados nesta tese como mutantes da
interacdo P x N. Por conta desta interacdo, esperava-se que houvesse efeito
de P x citocininas x suprimento de N, o que nao ocorre.

Nestes dois mutantes, ndo foi possivel verificar resgate do fenétipo de
COL, independente do nivel de auxinas, citocininas e do suprimento de P,
reforcando a nédo relacdo de suas mutacdes com deficiéncias na sintese de
auxinas e citocininas. Com isso, a resposta constitutiva de p23 e p37
apresentarem menor desenvolvimento radical em relacdo ao de COL,
independente da condicdo de suprimento de P, ndo se relaciona com defeitos
na sintese destes dois hormonios. Assim, conclui-se que a mutacdo de cada
um destes dois mutantes ndo afeta a rota de sintese de auxinas ou citocininas
em resposta a limitacao por P.

Entretanto vale lembrar que LOPEZ-BUCIO et al. (2005) demonstraram
gue o menor desenvolvimento da raiz primaria em condicdo limitante de P, a
exemplo do que também ocorre em p23 e p37, é independente do transporte
apolar de auxinas. Além disso, estes autores verificaram que a maior emissao
de raizes laterais, também amplamente caracterizada no presente trabalho
para estes dois mutantes, € mediada por processo dependente da sintese de
auxinas. Apesar destes resultados de LOPEZ-BUCIO et al. (2005) ainda
assim se sugere que a mutacdo de p23 e p37 seja independente da regulagéo
hormonal por auxinas, uma vez que néo se verificou resgate de fendtipo de
COL nestes mutantes.

Apesar dos dados obtidos para p23 e p37 em resposta a citocininas, &

importante considerar que em condi¢ao limitante de P, os niveis de citocininas
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diminuem nas raizes (KUIPER et al., 1988), cujos niveis podem atuar como
inibidores do desenvolvimento radical. Desta forma, citocininas podem ser
repressoras da expansao do sistema radical induzido por P (MARTIN et al.,
2000). Além disso, a aplicacdo de niveis externos de citocininas, no meio de
cultura, causa repressdo da inducdo de diversos genes relacionados a
resposta a limitacdo por P (MARTIN et al., 2000). Com isso, ha descompasso
entre a ativacdo do sistema de resgate a P e a necessidade da planta
absorver P, como poderia ser sugerido para p23 e p37 que possuem elevada
emissao de raizes laterais em condigao limitante de P.

Por fim ainda deve-se considerar dois aspectos. O primeiro relaciona-se
ao antagonismo entre auxinas e citocininas em termos de funcdo no
desenvolvimento da planta. Exemplo classico deste efeito ocorre na ponta da
raiz, onde altas concentracdes de auxinas promovem a manutencao do centro
guiescente e proliferacdo celular, enquanto altos niveis de citocininas
promovem a diferenciacéo celular. Outro aspecto é o estudo de SEQUELA et
al. (2008), os quais evidenciaram que citocininas ajudam na regulacdo da
absorcdo de Fe do meio. Este mecanismo regulatério ainda nédo esta
completamente elucidado, porém especula-se que o efeito das citocininas
ocorra com intuito de adequar suprimento de Fe de acordo com a
necessidade da planta, entretanto, sem causar toxidez a planta ou acumulo
excesso nos compartimentos celulares.

Outra etapa importante no estudo de mutantes é estabelecer a funcéo
do gene mutado e de que forma seus produtos afetam processos regulatorios
ou estruturais na planta. Apesar dos avan¢os obtidos nos ultimos anos, ainda

nao se conhece bem a regulacdo genética em torno das modificagcbes na
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arquitetura radical em ambiente com deficiéncia de P. Para diversas etapas
regulatorias e estruturais relacionadas a respostas a limitagcdo por nutrientes
tém sido isolados e caracterizados mutantes em arabidopsis. Entretanto,
nenhum mutante foi até o momento isolado especificamente relacionado a
regulacao de respostas genéticas a falta de P.

Para entender melhor a resposta contrastante no desenvolvimento
radical de arabidopsis em ambiente com e sem suprimento de P, REYMOND
et al. (2006), fizeram o mapeamento de QTL (quantitative trait loci). Para tal,
adotaram linhagens recombinantes entre os ecétipos Bay-0 e Shahdara, cujos
resultados para LPR1 foram posteriormente confirmados através do uso de
linhagens isogénicas pela segregacao da geracao F6 do cruzamento de Bay-0
X Shahdara, as quais diferem apenas no alelo da regido LPR1. Segundo estes
autores, com suprimento normal de P ambos os acessos possuem CRP
similar, enquanto sob limitacdo de P, o desenvolvimento radical de BAY-0 é
de cerca de 50 %, enquanto o de Shahdara menos de 15 % do verificado nas
condi¢Bes normais de P. Como reportado, resultados similares foram obtidos
para p9, p23 e p37, relativamente & COL quando crescidos em condi¢des +P
e -P.

Neste estudo, REYMOND et al. (2006) identificaram trés QTLs com
grande influéncia na resposta de arabidopsis em apresentar menor
desenvolvimento radical em condi¢cdes limitantes de P. Segundo estes
autores, LPR1 é o de maior importancia, pois € responsavel por mais de 52 %
da variacdo no desenvolvimento radical sob limitagdo de P. Além deste, LPR2
€ responsavel por 13 %, enquanto LPR3 cerca de 8 % do fendtipo radical sob

deficiéncia de P, os quais se localizam nos cromossomos 3 e 4,
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respectivamente. Com isso, mais de 70 % do menor desenvolvimento radical
sob limitacdo de P é atribuida ao efeito destes trés QTLs. Além disso, é
importante ressaltar que, LPR1 e LPR2 n&o se co-localizam com o QTL do
comprimento da raiz primaria em ambiente com suprimento normal de P,
sugerindo que estes dois QTLs sdo especificos do desenvolvimento radical
sob limitacdo de P (REYMOND et al., 2006). Por outro lado, os autores
verificaram ainda que LPR3 se co-localiza com QTL, afetando o CRP em
condicao suficiente de P, sugerindo que este QTL (LPR3) esta envolvido com
0 CRP de arabidopsis independente da condicao de P.

Este estudo conduzido por REYMOND et al. (2006) pode ser
importante na interpretacdo de dados da continuacdo do mapeamento das
mutacOes em p9 e p23 e mesmo ajudar no direcionamento desta etapa, uma
vez que LPR1 se localiza na mesma regido do cromossomo 1 onde se
mapeou a mutacado de p9 e p23. LPR1 se localiza em regido proxima de 8 Mb
no braco superior do cromossomo 1, enquanto os dados obtidos sugerem que
p9 e p23 se localizam préximo a 12 Mb, portanto a menos de 4 Mb deste
importante marcador de resposta & limitacdo por P. E importante ressaltar que
estes dados para p9 e p23 precisam ser refinados, através do uso de maior
namero de primers e incremento na populacdo de cada mutante.

Para chegar mais préximo a localizagdo do gene mutado em ambos os
mutantes e verificar se as mutac¢des p9 e p23 estdo ainda mais préximas de
LPR1, em estudos sequenciais com estes mutantes deve-se lancar méo de
duas estratégias. Num primeiro momento, sugere-se projetar novos primers

para as duas regides previamente mapeadas, o que devera permitir reduzir os
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valores das taxas de recombinacdo, especialmente em p23, permitindo
refinamento da informacé&o corrente.

Em p9, apesar de ter sido obtida taxa de recombinagcdo zero no
marcador F23M19 este resultado ainda ndo permite afirmar a existéncia de
ligacdo entre este marcador e 0 gene mutado. Esta fundamentacdo se baseia
no fato de que em regides adjacentes a este marcador e a apenas 1 Mb ja é
possivel verificar taxas de recombinacdo de 5,0 e 12,5 % nos marcadores
T17H7 e F28J9, respectivamente. Por outro lado, em p23 a suposta regiao de
localizacdo do gene mutado ainda estd menos elucidada comparativamente a
de p9, uma vez que a menor taxa de recombinacdo obtida foi de 7,8 % no
marcador F23M19, enquanto em regides adjacentes localizadas a cerca de 1
Mb as taxas foram proximas a 8 e 17 %.

Com base nestes dados, em ambos 0s mutantes, visualiza-se que a
projecdo de novos marcadores entre os marcadores adjacentes aquele que
resultou nas menores taxas de recombinacao (F23M19) devera contribuir para
chegar mais proximo ao gene mutado e confirmar ainda mais a localizacdo do
gene mutado junto ao braco superior do cromossomo 1. Num segundo
momento, também deve ser aumentado o nimero de plantas F2 avaliadas de
ambas as populacfes, as quais ja existem, sendo necessaria apenas realizar
a selecéo das homozigotas para a mutagao.

As etapas de mapeamento desenvolvidas até o momento para cada um
dos mutantes permitiu obtencéo de dados importantes quanto a localizacdo do
cromossomo onde os genes mutados devem localizar-se. O reduzido namero
de plantas com fendtipo confirmado na geracédo F3, quais sejam, 32 em p9 e

38 em p23, foram suficientes para chegar até este momento. Em funcéo da
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estratégia de selecdo previamente reportada e adotada neste trabalho, as 32
plantas F3 de p9 x LER correspondem na verdade a uma populagéo de 128,
enquanto em p23 as 38 plantas equivalem a uma populacdo de 152 plantas.
Isto ocorre porque apenas foram mantidas % das plantas da geracdo F2, ou
seja, somente avancaram para a geracao F3 plantas com fendtipo radical do
mutante (recessivo).

A adocédo desta estratégia foi possivel uma vez que de anteméao ja se
conhecia o fendtipo radical dos mutantes e dos ecotipos, sendo portanto,
previsto que na F2 a segregacdo seria 1:2:1. Como os mutantes p9 e p23
sempre apresentam CRP menor que o de COL em meio -P e -P/+RNA,
haveria muito pouco ganho em quantidade e qualidade de informacdo caso
também se adotasse os individuos com fenotipo de COL, de LER ou

intermediario aos ecotipos e ao dos mutantes nos meios com limitacao de P.



6 CONCLUSOES

Os mutantes p23 e p37 sdo mutantes de fosforo, apresentam raiz
primaria constitutivamente curta e ndo sao capazes de perceber a presenca
de organofosfatos como Unica fonte de fésforo.

O mutante p9 reconhece a presenca de organofosfatos no meio de
cultura e estes prejudicam seu desenvolvimento radical, independente da
condicao de suprimento de fosforo.

O desenvolvimento radical dos mutantes e de COL é distinto entre o
meio comercial ¥2 MS e 0 meio obtido a partir da mistura de solucbes de sais
(MP), sobretudo em condicdo limitante de fésforo. Por isso, o meio adotado
para continuacéo dos estudos com os mutantes p9, p23 e p37 foi o meio MP.

A inibicdo do desenvolvimento radical de arabidopsis pela presenca de
ferro no meio de cultura € agravada pela deficiéncia nutricional por fosforo e
minimizada pelo suprimento deste.

O fendtipo radical de p9 em ambiente com limitacdo de fésforo é
causado pela deficiencia de fésforo e excesso de ferro nas condi¢cdes de
crescimento. Quando ha supressdo de ferro do meio ocorre resgate do
fendtipo radical de COL em p9, independente da condig&o de fésforo do meio,

sugerindo que p9 seja mutante da interacéo fosforo x ferro.
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Parte do fendtipo radical de p9 em condicdo de deficiéncia de fésforo é
causada por defeitos nas rotas de sintese e/ou percepcdo de auxinas e
citocininas.

O fendtipo radical de p23 e p37, constitutivamente mais curto que o de
COL, nao esta relacionado a defeitos na sintese auxinas e citocininas,
independente da condi¢cédo de suprimento de fosforo.

O resgate do fendtipo radical de COL em p23 e p37 é possivel através
da remocao de nitrogénio do meio de cultura, sobretudo quando em condicao
de suficiéncia de fosforo no meio.

O prolongamento da limitacdo de fosforo reduz drasticamente a divisao
celular no meristema de p23 via expresséo de Cyc::B1) possivelmente devido
a defeitos em componentes regulatérios do sistema de resgate a fosforo. Por
outro lado, p9 mantém atividade meristematica por mais tempo quando sob
limitacdo de fésforo, sendo mais eficiente na ativacao de rotas alternativas.

Durante a deficiéncia de fésforo p23 e p37 que conseguem manter
atividade no centro quiescente (expressdao de QC25) e a divisdo celular
(expressdo de Cyc::B1). Entretanto, em p9 ndo ha atividade nestes genes,
porém o crescimento vegetal nesta condi¢cdo pode ser obtido via elongamento
de células anteriormente geradas.

A mutacdo dos mutantes p9 e p23 localiza-se no braco superior do
Cromossomo um, proximo ao primer F23M19, o qual esta ligado a mutagéo de

p9 e p23.



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABEL, S.; TICCONI, C.A.; DELATORRE, C.A. Phosphate sensing in higher plants.
Physiologia Plantarun, Copenhagen, v.115, p.1-8, 2002.

ABERCROMBIE, J.M. et al. Transcriptional responses of Arabidopsis thaliana
plants to As (V) stress. BioMedical Central Plant Biology, [s.l.], v.8, n.87, 1-15,
2008.

AIDA, M. The PLETHORA genes mediate patterning of the Arabidopsis root stem
cell niche. Cell, Saint Louis, v.119, n.1, p.109-120, 2004.

AL-GHAZI, Y. et al. Temporal responses of Arabidopsis root architecture to
phosphate starvation: evidence for the involvement of auxin signaling. Plant Cell
and Environment, Oxford, v.26, p.1053-1066, 2003.

ANGHINONI, I.; BARBER, S.A. Phosphorus influx and growth characteristics of corn
roots as influenced by phosphorus supply. Agronomy Journal, Madison, v.172,
p.655-668, 1980.

BARIOLA, P.A. et al. The arabidopsis ribonuclease gene RNSL1 is tightly controlled in
response to phosphate limitation. Plant Journal, Oxford, v.6, p.673-685, 1994.

BARLOW, P.W. Towards an understanding of the behavior of root meristems.
Journal of Theoretical Biology, Amsterdam, v.57, p.433-451, 1976.

BATES, T.R.; LYNCH, J.P. Stimulation of root hair elongation in Arabidopsis thaliana
by low phosphorus availability. Plant, Cell and Environment, Oxford, v.19, p.529-
538, 1996.

BERUTO, M.; BERUTO, D.; DEBERGH, P. Influence of agar on in vitro cultures. I.
Physicochemical properties of agar and agar gelled media. In Vitro Cellular and
Developmental in Biology - Plant, Heidelberg, v.35, p.86-93, 1999.

BORCH, K. et al. Ethylene: a regulator of root architectural responses to soil
phosphorus availability. Plant, Cell and Environment, Oxford, v.22, p.425-431,
1999.

BUCHANAN, B.B.; GRUISSEN, W.; JONES, R.L. Biochemistry & molecular
biology of plants. Rockville: American Society of Plants Physiologists, 2000. p.855-
1015.



209

BUN-YA, M. et al. The PHO84 gene of Sacharomyces cerevisiae encodes an
inorganic phosphate transporter. Nature Reviews - Molecular Cell Biology, New
York, v.11, p.3229-3238, 1991.

CAO, Y.; CLASS, A.D.M.; CRAWFORD, N.M. Ammonium inhibition of Arabidopsis
root growth can be reversed by potassium and by auxin resistance mutations aux?,
axr7, and axr2. Plant Physiology, Rockuville, v.102, p.983-989, 1993.

CASAGRANDE, E.C. et al. Expressdo génica diferencial durante déficit hidrico em
soja. Revista Brasileira de Fisiologia Vegetal, Campinas, v.13, n.2, p.168-184,
2001.

CASSON, S.A.; LINDSEY, K. Genes and signalling in root development. New
Phytologist, New York, v.158, p.11-38, 2003.

CELENZA, J.L.; GRISAFI, P.L.; FINK, G.R. A pathway for lateral root formation in
Arabidopsis thaliana. Genes and Development, New York, v.9, p.2131-2142, 1995.

CHEN, D.L. et al. Conditional identification of phosphate-starvation-response
mutants in Arabidopsis thaliana. Planta, Heidelberg, v.211, p.13-22, 2000.

CHEVALIER, F. et al. Effects of phosphate availability on the root system
architecture: large scale analysis of the natural variation between Arabidopsis
accessions. Plant Cell and Environment, Oxford, v.26, p.1839-1850, 2003.

COLON-CARMONA, A. et al. Spatio-temporal analysis of mitotic activity with labile
cyclin-GUS fusion protein. Plant Journal, Oxford, v.20, p.503-508, 1999.

CUI, H. et al. An evolutionarily conserved mechanism delimiting SHR movement
defines a single layer of endodermis in plants. Science, Washington, v.316, n.5823,
p.421-425, 2007.

DARAM, P. et al. Pht2;1 encodes a low-affinity phosphate transporter from
Arabidopsis. The Plant Cell, Rockuville, v.11, p.2153-2166, 1999.

DELATORRE, C.A. et al. Arabidopsis pdr2 reveals a phosphate-sensitive checkpoint
in root development. The Plant Journal, Oxford, v.37, p.801-814, 2004.

DELATORRE, C.A. Phosphate deficiency response: searching for the signaling
pathway. Kohn : LAP Lambert Academic Publishing. 2009. 152p..

DELATORRE, C.A.; SILVA, A.A. da. Arabidopsis thaliana: Uma pequena planta, um
grande papel. Revista de Ciéncias Agrarias, Lisboa, v.31, n.2, p.58-67, 2008.

DELATORRE, C.A.; TICCONI, C.A.; ABEL, S. Attenuation of phosphate starvation
responses by phosphite in Arabidopsis. Plant Physiology, Rockville, v.127, p.963-
972, 2001.



210

DEL POZO, J.C. et al. A type 5 acid phosphatase gene from Arabidopsis thaliana is
induced by phosphate starvation and by some other types of phosphate
mobilizing/oxidative stress conditions. Plant Journal, Oxford, v.19, p.579-589, 1999.

DI LAURENZIO, L. et al. The SCARECROW gene regulates an asymmetric cell
division that is essential for generating the radial organization of the Arabidopsis
root. Cell, Saint Louis, v.86, n.3, p.423-433, 1996.

DREW, M.C.; SAKER, L.R. Uptake a long distance transport of phosphate,
potassium and chloride in relation to internal ion concentrations in barley: evidence
of non-allosteric regulation. Planta, Heidelberg, v.60, p.500-507,1984.

DUFF, S.M.G.; SARATH, G.; PLAXTON, W.C. The role of acid phosphatases in
plant phosphorus metabolism. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.90, p.791-
800, 1994.

EDWARDS, K.; JOHNSTONE, C.; THOMPSON C. A simple and rapid method for
the preparation of plant genomic DNA for PCR analysis. Nucleic Acids Research,
Oxford, v.19, p.1349, 1991.

EPSTEIN, E.; HAGEN, C. A kinetic study of the absorption of alkali cations by barley
roots. Plant Physiology, Rockville, v.27, p.457-474, 1952.

EPSTEIN, E.; RAINS, D.W.; ELZAM, O.E. Resolution of dual mechanisms of
potassium absorption by barley roots. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, Washington, v.49, p.684-692, 1963.

FERGUSON, 1.B.; CLARKSON, D.T. lon transport and endothermal suberization in
roots of Zea mays. New Phytologist, New York, v.75, p.69-79, 1975.

FLUGGE, U.l. Phosphate translocators in plastids. Annual Review of Plant
Physiology and Plant Molecular Biological, Palo Alto, v.50, p.27-45, 1999.

FORDE, B.G.; CLARKSON, D.T. Nitrate and ammonium nutrition of plants:
physiological and molecular perspectives. Advances in Botanical Research, Paris,
v.30, p.1-90, 1999.

FRANCO-ZORRILLA, J.M. et al. Interaction between phosphate starvation, sugar,
and cytokinin signaling in arabidopsis and the roles of cytokinin receptors
CRE1/AHK4 and AHK3. Plant Physiology, Rockville, v.138, p.847-857, 2005.

FRANCO-ZORRILLA, J.M. et al. Mutations at CRE1 impair cytokinin-induced
repression of phosphate starvation responses in Arabidopsis. Plant Journal, Oxford,
v.32, p.353-360, 2002.

FURIHATA, T.; SUZUKI, M.; SAKURAI, H. Kinetic characterization of two phosphate
uptake systems with different affinities in suspension-cultured Catharanthus roseus
protoplasts. Plant & Cell Physiology, Oxford, v.33, p.1151-1157, 1992.



211

GAHOONIA T.S.; NIELSEN, N.E. Barley genotypes with long root hairs sustain high
rain yields in low-P field. Plant Soil, Dordrecht, v.262, p.472-476, 2004.

GAHOONIA T.S.; NIELSEN, N.E. Direct evidence of participation of root hairs in
phosphorus (32P) uptake from soil. Plant Soil, Dordrecht, v.198, p.147-152, 1998.

GALINHA, C. et al. Plethora proteins as dose-dependent master regulators of
Arabidopsis root development. Nature, New York, v.449, p.1053-1057, 2007.

HAMMOND, J.P. et al. Changes in gene expression in Arabidopsis shoots during
phosphate starvation and the potential for developing smart plants. Plant
Physiology, Rockuville, v.132, p.578-596, 2003.

HELARIUTTA Y. et al. The short-root gene controls radial patterning of the
Arabidopsis root through radial signaling. Cell, Saint Louis, v.101, p.555-567, 2000.

HERMANS, C. et al. How do plants respond to nutrient shortage by biomass
allocation? Trends in Plant Science, London, v.11, p.610-617, 2006.

HOLFORD, L.C.R. Soil phosphorus: its measurement and, its uptake by plants.
Australian Journal of Soil Research, Victoria, v.35, p.227-239, 1997.

HUANG, C. et al. Zinc deficiency up-regulates expression of high-affinity phosphate
transporter genes in both phosphate-sufficient and -deficient barley roots. Plant
Physiology, Rockville, v.124, p.415-422, 2000.

JAIN, A. et al. Differential effects of sucrose and auxin on localized phosphate
deficiency-induced modulation of different traits of root system architecture in
Arabidopsis. Plant Physiology, Rockville, v.144, p.232-247, 2007.

JAIN, A. et al. Variations in the composition of gelling agents affect
morphophysiological and molecular responses to deficiencies of phosphate and
other nutrients. Plant Physiology, Rockuville, v.150, p.1033-1049, 2009.

JONES, D.L. Organic acids in the rhizosphere: a critical review. Plant Soil,
Dordrecht, v.205, p.25-44, 1998.

JUNGK, A. Root hairs and acquisition of plant nutrients from soil. Journal of Plant
Nutrition and Soil Science, Weinheim, v.164, p.121-129, 2001.

KARTHIKEYAN, A.S. et al. Phosphate starvation responses are mediated by sugar
signaling in Arabidopsis. Planta, Heidelberg, v.225, n.4, p.907-918, 2007.

KIEFFER, M.; NEVE, J.; KEPINSKI, S. Defining auxin response contexts in plant
development. Current Opinion in Plant Biology, London, v.13, p.1-9, 2009.

KUIPER, D.; SCHUIT, J.; KUIPER, P.J.C. Effect of internal and external cytokinin
concentrations on root growth and shoot to root ratio of Plantago major ssp.
pleiosperma at different nutrient concentrations. Plant Soil, Dordrecht, v.111, p.231-
236, 1988.



212

LI, H.; YANG, X.; LUO, A. Ameliorating effect of potassium on iron toxicity in hybrid
rice. Journal of Plant Nutrition, New York, v.24, p.1849-1860, 2001.

LOPEZ-BUCIO, J. et al. An auxin transport independent pathway is involved in
phosphate stress-induced root architectural alterations in Arabidopsis. Identification
of BIG as a mediator of auxin in pericycle cell activation. Plant Physiology,
Rockville, v.137, p.681-691, 2005.

LOPEZ-BUCIO, J. et al. Phosphate availability alters architecture and causes
changes in hormone sensitivity in the Arabidopsis root system. Plant Physiology,
Rockville, v.129, p.244-256, 2002.

MARSCHNER, H. Functional of mineral nutrients: macronutrients. In: MINERAL
Nutrition of Higher Plants. London: Academic Press, 1995. p.229-312.

MARTIN, A.C. et al. Influence of cytokinins on the expression of phosphate
starvation responsive genes in Arabidopsis. Plant Journal, Oxford, v.2, p.559-567,
2000.

MAYNARD, D.N.; BARKER, A.V. Studies on the tolerance of plants to ammonium
nutrition. Journal of American Society of Horticultural Science, Alexandria, v.9,
n.4, p.235-239, 19609.

MISSON, J. et al. A genome-wide transcriptional analysis using Arabidopsis thaliana
Affymetrix gene chips determined plant responses to phosphate deprivation.
Proceedings National Academic Science of the United States of America,
Washington, v.102, p.11934-11939, 2005.

MULLER, R. et al. Gene expression during recovery from phosphate starvation in
roots and shoots of Arabidopsis thaliana. Physiologia Plantarum, Copenhagen,
p.1-11, 2004.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bioassays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantaraum, Copenhagen, v.15, p.473-479,
1962.

NAWY, T. et al. Transcriptional profile of the arabidopsis root quiescent center. The
Plant Cell, Rockville, v.17, p.1908-1925, 2005.

NOWAK, J.; ASIEDU, S.K. Gelling agent and light effects on in vitro tuberization of
potato cultivars. American Potato Journal, Orono, v.69, p.461-470, 1992.

ORTEGA-MARTINEZ, O. et al. Ethylene modulates stem cell division in the
Arabidopsis thaliana root. Science, Washington, v.317, n. 5837, p.507-510, 2007.

PEREZ-TORRES, C.A. et al. Phosphate availability alters lateral root development in
arabidopsis by modulating auxin sensitivity via a mechanism involving the TIR1
auxin receptor. The Plant Cell, Rockville, v.20, p.3258-3272, 2008.



213

PINTO, K.G. Caracterizagcdo de mutantes condicionais de Arabidopsis thaliana
L. em organofosfatos. 2005. 81f. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2005.

RAGHOTHAMA, K.G. Phosphate acquisition. Annual Review of Plant Physiology
and Plant Molecular Biological, Palo Alto, v.50, p.665-693, 1999.

RAHIMI, G.; ROBINSON, J.S.; NORTCLIFF, S. The evaluation of erosion and
sedimentation processes on the potential losses of phosphorus. In:
INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON PHOSPHORUS DYNAMICS IN SOIL-PLANT
CONTINUUM, 3., Uberlandia, 2006. Proceedings... [Uberlandia], 2006. p.201-202.

RAUSCH, C.; BUCHER, M. Molecular mechanisms of phosphate transport in plants.
Planta, Heidelberg, v.216, p.23-37, 2002.

REYMOND, M. et al. Identification of QTL controlling root growth response to
phosphate starvation in Arabidopsis thaliana. Plant, Cell and Environment, Oxford,
v.29, p.115-125, 2006.

ROBINSON, D. Root proliferation, nitrate inflow and their carbon costs during
nitrogen capture by competing plants in patchy soil. Plant Soil, Dordrecht, v.232,
p.41-50, 2001.

SABATINI, S. Scarecrow is involved in positioning the stem cell niche in the
Arabidopsis root meristem. Genes & Development, New York, v.17, p.354-358,
2003.

SAKAKIBARA, H. Nitrate-specific and cytokinin-mediated nitrogen signaling
pathways in plants. Journal of Plant Research, New York, v.116, p.253-25, 2003.

SAKANO, K. Proton/phosphate stoichiometry in uptake of inorganic phosphate by
cultured cells of Catharanthus roseus (L.) G. Plant Physiology, Rockville, v.93,
p.797-801, 1990.

SANCHEZ-CALDERON, L. et al. Characterization of low phosphorus insensitive
mutants reveals a crosstalk between low phosphorus-induced determinate root
development and the activation of genes involved in the adaptation of Arabidopsis to
phosphorus deficiency. Plant Physiology, Rockville, v.140, p.879-889, 2006.

SANCHEZ-CALDERON, L. et al. Phosphate starvation induces a determinate
developmental program in the roots of Arabidopsis thaliana. Plant & Cell
Physiology, Oxford, v.46, p.174-184, 2005.

SCHACHTMAN, D.P.; REID, R.J.; ALING, S.M. Phosphorus uptake by plants: from
soil to cell. Plant Physiology, Rockville, v.116, p.447-453, 1998.

SCHIEFELBEIN, J.W. Constructing a plant cell: The genetic control of root hair
development. Plant Physiology, Rockville, v.124, p.1525-1531, 2000.



214

SCHOLTEN, H.J.; PIERIK, R.L.M. Agar as a gelling agent: chemical and physical
analysis. Plant Cell Reports, Berlin, v.17, p.230-235, 1998.

SCHOUMANS, O.F. Environmental risk assessment of phosphorus applications on
agricultural land. In: In: INTERNATIONAL SYMPOSIUM ON PHOSPHORUS
DYNAMICS IN SOIL-PLANT CONTINUUM, 3., [Uberlandia], 2006. Proceedings...
[Uberlandia], 2006. p.195-196.

SEQUELA, M. et al. Cytokinins negatively regulate the root iron uptake machinery in
Arabidopsis through a growth-dependent pathway. Plant Journal, Oxford, v. 55, p.
289-300, 2008.

SHIMIZU, A. et al. Phosphorus deficiency-induced root elongation and its QTL in rice
(Oryza sativa L.). Theoretical and Applied Genetics, Heidelberg, v.109, p.1361-
1368, 2004.

SHIN, H. et al. Loss of At4 function impacts phosphate distribution between the roots
and the shoots during phosphate starvation. Plant Journal, Oxford, v.45, p.712—
726, 2006.

SOMERVILLE, C.R.; OGREN, W. Isolation of photorespiration mutants in
Arabidopsis thaliana. In: METHODS in chloroplast biology. Amsterdam : Elsevier
Biomedical Press, 1982. p.129-138.

SVISTOONOFF S. et al. Root tip contact with low phosphate media reprograms
plant root architecture. Nature Genetics, New York, v.39, p.792-796, 2007.

TICCONI, C. et al. ER-resident proteins PDR2 and LPR1 mediate the developmental
response of root meristems to phosphate availability. Proceedings of National
Academic Science of the United States of America, Washington, v.106, n.33,
p.14174-14179, 2009.

ULEN, B. et al. Phosphorus and nitrogen turnover and risk of waterborne
phosphorus emissions in crop rotations on a clay soil in southwest Sweden. Soil
Use and Management, Wallingford, v.21, p.221-230, 2005.

ULLRICH-EBERIUS, C.I. et al. Relationship between energy-dependent phosphate
uptake and the electrical membrane potential in Lemma gibba. Plant Physiology,
Rockville, v.67, p.797-801, 1981.

ULLRICH-EBERIUS, C.I. et al. Phosphate uptake in Lemna gibba G1: energetics
and kinetics. Planta, Heidelberg, v.161, p.46-52, 1984.

VANCE, C.P.; UHDE-STONE, C.; ALLAN, D.L. Phosphorus acquisition and use:
critical adaptations by plants for securing a nonrenewable resource. New
Phytologist, New York, v.157, p.423-447, 2003.

WAGNER, B.M.; BECK, E. Cytokinins in the perennial herb Urtica dioica L. as
influenced by its nitrogen status. Planta, Heidelberg, v.190, p.511-518, 1993.


http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/sum;jsessionid=1x8n7wnrfg5bw.victoria
http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/sum;jsessionid=1x8n7wnrfg5bw.victoria
http://www.ingentaconnect.com/content/cabi/sum;jsessionid=1x8n7wnrfg5bw.victoria

215

WALCH-LIU et al. Nitrogen Regulation of Root Branching. Annals of Botany,
Oxford, v.97, p.875-881, 2006.

WANG, R.; XING, X.; CRAWFORD, N. Nitrite acts as a transcriptome signal at
micromolar concentrations in arabidopsis roots. Plant Physiology, Rockville, v.145,
p.1735-1745, 2007.

WALKER, D.A.; SIVAK, N. Photosynthesis and phosphate: a cellular affair? Trends
in Biochemical Science, Oxford, v.11, 176-179, 1986.

WANG, R. et al. Genomic analysis of a nutrient response in Arabidopsis reveals
diverse expression patterns and novel metabolic and potential regulatory genes
induced by nitrate. Plant Cell, Rockville, v.12, p.1491-1509, 2000.

WOLTERS, H.; JURGENS, G. Survival of the flexible: hormonal growth control and
adaptation in plant development. Nature Reviews - Genetics, New York, v.10,
p.305-317, 2009.

WANG, Y.H.; GARVIN, D.F.; KOCHIAN, L.V. Rapid induction of regulatory and
transporter genes in response to phosphorus, potassium, and iron deficiencies in
tomato roots. Evidence for cross talk and root/rhizosphere-mediated signals. Plant
Physiology, Rockuville, v.130, p.1361-1370, 2002.

WATT, M.; EVANS, J.R. Proteoid roots: Physiology and development. Plant
Physiology, Rockville, v.121, p.317-323, 1999.

WARD, J.T. et al. The effect of iron on the primary root elongation of Arabidopsis
during phosphate deficiency. Plant Physiology, Rockville, v.147, p.1181-1191,
2008.

WERNER, T.; SCHMULLING, T. Cytokinin action in plant development. Current
Opinion in Plant Biology, London, v.12, p.527-538, 2009.

WILLIAMSON, L.C. et al. Phosphate availability regulates root system architecture in
Arabidopsis. Plant Physiology, Rockville, v.126, p.875-890, 2001.

WU, P. et al. Phosphate starvation triggers distinct alterations of genome expression
in Arabidopsis roots and leaves. Plant Physiology, Rockuville, v.132, p.1260-1271,
2003.

ZHANG, H. et al. Dual pathways for regulation of root branching by nitrate.
Proceedings of National Academic Sciences of the United States of America,
Washington, v.96, p.6529-6534, 1999.



8 VITA

Mércio Luiz Strieder, filho de Hilario e Maria Dolores Strieder, nasceu em 03
de fevereiro de 1978 em Itapiranga-SC. Realizou seus estudos de ensino basico no
colégio Estadual Padre Balduino Rambo, em Tunapolis-SC. Criado no meio rural, no
municipio de Tunapolis-SC, desde sua infancia sempre demonstrou interesse pela
atividade agropecuaria. Assim, aos 14 anos, iniciou seus estudos nessa area no
Colégio Agricola S&o José, em Itapiranga-SC, onde concluiu o curso de Técnico em
Agropecuéria no ano de 1996.

Apés trés anos de atividades profissionais junto a Granja Strieder, de
propriedade da familia, em Tungpolis-SC, em 1999 ingressou na Faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) onde, no ano
de 2004, graduou-se Engenheiro Agrénomo. Durante o curso de graduacao,
desenvolveu atividades como estudante de iniciacdo cientifica, sendo bolsista do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq), junto ao
Departamento de Plantas de Lavoura. Essas atividades de pesquisa foram
desenvolvidas durante o periodo de julho de 1999 a fevereiro de 2004.

Logo apos o término do curso de Agronomia, iniciou o curso de mestrado
junto ao Programa de Poés-Graduagdo em Fitotecnia na UFRGS, na area de
concentracdo Fisiologia e Manejo de Plantas Cultivadas, dando continuidade a

diversos trabalhos com a cultura do milho, com a qual ja vinha trabalhando. Durante



217

o curso de mestrado, assim como no periodo de iniciagdo cientifica, as atividades
foram desenvolvidas sob orientagéo do Professor Paulo Regis Ferreira da Silva.

ApoOs a conclusdo do mestrado em fevereiro de 2006, iniciou o curso de
Doutorado em Fitotecnia, na mesma universidade e area de concentracéo.
Entretanto, em busca de superar desafios e deficiéncias em outras &areas do
conhecimento, desta vez esteve sob a orientacdo da Professora Carla Andréa
Delatorre, sendo seu primeiro orientado de doutorado, com a qual conduziu estudos
de “conhecimento basico” com uma espécie vegetal modelo, Arabidopsis thaliana,
cujas atividades foram desenvolvidas em sua totalidade em condi¢cdes controladas
de laborat6rio e cAmera de crescimento.

Durante a realizacdo dos cursos de mestrado e doutorado foi bolsista do
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico (CNPq). Ainda durante os
estudos de doutoramento, obteve a concessao de bolsa de estudos pelo programa
de Doutorado Sanduiche no Exterior (SWE) através do CNPq. Assim, teve a
oportunidade de realizar, entre janeiro e dezembro de 2008, parte de seu doutorado
junto a University of California at Davis (UCDavis), sob supervisdo do Professor
Ph.D. Steffen Abel, na cidade de Davis, na Califérnia, Estados Unidos da América.

Logo apds retornar do doutorado sanduiche junto a UCDavis-EUA e mesmo
sem ainda ter concluido o doutorado junto a UFRGS, aceitou convite da empresa
multinacional Syngenta Seeds LTDA. Assumiu a regional desta em Guarapuava-PR,
onde atua como Engenheiro Agrbnomo de Pesquisa e Desenvolvimento de
Produtos. Nesta regido, executa trabalhos de campo relacionados a hibridos
experimentais de milho e variedades experimentais de soja, além do
desenvolvimento de estudos relacionados a integracéo da area de sementes com a

de agroquimicos, duas das areas de atuacao da Syngenta.



