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RESPOSTAS A DEFICIfZNCIA DE F()SFQRO E SUAS RELACOES COM A
TOLERANCIA AO ALUMINIO EM TRIGO'

Autor: Laize Fraga Espindula
Orientador: Carla Andréa Delatorre

RESUMO

A inibicdo do crescimento das culturas causada na condi¢cdo de solos acidos,
devido principalmente pela deficiéncia de fosforo (P) e toxidez de aluminio (Al), ¢ um
sério problema para a producao agricola. Em trigo, a cv. Toropi foi identificada como
altamente tolerante ao Al e, também apresenta tolerancia a presenca de baixo P, quando
comparada a cultivar sensivel, Anahuac. Para compreender os mecanismos de
aclimatacdo de Toropi na coexisténcia dos estresses, andlises genéticas e fisiologicas
comparativas foram realizadas em plantulas sob condi¢do de hidroponia. Andlises
relacionadas ao requerimento de P nos genotipos e na populagdo segregante (Toropi X
Anahuac) permitiram confirmar a tolerancia de Toropi a deficiéncia de P pela maior
capacidade de estabilizar os niveis de fosfato livre na parte aérea, possivelmente por
regular mais adequadamente a translocacao de P para parte aérea em comparagao com
Anahuac. Foram identificados QTLs (Quantitative Trait Loci) relacionados as
caracteristicas de deficiéncia de P e tolerancia ao Al com ampla distribui¢ao nos grupos
de ligacdo. Quanto a caracteristica de Al foi reforcada a superioridade do cromossomo
4DL na caracteristica, contribuindo com cerca de 20% da variacdo fenotipica. Neste
mesmo cromossomo, foi localizado um QTL para a concentragdo de fosfato livre nas
raizes explicando cerca de 10% da caracteristica, em apenas 4cM de distancia.
Colocalizagdao de QTLs foi encontrada também no grupo de ligacdo 19. Analises
genéticas pelo método de subtracdo supressiva, SSH (Suppression Subtractive
Hybridization) permitiram identificar sequéncias diferencialmente expressas
relacionadas a ambos os estresses e avaliar seu comportamento temporal nos gendtipos
sob deficiéncia de P. Evidenciou-se uma complexa rede de ativagdo de genes em Toropi
relacionada as mais diversas vias metabolicas, mas principalmente no metabolismo
secundario e vias de sinalizagdo. Analises enzimaticas relacionadas ao metabolismo
antioxidativo sugerem comportamento diferencial de Toropi para a enzima catalase. A
partir dos resultados pode-se inferir que, pelo menos parcialmente, ha compartilhamento
das rotas induzidas na resposta aos estresses de Al e P.

! Dissertacao de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (164p.). Maio, 2009.



PHOSPHORUS DEFICIENCY RESPONSES AND ITS RELATIONSHIP TO
ALUMINUM TOLERANCE IN WHEAT!'

Author: Laize Fraga Espindula
Adviser: Carla Andréa Delatorre

ABSTRACT

The inhibition of crop growth caused by acid soils mainly due to phosphorus (P)
deficiency and aluminum (Al) toxicity is a significant problem to agriculture. In wheat,
the cultivar Toropi was identified not only as highly tolerant to Al but also to low P
availability, when compared to the sensitive cultivar Anahuac. Aiming to understand
Toropi’s acclimation mechanisms, in the co-existence of these stresses, genetic and
physiologic analysis were performed in seedlings on hydroponics. Studying the P
requirements, in both genotypes and in its segregating population (Toropi X Anahuac),
allowed confirming Toropi’s tolerance to P deficiency. It was due to its higher capacity
of stabilizing shoot free phosphate levels caused by better regulation of P translocation
to the shoot. QTLs (Quantitative Trait Loci) related to P deficiency and Al tolerance
were identified distributed at several ligation groups. In relation to the trait Al tolerance
it was reinforced the superiority of chromosome 4DL. It contributed with about 20% of
the phenotypic variation. At this chromosome was also located, at 4 cM of distance, a
QTL related to free phosphate in the roots explaining about 10% of this trait. QTL co-
localization was found also at ligation group 19. Genetic analysis using suppressive
subtraction, SSH (Suppression Subtractive Hybridization) permitted identification of
differentially expressed sequences related to both stresses as well as evaluation of
temporal behavior of sequences in the genotypes under P starvation. A complex gene
activation network was observed in Toropi related to several metabolic pathways,
especially to the secondary metabolism and transduction pathways. Enzymatic analysis
of antioxidative metabolism suggested a differential behavior of the enzyme catalase for
Toropi. Based on these results it is suggested that, at least partially, sharing of pathways
exists between the responses to P and Al stresses.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (164p.). May, 2009.
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1 INTRODUCAO

A inibi¢do do crescimento das plantas causada pelos solos acidos, especialmente
devido a deficiéncia de fosforo (P) e ao estresse de aluminio (Al), ¢ um problema para a
producao de muitas culturas agricolas de importancia mundial. Valores de pH de solos
inferiores a 5, que caracterizam solos com alta acidez, ocorrem naturalmente em solos
tropicais e subtropicais, como ¢ o caso do Brasil.

Em solos acidos, a escassez de P torna-se mais elevada devido a combinagado
com Al proveniente da camada dos argilominerais acidificados, interferindo diretamente
na atividade e absor¢ao de P na raiz.

A utilizacdo de fertilizantes, a correcdo e a manutengdo do pH através da
calagem sao praticas utilizadas no mundo para permitir o desenvolvimento vegetal
adequado em solos com presenca de Al e baixo P disponivel. A aplicagdo de fosfato em
solos &cidos, pela elevada fixacdo deste nutriente, devido, principalmente, a reacoes
com aluminio e ferro, resulta em baixa eficiéncia da adubacao fosfatada. Além disso, no
Brasil, com o advento do sistema de cultivo de semeadura direta, a pratica de
incorporagdo do calcario, recomendada na calagem, ndo € mais executada nas areas que
adotam este sistema, o que gera um gradiente de pH nas camadas superficiais do solo
onde se encontram a maioria das raizes. Quanto mais profunda a camada, menor a

corre¢ao do pH, maior o efeito da toxidez do Al e menor disponibilidade de P. Assim, a



zona de crescimento radicular fica limitada e por conseqiiéncia, o volume de solo
explorado.

O estudo do potencial genético-adaptativo de culturas tolerantes ao Al toxico e a
deficiéncia de P em solos ¢ um aspecto importante no Brasil e regides da América
Tropical. A co-ocorréncia destes estresses sugere a possibilidade das plantas terem
desenvolvidos mecanismos similares de adaptacdo. Ja se tem caracterizado espécies
vegetais que apresentam tolerancia ao Al toxico e a deficiéncia de P, conjuntamente ou
separadamente. Entre as culturas avaliadas encontra-se o trigo (7riticum aestivum). No
mundo, o trigo ¢ uma cultura de grande importancia, pois ¢ a base da alimentagao
ocidental. No Brasil, ¢ a cultura de maior movimentagdo comercial e importacao,
devido a dificuldades de producao encontradas, como os problemas dos solos acidos e a
condigdes climdticas instaveis, resultando em rendimentos extremamente varidveis.

O uso de cultivares tolerantes as condigdes de solos acidos tem sido considerado
uma alternativa eficiente para aumentar a producao de trigo. Diferengas entre variedades
de trigo quanto a habilidade de extracdo ou uso de P podem estar relacionadas com o
grau de tolerancia dessas variedades a toxidez de Al, comum nos solos brasileiros onde
estas sdo cultivadas (Baligar & Fageria, 1999). Variedades de trigo tolerantes ao Al sdo
menos prejudicadas do que as sensiveis, em solos acidos e com baixa disponibilidade de
P. Entretanto, nem sempre a habilidade de absor¢do e a utilizacio de P estdo
relacionadas diretamente com a tolerancia ao Al.

A capacidade de aproveitamento do P resulta da habilidade de absorcdao
(extracdo/absor¢do propriamente dita), de translocagdo e de utilizagdo (Baligar &
Fageria, 1999). O Al prejudica a absor¢do de P de duas formas: reduz o crescimento do
sistema radicular e liga-se ao P, tanto na superficie quanto no interior das células,

formando compostos de baixa solubilidade (Clarkson, 1966; Foy, 1976). Desta forma,



ocorre reducdo na absor¢do de P, bem como precipitagdo do nutriente nas raizes,
restringindo a sua translocagdo para a parte aérea.

O genotipo Toropi € conhecido por sua tolerancia ao Al, além disso, tem se
mostrado tolerante também a falta de fosforo inorganico (Pi) no solo. Ha, portanto, a
possibilidade de estudar os processos envolvidos na habilidade de obtencao de Pi
(extrair/absorver) em resposta a deficiéncia de P e identificar os mecanismos usados
para utilizar mais eficientemente o Pi em relacao a cultivares sensiveis nessas condigdes
(Silva, 2007). Estes conhecimentos podem no futuro auxiliar na escolha de genitores
que utilizem mecanismos complementares permitindo a obtencdo de genotipos
superiores aos pais.

Dentre os mecanismos externos de tolerdncia ao Al propostos, citam-se a
exsudacdo de acidos organicos, a exsudacao de compostos fenolicos e rizodeposigdes;
muitas evidéncias apontam para o papel central dos dcidos organicos na detoxificacao
do Al (Ma et al., 2001). A exsudacdo de acidos organicos ¢ uma estratégia para
disponibilizar P, assim hd uma associacdo entre a tolerancia a deficiéncia de P e a
toxidez de Al, que deve ser explorada.

Além da exsudagdo de 4cidos organicos como mecanismos de adaptacdo das
plantas tolerantes ao Al e a deficiéncia de P, ha processos de aclimatagdo das plantas a
varios estresses abiodticos por meio de respostas de protecao oxidativa e sinalizagdao que
podem ser similares (Gapper & Dolan, 2006; Mullineaux et al., 2006; Dat et al., 2000;
Karpinski et al., 1999; Dat et al., 1998; Foyer et al., 1997; Prasad et al., 1994; Bowler et
al., 1992).

Estudos de interferéncia do Al toxico e baixo P no desenvolvimento das plantas
contribuirdo para o entendimento da inter-relacdo desses elementos e dos mecanismos

de tolerancia associados aos estresses.



1.1 Hipotese principal
Plantas sob condigdes de estresse de deficiéncia de P induzem processos

similares aos induzidos sob condi¢Oes de estresse de Al.

1.2  Hipoteses secundarias

1. Toropi e Anahuac diferem na concentracao de P nos tecidos sob disponibilidades
de P contrastantes, demonstrando diferengas de captacao e alocagdo de P.

2. QTLs para tolerancia a deficiéncia de P e para a tolerancia ao Al colocalizam-se.

3. A maior capacidade antioxidante de Toropi estd envolvida na tolerdncia a
deficiéncia de P.

4. Sequéncias génicas induzidas por Al também sdo induzidas pela deficiéncia de
P;

5. Sequéncias génicas induzidas pela deficiéncia de P apenas em Toropi estdo

envolvidas com a tolerancia a este estresse.

1.3  Objetivo principal
Comparar processos relacionados a aclimatacao aos estresses de deficiéncia de P
e de toxidez de Al buscando identificar se ha associagdo entre as respostas a estes

estresses.

1.4  Objetivos especificos
1. Comparar temporalmente os teores de P nos tecidos dos cultivares de trigo
Toropi (tolerante) e Anahuac (sensivel) sob disponibilidades de fosforo contrastantes.
2. Fenotipar a populagdo de linhagens segregantes do cruzamento Toropi X

Anahuac em relagao a tolerancia a deficiéncia de P.



3. Identificar QTLs relacionados a tolerancia a deficiéncia de P e comparar sua
distribuicao no mapa genético com a de QTLs relacionados a tolerancia ao Al.

4. Caracterizar os padroes enzimaticos do metabolismo antioxidativo em resposta a
deficiéncia de P.

5. Identificar e validar sequéncias génicas expressas em resposta a deficiéncia de P.

6. Avaliar a expressao de sequéncias gé€nicas induzidas por Al, em condi¢des de
auséncia de Al e deficiéncia de P.

7. Comparar os processos de resposta dos cultivares Toropi € Anahuac quanto a

tolerancia a deficiéncia de P e a presencga de Al.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cultura do trigo e seus problemas de producio no Brasil

O trigo ¢ um cereal de inverno originario da regido do “Crescente fértil”,
localizada na regido montanhosa do sudoeste da Asia, por volta de 8 a 10 mil anos atras.
Trigos ancestrais diploides Triticum monococcum e Triticum monococcum Ssp.
aegilopoides sao ainda encontrados nesta regido (Heun et al., 1997).

O trigo atualmente cultivado, Triticum aestivum, foi encontrado em regides mais
distante do Crescente Fértil, num corredor que se estende da Arménia ao sudoeste do
mar Caspio no Irda (Dvorak et al., 1998a). Nesta regido Aegilops tauschii var.
strangulata ¢ predominante. Se supoe que hibridizagdes naturais de Aegilops com o
género Triticum e uma série de eventos independentes tenham produzido o 7. aestivum,
constituindo o pool de genes do trigo comum atual (Talbert et al., 1998). A espécie
ancestral do trigo comum, Triticum turgidum ssp. dicoccum, doadora de maior
porcentagem do genoma atual (AABB), foi descoberta em uma série de sitios
arqueologicos na Siria que datam 7 mil e 500 anos A.C. (Gill & Friebe, 2002).

Atualmente, se aceita que o trigo comum ¢ uma espécie hexaploide (2n=6x=42),
constituida de trés genomas (AABBDD). Segundo Dvorak et al. (1998b), a espécie
tetraploide 7. turgidum (AABB) possui o genoma A em comum com 7. monococcum, €
estudos moleculares ndo diferiram-no de 7. urartu, sendo este o doador do genoma A

para os trigos poliploides. J& o genoma D foi originado de Aegilops tauschii pela



hibridizacao de 7. turgidum e Aegilops tauschii var. strangulata cerca de 7 mil anos
atrds. Estudos moleculares comprovaram que o genoma B ¢ originario de Aegilops
speltoides (Wang et al., 1997).

Botanicamente, o trigo pertence a familia Poaceae e tribo Triticeae (NCBI
Taxonomy, 2008). E uma espécie autdogama, com flores perfeitas que, em condig¢des
normais de cultivo, apresenta baixa freqliéncia de polinizagdo cruzada. Atualmente,
cultivam-se no mundo trigos de inverno e de primavera. Os trigos de inverno, em seu
estadio inicial de desenvolvimento, necessitam passar por um periodo de vernalizacao, a
temperaturas proximas a 0°C, para completar o ciclo reprodutivo. O trigo cultivado no
Brasil ¢ de hébito primaveril e a maioria das cultivares ¢ insensivel ao fotoperiodo
(Embrapa/CNPT, 2008).

O trigo ocupa o segundo lugar em produg¢do mundial entre os cereais, chegando
a 600 milhoes de toneladas de graos, em primeiro lugar esta o0 milho com 780 milhdes
de toneladas em 2007. No mesmo ano, os paises lideres em producdo de trigo eram a
China com 110 milhdes em primeiro lugar, em segundo a india com 74 milhdes, em
terceiro os Estados Unidos com 54 milhdes e em quarto a Russia com 50 milhdes de
toneladas. O Brasil ¢ o 23° colocado atingindo uma produgdo de quatro milhdes de
toneladas, com produtividade média de 2,2 t ha'! e 1,8 milhdes de hectares plantados
(FAOStat, 2008).

Segundo a Bracale (2008), a safra de 2008/09 estd estimada em 5,7 milhdes de t
de graos, e ndo supre a demanda do consumo anual brasileiro que tem se mantido em
torno de 10 milhdes de toneladas. Este déficit entre demanda e producdo implica na
importa¢do deste cereal. Em 2005, o Brasil importou cinco milhdes de toneladas de
graos ao custo de 650 milhdes de dolares, contribuindo para o déficit da balanca

comercial (FAOStat, 2008).



Apesar de responder por 90% da producdo nacional de trigo, no Sul do Brasil, os
rendimentos ainda sdo baixos e a insustentabilidade ¢ devido a varios fatores: como
severa pressao de doengas como ferrugens, helmintosporiose, manchas, oidio e giberela;
inconstancia climatica com chuvas varidveis e intensidade excessiva; geadas no
florescimento, chuvas na colheita e por tltimo as condigdes edaficas, solos acidos com

alto nivel de Al soluvel e forte fixagao do P.

2.1 Fésforo e aluminio: interacdes no solo

Os solos acidos estdo distribuidos em 30-40% das terras no mundo, em mais de
50% das terras ardveis (von Uexkiill & Mutert, 1995). As regides tropicais e
subtropicais contam com 60% dos solos 4&cidos no mundo devido a elevada
intemperizagdo dos solos e liberagdo de H', principalmente dos argilominerais. Mas, o
mais relevante ¢ que estas areas estdo localizadas em paises em desenvolvimento
situados na América do Sul, Africa Central e Sudeste da Asia onde a produgio de
alimentos pode ser critica (Vitorello et al., 2005) (Figura 1). No Brasil, cerca de 500

milhdes de hectares possuem solos acidos, compreendendo 68% do territorio.

Areas de solos com pH inferior
a 5,5 predominantemente.

FIGURA 1. Solos 4cidos no mundo — dareas predominantes (World Soil
Resources, FAO, 1991).



Além das areas com acidez natural, os niveis de acidez dos solos estdo
aumentando em decorréncia de atividades humanas. Entre os motivos da acidificagcao
antropogénica dos solos estdo a atividade de mineragdo e poluentes industriais
associados a chuvas acidas. No setor agricola a nitrificacdo e o uso intensivo de
fertilizantes amoniacais tendem a acidificar o solo (Rengel & Zhang, 2003).

Em solos 4cidos a escassez de P ¢ mais elevada devido a combinagdo com Al
proveniente da camada dos argilominerais acidificados, interferindo diretamente na
atividade e absor¢do de P na raiz e membrana celular (Gessa et al., 2005). O mecanismo
da interacao de P/Al ocorre através da reacdo de adsorcao/precipitagdo na superficie de
raiz e no espaco intercelular formando um composto insoluvel AI(OH),H,POs,
resultando em sintomas de deficiéncia de P (Clarkson, 1967).

Viérios autores tém obtido evidéncias para a presenca de polimeros Al-OH-POg,
em solugdo diluida de nutrientes em pH de 4.1 a 4.8 (Munns, 1965; White et al., 1976;
Blamey et al., 1983). Esta forma ¢ precipitada em altos valores de pH ou em altas
concentracoes.

Os meios e solugdes nutritivas que fazem o uso de Al e fosfatos combinados
podem estar subestimando as suas concentragdes e alterando o nivel de toxidez do Al. O
mais comum ¢ perceber a complexagdo e a polinucleacdo do Al com o Pi (Lindsay,
1979).

Nos solos a corre¢do e a manuten¢do do pH através da calagem ¢ a pratica mais
utilizada no mundo para permitir o desenvolvimento vegetal adequado em solos com
presenga de Al. No entanto, no Brasil, com o advento do sistema de cultivo de
semeadura direta, a pratica de incorporagdo do calcario, recomendada na calagem, ndo é
mais executada nas areas que adotam este sistema, o que gera um gradiente de pH nas

camadas superficiais do solo onde se encontra a maior quantidade de raizes. Quanto



mais profunda a camada, menor a correcao do pH, maior o efeito da toxidez do Al e

menor disponibilidade de P. Assim, a zona de crescimento radicular fica limitada.

2.2 Fosforo: do solo a planta

O P (P) ¢ um macronutriente absorvido principalmente na forma de ortofosfato
(P1), a partir da sua forma primaria H,PO4, extremamente insoltivel em muitos solos
devido a reagdo com outros minerais (Schachtman et al., 1998; Abel et al., 2002).

Nos solos, apesar do P ser abundante, entre 30% e 80% deste apresenta-se na
forma organica, requerendo mineralizacdo antes de poder ser absorvido pelas plantas
(Vance et al., 2003). O P ¢ um dos nutrientes mais indisponiveis, sendo um dos
elementos mais criticos para a produgdo agricola, devido a formagao de sais insoluveis
com calcio, ferro e Al, elevada reten¢ao por parte da matriz do solo (Leal & Velloso,
1973), falta de reposi¢ao natural.

A concentracdo de Pi na solugdo do solo ¢ baixa (2 a 10uM), advinda da
intemperiza¢ao do mineral primario, apatita e, sua disponibilidade se d4 em funcao das
oscilagdes de P labil no solo (Raghothama, 1999) e mineralizacao das formas organicas.
O contetido acessivel de Pi muitas vezes esta abaixo do nivel necessario para uma otima
performance das culturas (Novais & Barros, 1997; Sanchez & Salinas, 1981;
Schachtman et al., 1998; Ticconi & Abel, 2004). A fim de amenizar os problemas de
deficiéncia de Pi na agricultura, na 0ltima metade do século, tem-se utilizado em
extensas areas grande quantidade de fertilizantes concentrados com Pi, trazendo um
grande aumento na produtividade das culturas, mas parte deste Pi ndo ¢ imediatamente
recuperada do solo, pois cerca de 80% torna-se adsorvido ou complexado na frag¢do
organica (Raghothama, 1999). Segundo FAO (2008), em 2006, o consumo brasileiro de

fertilizante fosfatado alcangou trés milhdes de toneladas.



10

Em sistemas de alta produtividade agricola que empregam variedades modernas,
ha uma demanda maior de P e outros minerais do que aquela fornecida pela
intemperizagdo mineral, dessorcdo e dissolucdo de superficies minerais, difusdo e
mineralizacdo da matéria organica. O uso de P tem aumentado a uma taxa superior ao
da produtividade das culturas, o que tem trazido muitos problemas. Primeiro, a
eficiéncia de utilizacdo de Pi pelas plantas tem sido cada vez mais baixa, segundo, o uso
intensivo de fertilizantes contendo Pi pode causar danos ambientais severos, como a
eutroficagdo e hipoxia das aguas e terceiro, ¢ estimado que os recursos nao-renovaveis
de rochas de Pi sejam exauridos nos préximos 60-90 anos (Yuan & Liu, 2008).

Segundo Lynch (2007) uma nova era agricola estd emergindo, pressionados
principalmente pelos agricultores com pouco acesso a fertilizantes e que querem
aumentar a produtividade de suas culturas e areas agricultaveis. Variedades responsivas
a alta fertilidade que geram altos custos de produgdo serdo substituidas por variedades
tolerantes a solos com baixa fertilidade. Ha grandes variagdes genéticas entre e dentro
de espécies para produtividade em solos inférteis. As causas dessas variagdes aos
poucos estdo sendo entendidas. Como exemplo, as variagdes observadas na rizosfera,
onde ocorrem modificagdes no efluxo de protons, acidos organicos e enzimas, sdao
importantes para a mobiliza¢do de nutrientes como o P e metais de transicdo, e para
evitar a toxidez do Al. Diferengas entre cultivares de trigo brasileiras, na tolerancia a
deficiéncia de P por exemplo, foram determinadas por autores como Miranda (1985),
Rosa & Camargo (1990), Soon (1992) e Abichequer et al. (2003).

O cultivar de trigo Toropi é considerado tolerante 4 deficiéncia de P, com maior
habilidade de absorcao e utilizagdo de P, sendo utilizado como fonte melhoradora (Ben
& Rosa, 1983; Camargo & Felicio, 1987; Abichequer & Bohnen, 1998; Ben & Dechen,

1998; Freitas et al., 1999; Abichequer et al., 2003; Camargo et al., 2006; Da Silva et al.,
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2008) e o cultivar Anahuac ¢ considerado sensivel a deficiéncia de P em experimentos
realizados em solo.

Muitos autores utilizam a eficiéncia de uso de nutrientes para identificar a
variabilidade de plantas. No entanto, a eficiéncia de uso ndo ¢ um parametro bem
caracterizado. Para Gourley et al. (1993 e 1994), eficiéncia de nutrientes mede a
capacidade da planta em adquirir e utilizar nutrientes para uma determinada producao.
Lynch (1998) define eficiéncia de nutrientes como a habilidade do sistema em converter
entradas para desejaveis saidas, € minimizar as perdas na conversao. Camargo & Felicio
(1987) classificaram, cultivares de trigo, com base na razao do peso seco da parte aérea
e a quantidade de P presente no tecido. Segundo Batten (1992) deve-se ter cuidado na
comparacao de eficiéncia, pois genodtipos com maior capacidade de aquisi¢ao de Pi do
solo podem ser considerados ineficientes por possuirem maior concentracdo de P nos
tecidos. Por outro lado, em condic¢des de deficiéncia de nutrientes, no caso P, a maior
quantidade de P obtido e utilizado pelo gendtipo o faz mais tolerante a deficiéncia.
Assim, o termo tolerancia ¢ utilizado como a capacidade de suportar uma condic¢ao
adversa com desenvolvimento normal. Em um gendtipo tolerante hd pelo menos trés
fatores envolvidos: a capacidade de aquisicdo, de absorcao e de utilizagao do nutriente
pela planta.

A capacidade de aquisicao de P do solo pela planta baseia-se na superior
habilidade para capturar Pi do solo. Esta se d4 entre outras razdes pela alteragdo na
morfologia ou arquitetura da raiz, aumentando a propor¢do de superficie da raiz e o
volume de solo, consequentemente, aumentando a exploragdo do solo. A absor¢do de P
pelas plantas ¢ proporcional a densidade das raizes. Isto reflete em aumento da
propor¢do raiz-parte aérea, no numero de raizes laterais e no numero e tamanho dos
pélos radiculares (Kochian et al., 2004, Raghothama, 1999). Bioquimicamente, cita-se a

acdo de acidos organicos e de fosfatases secretadas mobilizando compostos organicos
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no solo, ou agindo na matriz do solo. Existe uma série de estudos que averiguou, em
diversas espécies, producao e secrecdo de acidos organicos para a rizosfera, a fim de
solubilizar P em condi¢des de deficiéncia (Shen et al., 2002; Nuruzzaman et al., 2006).
O aumento do Pi, via aumento da mobilizacao e reciclagem, também ¢ obtido através da
secrecao de fosfatases endogenas, RNAases e da liberacao de protons. A captura do Pi
pode ser incrementada também devido ao aumento da absorgdo, através da maior
inducgdo de transportadores de Pi de alta afinidade (Tadano & Sakai, 1991; Raghothama,
1999).

A absorcao de Pi do solo pelas plantas ocorre através de um processo de co-
transporte com proton (H'), via um gradiente eletroquimico de membrana gerado com o
consumo de ATP (Sakano, 1990). Anélises cinéticas propdem dois mecanismos de
absor¢ao de Pi, compostos por dois sistemas cineticamente diferentes de absorg¢ao:
transporte de alta afinidade e de baixa afinidade (Furihata ef al.,1992, Schachtman et al.,
1998) ou baixa (uLM) e alta (mM) concentracido de Pi no meio externo, respectivamente.
Em solos com deficiéncia de Pi, o sistema de transporte de alta afinidade ¢ bastante
funcional nas raizes (Aono ef al., 2001). Transportadores de alta afinidade sdo proteinas
integrais de membrana que translocam Pi do meio contendo concentragdes UM para o
citoplasma (Raghothama, 1999, Chen et al., 2008). Genes de transportadores de Pi sdo
codificados por uma grande familia de genes no genoma, esses genes sao chamados de
PHT (Phosphate High Transporters). Em arabidopsis, oito de nove transportadores de
Pi sdo expressos na raiz (Mudge et al.,, 2002). Em arroz, no minimo 10 dos
transportadores PHT1 sdo expressos na raiz (Paszkowski et al., 2002). Até o momento
ndo foram identificados transportadores de baixa afinidade expressos em raizes
(Muchael & Raghothama, 1996), o que ¢ compreensivel ao se considerar que as plantas

evoluiram sob baixa disponibilidade de P.
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2.3  Aluminio: do solo a planta

O Al ¢ um metal leve, correspondendo a 7% da massa da crosta terrestre, sendo
o terceiro mais abundante elemento depois do oxigénio e silicio (Delhaize & Ryan,
1995). O Al estd nos minerais incluindo hidroxidos, aluminosilicatos, sulfatos e
fosfatos. As plantas, de alguma forma, sempre estdo expostas ao Al, mas, muitas dessas
formas sdao o0xidos e aluminosilicatos que ndo causam toxidez as plantas. Entretanto,
quando solos comecam a acidificar, o Al € solubilizado formando um cétion trivalente
que ¢ toxico (AI'") (Ma et al., 2001).

Nos solos acidos, uma apreciavel por¢ao da capacidade de troca de cations
(CTC) ¢ preenchida por ions Al. Estes ions sdo referidos como Al trocavel e formam a
maior reserva do Al presente na solucao do solo, podendo estar na solucao do solo pela
troca com outros cations nas camadas dos minerais. O Al trocdvel ¢ uma mistura de ions
de Al monoméricos (AI’", AIOH*", AI(OH),"). A possibilidade de troca vai depender
da CTC do solo e o grau de saturagdao do Al. A liberagdo do Al ¢ fortemente dependente
do pH, diminuindo com o aumento do pH, até tornar-se indisponivel em pH superior a
5,5 (Curtin & Smillie, 1983).

Na solugao do solo, proporcdes significantes de Al soluvel estdo presentes como
complexos com ligantes organicos (David & Driscoll, 1984). A complexacao do Al
ocorre predominantemente com grupos funcionais organicos contendo oxigénio
(COOH, fendlicos, endlicos e grupos alifaticos-OH, cetonicos e grupos funcionais
éster), aqueles contendo nitrogénio (aminoacidos e porfirinas) geralmente formam
complexos fracos (Stevenson & Vance, 1996).

O Al possui forte ligagdo com compostos doadores de oxigénio, como as
moléculas presentes nas raizes, a camada de mucigel ao redor das raizes ¢ a primeira a

ser afetada, seguida pelo apice da raiz, que por muito tempo tem sido considerado o
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sitio primario de acdo para a toxidez do Al. O principal sitio de absor¢cao do Al ocorre
nas células da coifa que protegem o &pice da raiz (Gregory, 2006; Miyasaka & Hawes,
2001). Uma vez ultrapassada a camada de mucigel, o Al se difunde rapidamente através
das células da coifa, causando ruptura da membrana plasmatica e interferéncia no
transporte celular, até chegar as células corticais do apice da raiz onde o Al se difunde
mais lentamente. Nao ha evidéncia que o Al alcance as células em divisao no meristema
primario da raiz rapido o suficiente para causar os danos que normalmente seguem a
exposicao ao Al (Bennet et al., 1984).

A toxidez do Al é comumente o maior fator limitante na producao das culturas
em solos acidos. Nas plantas, o sintoma inicial ¢ a inibi¢ao do crescimento radicular e a
indugdo da formagdo de raizes laterais, as quais também ttem o alongamento inibido
(Foy, 1988). A inibicdo do crescimento ocorre devido ao aumento da impedancia ao
alongamento e reducdo da divisdo celular das raizes (Kochian, 1995). Com o
crescimento radicular restrito, € reduzida a habilidade da planta em explorar o solo,
consequentemente, a capacidade de capturar nutrientes e agua, torna-se muito menor.
Como resultado, a planta produz menos biomassa, tem sua parte aérea reduzida, e
apresenta sintomas dos mais variados estresses. Além do efeito indireto na absorcdo de
nutrientes, a toxidez do Al também interfere diretamente com a atividade de absor¢ao de
ions que ocorre na membrana plasmatica das células da raiz (Kochian, 1995). O Al

reduz a absor¢ao, principalmente, do Ca e do P (Huang ef al., 1996, Nichol et al., 1993).

2.4  Fosforo: da absorcao a utilizacdo pela planta

O P ¢ o unico anion capaz de participar da ligacdo diester, sendo portanto um
importante elemento estrutural de muitas macromoléculas, como acidos nucléicos, e
fosfolipideos de membranas. O P também participa de muitos processos celulares,

incluindo a transferéncia de energia na assimilacdo de carbono e na respiracdo e, a
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regulagdao de inimeras enzimas em diversos processos. Outro importante papel do P ¢ a
regulacao de rotas de transducdo, através da fosforilagdo em resposta a estimulos
ambientais e ao desenvolvimento da planta. Logo, a disponibilidade de P no solo tem
um profundo efeito no crescimento da planta e produtividade das culturas (Ticconi &
Abel, 2004).

Em resposta a baixos niveis de Pi disponivel na rizosfera, as plantas tém
desenvolvido mecanismos altamente especializados para adquirir e utilizar o Pi do
ambiente, como alteracdes morfologicas, bioquimicas, fisiologicas e moleculares. Além
das respostas bioquimicas de captura e extracdo de P do solo, outras adaptacdes
metabolicas ao estresse de deficiéncia de Pi estdo envolvidas nos processos fisiologicos,
como a utilizacdo de rotas glicoliticas e respiratorias alternativas, que evitam 0s passos
metabolicos que requerem Pi ou adenilato (Duff et al., 1989). A deficiéncia de Pi
também resulta no aumento da acumulagdo de antocianina (para proteger as folhas da
fotoinibicdo, resultado da pressdo de excitacdo do fotossistema II), mudancas no
metabolismo dos carboidratos (aumento no conteido de amido) e mudancgas na
composi¢ao dos lipideos do tilacéide (reduzindo o teor de fosfolipideos e aumentando o
de galactolipideos e sulfolipideos, para economizar Pi).

Hamburger et al. (2002) identificaram em A. thaliana, o gene PHOI, que
codifica uma proteina envolvida no controle do transporte a longa distancia de P no
xilema. Em 4. thaliana, a familia PHOI é composta por 11 membros, e apenas dois
deles estdo envolvidos no carregamento do xilema (Stefanovic et al., 2007). Muitos
genes envolvidos na resposta a deficiéncia de Pi tém sido clonados, e demonstram a
importancia do controle transcricional e pds-transcricional, como exemplo fatores de
transcri¢do ¢ microRNAs. Em plantas, o sistema regulatorio para a deficiéncia de Pi ¢
complexo e comeca a ser elucidado. H4 evidéncia de uma complexa resposta

transcricional, envolvimento de transdu¢do de hormdnios no controle e resposta de
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deficiéncia de Pi e a existéncia de uma regulacdo dependente do status de Pi local e
sinais de longa-distancia (Franco-Zorrilla et al. 2004, Delatorre et al., 2004).

Usando uma linhagem transgénica de Arabidopsis thaliana contendo o transgene
AtPS1::GUS, Rubio et a. (2001) identificaram o mutante phrl, o qual ¢ parcialmente
defeituoso na expressao de genes responsivos a Pi. O gene PHRI codifica um fator de
transcricdo MYB. Este fator de transcri¢do foi localizado no nucleo, liga-se a uma
seqliéncia palindromica imperfeita de 8-bp no promotor de genes responsivos a Pi, e se
mostrou necessario para indu¢do génica em condicdes de baixo Pi. PHRI1 ¢ regulado
pela ligacao a SIZ1, o qual funciona como SUMO (small ubiquitin-like modifier) E3
ligase (Miura et al., 2005). Estudos com cevada confirmaram a sua importancia
promotora na indugdo de transportadores de fosfato de alta afinidade (Schunmann et al.,
2004). Na cascata de transducao de sinais, PHR1, controla parcialmente a expressao de
PHFI, que ¢ um facilitador do trafego para transportadores de fosfato, envolvido na
localizagdo de transportadores na membrana plasmatica (Gonzalez et al., 2005).

OsPTF1 foi identificado como um fator de transcricio com dominio basico
helix-loop-helix para a tolerancia a deficiéncia de P em arroz (Y1 et al., 2005). OsPTF1
afeta a expressao de 158 genes em arroz, varios sao relatados na deficiéncia ao P.

Outro mecanismo pos-transcricional envolvido na regulagdo das respostas em
plantas na deficiéncia de P envolve a atuacdo de um microRNA, o miR399, onde sua
superexpressao conduz a acumulagdo de fosfato na célula devido a um defeito na
remobilizacao de fosfato nas folhas (Fujii et al., 2005).

Anélises de transcriptoma tém conseguido identificar além de fatores de
transcricdo, centenas de genes que apresentam mudangas em suas expressdes em
condi¢cdes de deficiéncia de P em diversas espécies (Wasaki et al., 2003, Misson et al.,

2005, Morcuende et al., 2007).
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Nas plantas, para a tolerancia a deficiéncia de P, como para a maioria das
caracteristicas agrondmicas, observa-se uma distribui¢do fenotipica continua, o que
significa que a caracteristica ¢ controlada por muitos genes. Assim, a identificagdo de
QTLs (Quantitative Trait Locus) torna-se o ponto de partida para analisar a base
molecular da caracteristica de tolerancia a deficiéncia de P. Em arroz, dois QTLs foram
responsaveis pelo conteudo de P absorvido e 20,7% do total da variagdo fenotipica. Um
QTL de pequeno efeito € associado com a eficiéncia de utilizagao de P. Isto sugere que
a eficiéncia em absorver P ¢ mais fortemente associada a tolerancia que a eficiéncia de
utilizacao de P (Ming et al., 2000).

Diferencas genotipicas para deficiéncia em P para o trigo t€ém sido bem
documentadas (Gahoonia et al., 1999; Horst et al., 1993; Manske et al., 2001; Osborne
& Rengel, 2002; Ozturk et al., 2005), indicando que ha possibilidade de aumentar a
tolerancia a deficiéncia a P em trigo através de fontes genéticas. Entretanto, o
conhecimento da base genética da tolerancia em trigo ¢ ainda limitado.

Li et al. (1999a) estudando regides relacionadas a tolerancia a deficiéncia em P
em linhagens nuli-tetrassomicas, derivadas de trigo comum, deduziram estarem
envolvidos os cromossomos 1A, 4A, 7A, 3B, 5A, 5B e 7D. Em cevada, os
cromossomos 1R, 2R e 7R. Em Thinopyrum ponticum, tem sido relatado como
envolvidos na tolerancia a deficiéncia em P os cromossomos 4E ¢ 6E (Li et al., 1999b,
Liu et al., 2001). Porém, ainda faltam estudos de QTLs para tolerancia a deficiéncia em

P em trigo.

2.5  Aluminio: a toxidez e a tolerdncia
A toxidez do Al é observada nas plantas pela inibi¢do do crescimento radicular,
acumulacdo de Al na superficie das raizes, indu¢do da sintese de calose e acumulagdo

de lignina formando uma cicatriz no apice da raiz (Sivaguru & Horst, 1998). Ha
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também a peroxidacdo na membrana plasmatica e inibicdo do transporte nos canais de
calcio, alterando a transcri¢do e inibi¢ao da sintese de DNA (Fukuda et al, 2007).

A tolerancia ao Al decorre de mecanismos apoplasticos e simplasticos. Os
mecanismos apoplasticos incluem a permeabilidade seletiva das membranas, a inducao
de uma barreira de pH na rizosfera e a liberagdo de compostos quelantes (Kochian,
1995). Pesquisas tém se concentrado no estudo da liberacdo de acidos orgéanicos, onde
as raizes em presenca do estresse liberam anions de acidos organicos que quelam os
ions Al e assim, evitam a interacdo com componentes celulares e a penetracdo no
simplasto da raiz. Uma mucilagem viscosa, consistindo principalmente de
polissacarideos, também ¢é secretada pelas raizes e pode atuar como uma barreira ao Al
(Kochian, 2004). Os mecanismos simplasticos incluem a atenuagdo da toxidez
internamente a célula, por acidos organicos, proteinas e outros ligantes, a acumulagdo
do Al no vacuolo e a ativacao de enzimas Al-tolerantes (Kochian, 2004).

Uma grande correlagdo entre a exsudacdo de acidos organicos e os niveis de
tolerdncia ao Al foi encontrada em muitas espécies. Os dois primeiros genes
identificados na tolerancia ao Al sdo relacionados aos acidos organicos, como ¢ o caso
do TaALMTI, transportador constitutivo de malato encontrado em trigo (Sasaki et al.,
2004) e SODMATE, um transportador de citrato ativado pelo Al encontrado no sorgo e
cevada (Furukawa et al., 2007; Magalhaes ef al., 2007). Ambos 0s genes sdo expressos
no apice das raizes apenas em linhagens tolerantes ao Al. Em sorgo, SBMATE ¢
controlado pelo loci Altsg, explicando mais de 80% da variagdo fenotipica na populagio
estudada por Magalhdes et al. (2004, 2007). Recentemente, um fator de transcrigdo,
STOP1, foi identificado em pH baixo e associado a tolerancia ao Al em Arabidopsis
thaliana. Este fator de transcricdo ¢é exigido para a expressdao de AtALMTI, homologo

de TaALMTI (Tuchi et al., 2007).
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Em trigo, varios estudos indicam que o malato estd envolvido na tolerancia
primaria ao Al em diversos genotipos tolerantes (Papernik et al. 2001; Ishikawa et al.
2000; Huang et al. 1996; Pellet et al. 1996; Delhaize et al. 1993). Sugere-se que a
limitagao do mecanismo da tolerancia, através da liberacao de malato, esteja relacionada
a ativacao de seu transportador na membrana plasmatica das células da raiz. Como ¢ o
caso do ALMTI1 (Aluminium Malato Transporter) de trigo, mapeado por Raman et al.
(2005).

Nao ha consenso sobre o tempo de resposta fisiologica e dos processos celulares
na tolerancia ao Al. Em alguns sistemas, sintomas e respostas sdo detectados
rapidamente e em outros sdo somente discerniveis depois de um longo tempo de
exposicao ao Al (Ma et al., 2001; Kochian ef al., 2005). Isto sugere que a toxidez de Al
esteja envolvida ndo apenas como uma resposta direta da planta, mas um distarbio geral
de sua homeostase.

Apesar de uma grande parte do Al presente no solo interagir com os mecanismos
apoplasticos, uma pequena fragdo entra no simplasto e interage no interior das cé€lulas
das raizes, ocorrendo rapida inibicdo da expansdao e alongamento da raiz. Em
prolongadas exposicoes ao Al, este interage com o nucleo das células das raizes
resultando na inibigdo da divisdo e distarbios do citoesqueleto (Kochian et al., 2005).
Por ser o Al bastante reativo, pode atuar em diferentes alvos, em diferentes rotas do
crescimento radicular ou organelas, causando danos: como na parede celular, na
membrana plasmatica, em rotas de transdugdo de sinais, no citoesqueleto e no DNA
nuclear (Kochian et al., 2005).

Importancia se deve dar a interagdo do Al com a membrana plasmadtica na
tolerancia, dado a sua importancia para a integridade celular. Nas raizes, o cation Al
pode interagir fortemente com a superficie negativa da membrana plasmatica causando

alteracdo na sua e no potencial eletroquimico. Uma vez alterada a superficie da
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membrana plasmadtica, todo o ambiente i6nico proximo as raizes ¢ alterado, causando
distarbios no processo de transporte de ions.

A sintese de calose (B-1,3-glicana) ¢ dependente da presenca de calcio. Tem-se
sugerido que a interferéncia do Al na superficie da membrana pode aumentar o célcio na
c€lula, estimulando a sua sintese. A sintese de calose na membrana plasmatica ¢
rapidamente ativada em exposicdo ao Al, e sua acumulacdo no apoplasto, tem sido
usada como uma medida de resposta rapida da toxidez de Al. Sob estresse de Al, a
acumulagdo de calose pode levar a um dano celular pela inibi¢do do transporte
intercelular através dos plasmodesmos (Sivaguru et al., 2000).

Em Triticeae, até pouco tempo atrds a genética da tolerdncia ao Al era
considerada de heranca simples ou qualitativa, herdavel, sendo atribuida a poucos genes
de efeito maior, mas recentes estudos t€ém evidenciado que a tolerancia ao Al em trigo
para alguns genotipos € uma caracteristica multigénica possuindo diferentes
mecanismos fisiologicos de resposta (Ryan et al., 2009).

Através de andlises de QTLs, foi identificado um QTL na regido distal do
cromossomo 4DL, que explicou cerca de 50% da variacdo fenotipica para a tolerancia
ao Al (Raman et al. 2005). Um segundo mecanismo de tolerancia ao Al em trigo foi
localizado no cromossomo 4BL (Ryan ef al., 2008). Outros /oci tém sido mapeados em
trigo, no braco longo do cromossomo 4D, sdo chamados de Altgy ou Alt, (Milla &
Gustafson, 2001).

A descoberta da variacdo genética para a tolerancia ao Al ocorreu hd mais de
100 anos, a partir do cultivo do trigo na regido Sul do Brasil em areas que apresentavam
severa acidez de solo e toxidez por Al. Na regido de origem do trigo ndo ha ocorréncia
de solos acidos. Através dos esfor¢os de melhoristas brasileiros para alavancar as areas

produtoras de trigo foram selecionados genotipos de trigo que ndo possuiam a
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caracteristica de “crestamento”, como na época era chamado o sintoma causado por
niveis elevados de Al toxico e deficiéncia de P nos solos &cidos.

Devido a forte associacdo entre a tolerancia ao crestamento e desempenho
superior, a tolerancia ao Al foi a primeira caracteristica selecionada nos programas de
melhoramento de trigo brasileiros, dando origem a primeira cultivar tolerante ao
crestamento em 1914, Polyssu. Polyssu foi cruzada com uma série de linhagens
desenvolvidas pelo melhorista Alfredo Chaves, as linhagens AC, como foram
denominadas, possuindo superior tolerancia e produtividade em solos acidos. A partir
destes cruzamentos, diversas cultivares foram obtidas e perduraram no Brasil por varias
décadas, Frontana, Colonias, Frontiera, Maringa, BH1146 e Toropi, e serviram de fonte
de genes para outros programas de melhoramento contribuindo para a expansao do trigo
no mundo nas areas com solos acidos (Rengel, 2003). Os principais genotipos de trigo

utilizados como fonte de tolerancia a toxidez de Al no mundo sdo brasileiros.

2.6  Fosforo e aluminio: respostas similares?

O conceito de estresse em plantas pode ser definido como uma condigao
desfavoravel ou substancia que afeta ou bloqueia o metabolismo, o crescimento, ou o
desenvolvimento. H4 uma diferenca entre os efeitos de estresses de longo e curto
periodo, assim como entre eventos de baixo estresse, que podem ser parcialmente
compensados por aclimatacdo e mecanismos de reparo e, eventos de estresse alto ou
cronico, que podem causar danos consideraveis e eventualmente, levam a morte celular
da planta (Lichtenthaler, 1996).

No inicio do estresse quando as plantas sdo confrontadas com uma situacao
critica, devido ao declinio das fungdes fisioldgicas, processos de reparo ¢ metabolismo

de aclimatacao sao ativados e alteragdes morfoldgicas sdo geradas.
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Os mecanismos que conferem tolerancia a ions de metais toxicos em plantas
incluem: evitar fisicamente areas contaminadas, exsudagdo de agentes complexantes na
rizosfera, ligagdo na parede celular, efluxo dos ions metalicos do simplasto, prevencao
da transloca¢dao dos ions para a parte aérea, complexacdo com varios ligantes no
simplasto, transporte dos complexos metal-ligante para o interior do vacuolo, estocagem
dos ions no vacuolo pela complexacdo com ligantes vacuolares e modificagdes
enzimaticas para minimizar o dano causado pela toxidez (Ma et al., 2001; Prasad,
1995).

Ja os mecanismos que conferem a capacidade de aquisicdo de nutriente em
condi¢des de deficiéncia em plantas incluem: alteracdo nos aspectos de aquisicao,
utilizacdo e morfologia, na tentativa de adquirir € maximizar 0s recursos €scassos,
compreendendo o aumento no alongamento e volume das raizes, remobilizacdo dos
nutrientes do vacuolo, modifica¢des enzimaticas e rotas de atalho (Raghothama, 1999).

Existe uma série de estudos que avaliou, em diversas espécies, produgdo e
secrecdo de acidos organicos para a rizosfera, a fim de solubilizar P em condigdes de
deficiéncia, bem como complexar o Al. Malato e citrato sdo os &acidos organicos
predominantemente secretados pelas raizes sob deficiéncia de P (Raghothama, 1999).
Em trigo, os &cidos organicos malato e citrato t€ém papel principal na detoxificagdo do
Al (Ma et al., 2001, Ryan et al., 2009). Aumento na atividade de fosfoenolpiruvato
(PEP) carboxilase em resposta a deficiéncia de P foi encontrado em muitas plantas,
confirmando a importancia dos acidos organicos. Além disso, deficiéncia de P pode
conduzir a ativagdo e sintese dos transportadores de anions ou canais que secretam
acidos organicos (Raghothama, 1999), como também observados na toxidez por Al. A
exsudacao de acidos organicos tem sido um dos mais relevantes estudos na resposta a

deficiéncia de P e a toxidez ao Al. Jones et al. (1996a e b) observaram aumento na
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concentragdo de acidos organicos na solucao de solo de 70 para 200 uM, sob condigdes
de deficiéncia de P e toxidez de Al.

Além da exsudagdo de acidos organicos como mecanismos de adaptacdo das
plantas tolerantes ao Al e a deficiéncia de P, ha processos de aclimatagdao por meio de
respostas de protecao oxidativas e sinalizagdo que sao bastante estudados (Bowler et al.,
1992; Prasad et al., 1994; Foyer et al., 1997; Dat et al., 1998; Karpinski et al., 1999;
Dat et al., 2000; Polle e Schiitzendiibel, 2002; Gapper e Dolan, 2006; Mullineaux et al.,
2006). Esses sistemas de defesa podem remover ou neutralizar oxi-radicais e seus
intermediarios. As plantas t€ém desenvolvido muitos mecanismos para prevenir ou
amenizar os danos que as espécies reativas de oxigénio (ERO) podem causar em
diferentes compartimentos celulares (Foyer & Noctor, 2003).

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos a fim de detalhar a expressdo e
identificar genes em diversos estresses. Analises de transcriptoma como a Hibridizagado
Subtrativa Supressiva (SSH) tem sido utilizadas com sucesso em varias espécies para
1solar genes envolvidos em respostas a estresses biodticos e abidticos (Zhang et al., 2005;
Venkatachalam et al., 2007).

Fukuda ef al. (2007) tém relatado que a deficiéncia de P geralmente influencia
os produtos finais do metabolismo de carbono como a secrecio de acidos organicos nas
raizes e acumulacao de amido. Ja o estresse por Al, também afeta a exsudagdo de acidos
organicos e alteragdo da estrutura da parede celular. Entretanto, as respostas para
deficiéncia de P e estresse por Al e suas redes metabodlicas ainda ndo sdo claras. Assim,
para a identificagdo dos mecanismos adaptativos para deficiéncia de P e estresse ao Al
tém sido propostas andlises de transcriptoma. Estudos de transcriptoma para deficiéncia
de P (Wasaki et al., 2003; Tian et al., 2007; Guo et al., 2008) e tolerancia ao Al (Guo et
al., 2007; Zhang et al., 2007; Kumari et al., 2008), conduzidos separadamente, foram

realizados em diferentes espécies. Em trigo, para o cultivar Toropi, Boff (2006)
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desenvolveu biblioteca de sequéncias expressas em apices radiculares em resposta a
exposicao por uma hora ao Al. Porém estudos de transcriptoma realizados para a
deficiéncia de P e a tolerancia ao Al conjuntamente sao poucos (Fukuda et al., 2007).
Estudos de interferéncia do Al e P no desenvolvimento das plantas contribuirdao
para o entendimento da inter-relacdo desses elementos no desenvolvimento da planta

possibilitando a obtencao de genotipos eficazes e produtivos em solos acidos.



3 MATERIAL E METODOS

Os genotipos utilizados foram Toropi, Anahuac e uma populagdo de 90
linhagens recombinantes Fg (RILs — Recombinant Inbred Lines) oriundas do
cruzamento Toropi X Anahuac desenvolvida pelo Dr. Euclydes Minella e fornecidas
pela Embrapa Trigo/CNPT — Passo Fundo. Estudos foram conduzidos com os mesmos
genotipos por Boff (2006) e Costa et al. (2008) para tolerancia ao Al e Silva (2007) para
a deficiéncia de P.

Os experimentos de andlise de concentracdo de P, de expressdo génica e de
mapeamento foram conduzidos nos laboratorios do Departamento de Plantas de
Lavoura, da Faculdade de Agronomia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.
As sequéncias obtidas da analise de expressdo génica foram seqiienciadas no
Laboratorio ATCGene, no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.

3.1 Analise da concentracao de fésforo

3.1.1 Preparo das sementes

Sementes dos gendtipos Toropi e Anahuac foram superficialmente esterilizadas
via imersdo em etanol 70%, seguida de uma solugdo de 4% de hipoclorito de sédio,
durante 3 minutos sob agitacdo continua, seguida de triplice lavagem com agua

destilada.
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As sementes foram distribuidas em papel germinador e colocadas em camara
incubadora, na temperatura de 23°C(£l), durante 72 horas. Apds atingirem um
comprimento minimo de 10 mm de raiz, o endosperma foi retirado por meio de corte

(FIGURA 2).

FIGURA 2. Demonstracao da retirada do endosperma de plantulas de trigo germinadas
ap6s 72 horas. A) plantula de trigo com endosperma; B) plantula de trigo
com seu endosperma retirado ao lado; C) exemplos de plantulas de trigo
momento antes de serem colocadas em tratamento.

3.1.2 Condicoes de crescimento

As plantulas foram selecionadas com tamanho similar de radicula e distribuidas
de forma eqiiidistante (2 cm) sobre telas plasticas adaptadas a tampas de recipientes
plasticos de 3,0 L de capacidade, que continham solu¢@o nutritiva. Os recipientes foram

mantidos em camara (FIGURA 3) sob luz constante, com temperatura de 21°C+1 e

ligados a um sistema de aeracdo continua da solugdo nutritiva, a qual foi renovada a

cada 48 horas.
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FIGURA 3. Sistema de condugdo experimental em potes com solu¢des de tratamento
aeradas, com tampa de tela em nylon onde sdo colocadas as plantulas de
trigo em contato com a solugdo (foto ilustrativa).

As plantulas com endosperma removido foram submetidas ao estresse de P via

solucao nutritiva sem adi¢do de P (-P), durante 24, 120 e 240 horas. No tratamento

controle, as plantulas permaneceram em solu¢@o nutritiva nos mesmos tempos citados,

porém com adicao de ImM de P na forma de KH,POj4 (+P).

A solucdo nutritiva basica ¢ descrita na TABELA 1 e foi descrita por Camargo

& Oliveira (1981) e adaptada por Dornelles (1994) e Nava et al. (2005).

TABELA 1. Componentes quimicos e sua concentracdo final para solu¢do nutritiva

basica.

Componente quimico

Concentragao final (mM)

(NH4),S04
Ca(NO3),
CuSO,
GeoFe- 6*
H;BO;
KNO;
MgSO0,
MnSO,
Na,MoO,
NaCl
ZnSO,

0,435
4
0,0003
0,009
0,01
4
2
0,002
0,0001
0,003
0,0008

* Nome comercial.
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Os experimentos seguiram o delineamento experimental de blocos casualizados,

com duas repeticoes de dez plantulas, tendo sido analisados de maneira independente.

3.1.3 Determinacido da concentracao de fosfato livre e fosforo total

Para determinar a concentracdo de P na planta foi necessaria a obteng¢ao do peso
de matéria seca de raizes e parte aérea. Dez plantulas foram seccionadas na ocasido da
coleta, lavadas com agua destilada, mantidas em nitrogénio liquido, maceradas, secas
em estufa de ventilacao forcada a 60 °C por 48 horas e pesadas.

Para andlise de Pi livre e P total, foi utilizado o método de Ames (1966) com
modificagdes. A extracdo de Pi livre foi realizada em 0,5 ml de TCA 10 % (acido tri-
cloro-acético), durante 30 min sob temperatura de 4 °C. Aliquotas do extrato foram

retiradas, acrescentando-se a elas uma solugdo redutora, que continha molibdato de
amonio 4,2 g L-1 em H,S0, 0,5 mol L-1 e acido ascorbico 150 g L-1 (6:1 v/v). Apos
incubagdo por 1 h a 37 °C avaliou-se a absorbancia em espectrofotometro ultravioleta-
visivel, modelo Spectronic Génesis 1I, em 820 nm, comparando-se com a curva
calibrada (0~1500 umol L-1 de KH,PO,) (FIGURA 4).

Para obtengao de P total foi necessario levar os tecidos a cinzas. A extragao de P
total foi realizada utilizando 100 mg da amostra em peso seco, acrescentado 0,3 mL de
solugdo alcoolica contendo 10% de nitrato de magnésio (Mg(NOs), em etanol 95%) em
tubo de ensaio, agitando o tubo sobre chama até obter fumaca limpida. Acrescentou-se
as cinzas 0,3 mL de HC1 0,5 mol L‘l, apods incubacao por 15 min a 37°C, adicionou-se a

mesma solucgdo redutora da extragdo de Pi livre, procedendo os mesmos passos.



29

//.

1 - /
0.8 -
0.6 / v=7.3472x - 0.0006
: / R2=0.9981
0.4 /
0.2
0 r"'/ | . |

] 0.05 0.1 0.15

Absorbancia em 820 nn

Concentracio de fosfato (mNM)

FIGURA 4. Curva padrao de fosfato em comprimento de onda de 820 nm e a equagdo
representativa da regressao linear.

As quantidades de Pi1 livre e P total nas raizes e na parte aérea foram calculadas
pela multiplicacio da concentracdo de Pi livre e P total obtida pela matéria seca
respectiva de cada parte da plantula. A quantidade total de Pi livre e P total foi obtida
pela soma das quantidades de P obtidas nas raizes e na parte aérea. A eficiéncia de
translocagdo de Pi (ET) fo1 calculada como a razdo entre as quantidades de Pi livre na
parte aérea e na plantula (Li ef al., 1991). A concentragao de Pi livre e P total dos

endospermas também foi determinada.

ET = Pina Parte aérea / Pi na plantula

Para a andlise estatistica, utilizou-se o programa SAS (Statistical Analysis

System), sendo os dados submetidos a analise de varidncia. A comparacdo entre médias

foi realizada pelo teste de Tukey a 5 %.
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3.2  Avaliacdo da concentracio de fosforo para mapeamento

3.2.1 Condicoes de crescimento

A populagdo de 90 linhagens recombinantes (RILs — Recombinant Inbred Lines)
derivada do cruzamento dos gendtipos Toropi X Anahuac foi utilizada para a
fenotipagem quanto a tolerancia a deficiéncia de P, tendo os pais como testemunhas.

As sementes foram preparadas conforme descrito no item 3.1.1. As plantulas em
solucdo nutritiva foram mantidas em camara sob luz constante, com temperatura de
21°C £1°C e ligados a um sistema de aeracao da solucao nutritiva.

Os materiais foram avaliados apds 240 horas de exposi¢ao em baixo P (10 pmol

L-1 de KH,POy) e alto P (1000 umol L-! de KH,PO,) adicionados em solu¢do nutritiva
basica (TABELA 1) em condi¢des de hidroponia. A solugdo nutritiva completa foi
trocada a cada 48 horas de conducdo do experimento. As doses de P para a

diferenciagdo dos genoétipos e linhagens quanto a tolerancia a deficiéncia de P foram

definidas segundo Silva (2007).

3.2.2 Avaliacio fenotipica da populacio

Para a fenotipagem da populacdo a deficiéncia de P foi determinada a
concentragao de P1 livre nas plantas conforme descrito no item 3.1.3.

Os parametros avaliados na fenotipagem foram a concentracao de Pi livre - CPL
(g Pi livre kg de peso seco™) e a quantidade de Pi livre — QPL (mol) e matéria seca MS -
(mg) nas raizes (R) e na parte aérea (S) para baixo P e alto P, seguindo o modelo de
analise de variancia apresentado na TABELA 2. As relagdes adimensionais entre os
parametros de baixo/alto P (10uM/1000uM de P) na solugdo também foram avaliadas,

sendo concentracao de Pi livre relativa - RCPL [(g Pi livre . kg de peso seco” em baixo
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P) . (kg de peso seco . g Pi livre”! em alto P)], quantidade de Pi livre relativa - RQPL

(mol de P em baixo P. mol de P em alto P™') e matéria seca - RMS (mg em baixo P . mg

em alto P™') nas raizes ¢ na parte aérea seguindo o modelo de analise de varidncia

apresentado na TABELA 3.

TABELA 2. Modelo de andlise de variancia para os parametros avaliados na
fenotipagem quanto a deficiéncia de P, para os genotipos Toropi e

Anahuac medidos ap6s 240 horas em solugdo com 10uM e 1 mM de P,
para raizes e parte aérea.

Causas da variacio GL QM F teste
Genétipo (G) 1 SQY/GL® QME/QMF™
Repeticio (R) 2 SQ®/GL*? QMY /QM" ™
Tratamento (T) 3 SQY/GL" QM'/QM*F™
GxT 3 SQ°Y/ GL®! QMY QME™
GxRxT 10 SQORT/ GLORT QMR QME™
Erro 40 SQ™/GL ™

Total 59

Os experimentos seguiram o delineamento experimental de blocos casualizados,
com trés repeticoes de trés plantulas cada, tendo sido analisados de maneira
independente, totalizando 636 amostras. Para a andlise estatistica, utilizou-se o
programa SAS (Statistical Analysis System), sendo os dados submetidos a analise de
variancia. A comparac¢do entre médias foi realizada pelo teste de Tukey a 5 %.
TABELA 3. Modelo de andlise de variancia para a relacdo dos parametros avaliados

entre tratamentos 10uM e ImM de P na fenotipagem quanto a deficiéncia
de P, para os genotipos Toropi e Anahuac.

Causas da variacao GL QM F teste
Genétipo (G) 1 SQY/GLE QMY/QM"™
Repeticio (R) 2 SQ®/GLR? QMY /QME™
Erro 11 SQ™™/GL ™

Total 14
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3.2.3 Marcadores AFLP para mapeamento

Os marcadores “Amplified Fragment Lenght Polymorphism” (AFLP) e
marcadores microssatélites mapeados no cromossomo 4D, Xgdmi129 (Pestsova et al.,
2000), Xbarcl05, Xbarc334 e Xbarcl118 (Song et al., 2005) polimorficos identificados
previamente, a partir de populagdo de linhagens recombinantes F; (RILs) de Toropi X
Anahuac por Boff (2006), foram utilizados para mapeamento de mesma populacao
fenotipada quanto a tolerancia a deficiéncia de P. A técnica de AFLP utilizada por Boff
(2006) seguiu o protocolo de Vos et al. (1995) com algumas adaptagdes. As enzimas de
restri¢ao utilizadas foram Msel, como corte frequente e Pstl com corte raro. Foram
utilizadas 24 reagdes de amplificacdo seletiva que geraram fragmentos polimorficos e
com padrdo de segregacdo consistente. A partir dessas 24 reacdes foram identificados
282 marcadores.

As sequéncias dos iniciadores dos marcadores microssatélites (SSR — Simple
Sequence Repeats) utilizados estdo disponiveis no GrainGenes. As amplificagdes
seguiram protocolos descritos por Song et al. (2005), Gupta et al. (2002) e Pestsova et

al. (2000).

3.2.4 Construcao do mapa genético e identificacio de QTLs

Os marcadores polimorficos analisados por Boff (2006) deram origem a uma
planilha de presenca e auséncia, respectivamente. Esses dados foram transformados por
codigos A e B, para entrada no programa Mapmaker/Exp 3.0 (Lander ef al., 1987) para
identificacdo de grupos de ligagcdo através de freqiiéncias de recombinacao calculadas
pela fungdo genética de Kosambi (Kosambi, 1944). Analises prévias da populacao

segregante foram realizadas pelo teste x2 segundo a proporg¢do de segregacao 1:1.
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Os valores fenotipicos analisados para deficiéncia de P que se mostraram
significativamente diferentes para os gendtipos Toropi € Anahuac, segundo a andlise de
variancia a 5%, foram utilizados para analise de mapeamento por intervalo simples e
composto para identificacdo de associagdo com a tolerancia ao Al e a deficiéncia de P
pelo programa Windows QTL Cartographer (Wang et al., 2007). O nivel de
significancia de LOD para detectar QTLs foi de 2,5 e varredura de 2 cM para analise de

intervalo composto (Zheng, 1994).

3.3 Metabolismo anti-oxidativo

3.3.1 Extracao de proteina

Plantas dos genotipos Toropi € Anahuac foram cultivadas conforme descrito no
item 3.1.2. Cinco plantulas de cada tratamento foram seccionadas e coletadas as raizes,
as quais foram lavadas com agua destilada e congeladas. As amostras em volume 3:1 de
tampdo fosfato e tecido foram maceradas com auxilio de cadinho e pistilo resfriado em
gelo. A solugdo tampao fosfato continha 100 mM de tampao de fosfato de potassio a pH
7,5, 1 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) e 3 mM de DL-ditiotreitol
(DTT). O homogeneizado macerado foi centrifugado a 13.000 g por 20 min a 4°C e o
sobrenadante foi retirado em novo tubo e armazenado em aliquotas a -20°C.

A concentracdo de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976),
utilizado curva calibrada por BSA (Bovine Sorum Albumine) (FIGURA 5). A
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro ultravioleta-visivel, modelo

Spectronic Génesis 11, em 595 nm.
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FIGURA 5. Curva padrao de BSA, calibrada para proteina em comprimento de onda de
595 nm.

3.3.2 Determinacio de atividade enzimatica

Foram realizadas analises da atividade enzimadtica por monitoramento da reagao
para as enzimas catalase (CAT) e glutationa redutase (GR) em espectrofotdmetro
conforme descrito por Azevedo et al. (1998). A atividade da CAT foi determinada em
espectrofotometro a 25°C em reagdo contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100
mM (pH 7,5) e 2,5 puL de solugdo a 30% (v/v) de perdxido de hidrogénio, preparado
imediatamente antes do uso. A reagdo foi iniciada com a adi¢ao de 20 pL de extrato
protéico vegetal e a atividade foi determinada pelo monitoramento da degradacdo do
perdxido a 240 nm por 1 min a cada 5 s contra um branco livre de extrato.

A atividade de GR foi determinada em espectrofotometro a 30°C, a partir de
reacao contendo 3 mL de 100 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,5), 1 mM de 5,5
— ditiobis(acido 2-nitrobenzodico) (DNTB), 1 mM de glutationa oxidada (GSSG) e 0,1
mM de NADPH. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 25 pL de extrato enzimatico. A
taxa de reducdo da GSSG foi acompanhada pelo monitoramento do aumento na

absorbancia a 412 nm durante 1 min.
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3.3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

A eletroforese foi conduzida verticalmente sob condi¢des nao desnaturantes em
géis de poliacrilamida a 10% (m/v), revelados para atividade de superoxido dismutase
(SOD) e GR. Uma corrente constante de 30 mA/gel foi aplicada por 4 horas para géis
revelados para atividade de GR e 3 horas para géis revelados para atividade de SOD a
4°C. Os tampoes de eletroforese e géis nativos foram preparados conforme descrito por
Laemmli (1970), exceto o SDS que foi excluido. Quantidades iguais de 30 ng de
proteina foram aplicadas em cada poco do gel, no primeiro poco foi aplicado o
marcador padrao de atividade correspondente para GR e SOD.

Para revelacdo da atividade da GR em géis nativos foi utilizado o método
descrito por Lee & Lee (2000) e modificado por Medici et al. (2004). Os géis foram
lavados em &gua deionizada, e incubados no escuro por 30 min em temperatura
ambiente em 50 mL de solu¢do de reagdo contendo 0,25 mM de tampao Tris pH 7,5, 0,5
mM de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT), 0,7 mM
de 2,6-dicloro-N-(4-hidroxifenil)-1,4-benzoquinonaimina de sédio (DPIP), 3,4 mM de
GSSG e 0,5 mM de NADPH.

Para a revelagdao da atividade de SOD apds a separagdo eletroforética, foi
realizada conforme protocolo descrito por Beauchamp e Fridovich (1971) e modificado
por Azevedo et al.(1998). Os géis foram lavados em 4gua deionizada e incubados no
escuro por 30 min em temperatura ambiente, em solucdo contendo 50 mM de
riboflavina, 0,1 mM de nitroblue tetrazolium (NBT) e 0,3% (v/v) de N,N,N”N”-
tetrametiletilenodiamina (TEMED). Ao final deste periodo, os géis foram lavados com
agua deionizada e entdo iluminados em agua até o surgimento de bandas descoloridas
relativas a atividade da SOD, em um gel de revelagdo purpura. Para paralisar a reacao,

os géis foram transferidos para acido acético a 7% (v/v).
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3.4  Analise da expressdo génica em resposta a deficiéncia de fosforo

3.4.1 Extracao do RNA e sintese de cDNA

O material vegetal utilizado para andlise da expressdo génica foi a cultivar
Toropi por ser tolerante aos estresses em estudo. O preparo das sementes e as condigdes
de crescimento seguiram conforme descrito nos itens 3.1.1 ¢ 3.1.2.

Para proceder a sintese de cDNA (4cido desoxirribonucléico complementar) para
ser utilizado no método de Hibridizacdo Subtrativa Supressiva (SSH), foram coletados
os apices radiculares (Icm) de quatro raizes de Toropi nos tempos de 24, 120 e 240
horas, para cada repetigdo biologica de cada tratamento, e imediatamente imersos em
nitrogénio liquido. O isolamento do RNA total (acido ribonucléico) foi realizado com
kit “Concert™ Plant RNA Reagent, Invitrogen®”. Cada tratamento contou com duas
repeticdes bioldgicas. O RNA total de cada tratamento e repeti¢des foi quantificado em
espectrofotometro “Genesys 2™ Thermo Spectronic”, em comprimento de onda de 260
nm. Foram calculadas concentragdes iguais de RNA (Ipg/ul) em solugdo unica,
formando bulk controle com presenca de 1 mM de P (BC) e bulk de estresse a P sem P
(BE). Uma vez formado os bulks, realizou-se a transcri¢do reversa, de tal modo que
fossem formados fragmentos de fita simples de cDNA de comprimento mais completo
possivel e, que possuissem na fita formada um sitio de endonuclease e extensdo
conhecida, para facilitar a identificacio do cDNA de interesse. Assim, para sintese da
fita simples de cDNA foi utilizada 1U da transcriptase reversa “SuperScript™II,
Invitrogen®” e do iniciador composto por oligonucleotideo(dT) modificado chamado
Primer T, a fim de capturar a cauda poliA” do mRNA presente no RNA total, e

acrescentar um sitio de restricdo para a endonuclease Rsal (em negrito) de Primer G.
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Segundo Matz et al. (1999) quando a transcriptase reversa termina a fita na
extremidade 5°, adiciona uma cauda de citosina na extremidade 3’ da fita simples de
cDNA formada. Assim, adicionando um oligonucleotideo (dG) modificado, como
Primer G, ocorrera um pareamento com a cauda de citosina formada pela transcriptase
reversa, criando uma extensdo do cDNA. Deste modo, ¢ otimizada a captura de
seqliéncias completas, pois quando a transcriptase reversa pausar antes do fim da
seqliéncia original, ndo adicionara a cauda de citosina e assim nao havera o pareamento

com o oligonucleotideo(dG).

TABELA 4. Seqiiéncias iniciadoras para sintese de cDNA para condugdo do método
SSH.

Nome Seqiiéncia

Primer T 5’ AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30y V N3’
(V=A,GouC,N=A,C,GouT)

Primer G 5’AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG 3’

Primer SS 5’AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3’

A sintese da fita simples de cDNA foi realizada em duplicata para cada bulk
(BC1, BC2 e BEI, BE2). Para cada reagdo foi utilizado 3 uL. de RNA (3ug), 1 pL de
PrimerT a 12uM, 1 pL de PrimerG a 12uM, em um volume total de 5 pL e incubada
por 2 minutos a 70°C em termociclador “Eppendorf® Mastercycler”. As reacdes foram
retiradas do termociclador e mantidas na bancada até atingir a temperatura ambiente,
apo6s foram adicionados 2 pLL de tampao 5X para primeira fita (250 mM Tris-HCL, pH
8,3, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,), 1uL de ditiotreitol (DTT) a 20 mM e 1pL ANTP mix
(10mM cada nucleotideo), incubados novamente por 2 minutos a 42°C. Imediatamente
apos, incubados por 1 hora a 45°C. Ao final, procedeu-se a diluigdo adicionando 40 pL
de tampao TE (10 mM Tris pH 7,6, ImM EDTA) e aquecimento das reacdes a 72°C por
07 minutos para inativar a transcriptase reversa, armazenou-se a fita simples de cDNA -

20°C.
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O desempenho e a qualidade da fita simples de cDNA da etapa anterior foi
verificada em espectrofotdometro “Genesys 2™ Thermo Spectronic”. Uma vez formada
a fita adequadamente, foram determinados os nimeros 6timos de ciclos de PCR para os
diferentes bulks (BC e BE). Para cada reacao foram utilizados 35,5 pL de agua
deionizada, 5 uL tampao 10X, 1 uL dNTPs, 1 pL Primer SS (TABELA 4), 1,5 uL de
MgCl,, 1 pL Taq Platinum® Invitrogen e 2 pL da fita simples de cDNA e quantidade
de 4gua deionizada suficiente para completar 50 pL de solu¢do para reagdo.

O ntmero 6timo de ciclos, permite a formacdo de copias completas das fitas
simples de cDNA suficientes para que genes de rara expressao sejam amplificados, mas
se deve utilizar o menor numeros de ciclos possiveis para visualizar em gel de agarose
1%, a fim de evitar a formacdo de produtos inespecificos na reagdo. Preparada as
reacdes, estas foram colocadas em termociclador “Eppendorf® Mastercycler” pré-
aquecido e avaliados os ciclos de temperatura seguintes: inicialmente 95°C por 1
minuto, e apds ciclos de 95°C por 15 segundos, mais 55°C por 30 segundos e 68°C por
4 minutos, sendo coletadas aliquotas de 5 uL a cada 12, 16, 20 e 24 ciclos (FIGURA
6). Estas foram visualizadas em gel de agarose 1%, coradas com brometo de etideo
(FIGURA 7), fotografadas e analisadas por programa “Kodak Digital Science 1D Image
Analysis Software 3.0”. De posse do numero de ciclos 6timos de 18 vezes, procedeu-se

a amplificacdo por PCR novamente com os bulks.
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FIGURA 6. Otimizagao de ciclos de PCR para a sintese de dupla fita de cDNA.

12 ciclos 16 ciclos 20 ciclos 24 ciclos
BC1 BC2 BE1 BE2 BC1 BC2 BC1 BE2 BC1 BC2 BEL BE2 BCl BC2 BEL BL2

-

FIGURA 7. Otimizagdo dos ciclos de PCR, ciclo 6timo entre 16 e 20 ciclos. BC —
Bulk controle; BE - Bulk estresse; 1 - amostra purificada ; 2 — amostra
ndo purificada .
3.4.2 Determinacio de seqiiéncias expressas por hidridizacao subtrativa
Os bulks - BC ¢ BE — foram renomeados para seguir o método de SSH,
propriamente dito. Cabe ressaltar que o método foi realizado em duplicata, para fins de
teste, sendo utilizada uma purificagdo dos fragmentos do driver em coluna

cromatografica representada pela amostra 1, j& na amostra 2 ndo se procedeu a

purificacdo. O bulk estresse (BE) sera representado pela populagdo alvo ou tester, o bulk
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controle (BC) o driver. Depois de realizado o PCR com o niimero de ciclos 6timos,
procedeu-se separadamente, com o cDNA tester e driver, a clivagem com enzima de
restricdo Rsa I, sitio de restricdo contido no inicializador Primer G.

As amostras clivadas do driver (BC) foram armazenadas e mantidas em -20°C, e
com as amostras clivadas do tester (BE) foram conduzidas as ligagdes de adaptadores.
O volume do fester foi dividido ao meio e adaptadores 1 e 2R (TABELA 5), foram
ligados a cada metade do volume, passando a serem chamados de tester 1 e tester 2R,
respectivamente. A eficiéncia de ligacao foi testada com iniciadores especificos para os
adaptadores (TABELA 5), apds amplificacdo, foram visualizadas em gel de agarose 1%

e coradas com brometo de etideo (FIGURA 8).

TABELA 5: Seqiiéncias de adaptadores e iniciadores especificos.

Nome Seqiiéncia
Adaptador 1 5 CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT 3’
Iniciador 1 5" CTAATACGACTCACTATAGGGC 3’

5’TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT ¥’

Adaptador 2R 5’ CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 3°
Iniciador 2R 5’ CTAATACGACTCACTATAGGGC 3’
5’ AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT 3’

1 2
M\ tester 1 tester 2R tester 1 tester 2R
- v e o— ‘B E

'

FIGURA 8. Teste de ligagdo do adaptador 1, utilizado iniciador 1 especifico para o
adaptador 1 em ambos os festers 1 e 2R. M — Marcador 100pb; 1 - amostra
purificada ; 2 — amostra ndo purificada.
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Obtidos os cDNA clivados dos testers 1 e 2R, a etapa seguinte foi realizar uma
primeira hibridizagdo com o cDNA clivado do driver. As amostras foram aquecidas a
uma temperatura suficiente para desnaturar as fitas duplas e em seguida hibridizadas,
dando origem a cDNAs hibridos de tester-driver.

Na segunda hibridizagao, as moléculas hibridas da expressao diferencial foram
formadas. Um excesso de cDNA clivado do driver, anteriormente desnaturado, foi
combinado com os hibridos formados na primeira hibridiza¢ao, também anteriormente
desnaturados. Ao final foram amplificados somente os fragmentos tester que nao
possuiam contrapartida no pool de fragmentos do driver (BC). Foi realizada uma PCR
para confirmar a presenca de fragmentos diferencialmente expressos, visualizados em

gel de agarose 1% e coradas com brometo de etideo (FIGURA 9).

M 1 2

FIGURA 9. Amplificagdo por PCR dos fragmentos diferencialmente expressos,
fragmentos pronto para clonagem. M — marcador 100pb; 1 - amostra
purificada ; 2 — amostra ndo purificada.

Os fragmentos diferencialmente expressos foram clonados utilizando vetor
“GEM-T Easy Vector System (Promega) no qual o sitio de clonagem interrompe o gene
lacZ. Em seguida, os fragmentos foram inseridos em células competentes (Escherichia

coli, linhagem XL1) por choque térmico.



42

As células foram crescidas em 04 placas de Petry, para cada amostragem, em
meio LB/Agar com ampicilina (50pug.mL™) por 16 horas em incubadora a 37°C. Os
clones positivos foram analisados por PCR, totalizando 200 clones positivos, sendo que
80 foram obtidos da amostra 1 ¢ 120 da amostra 2. Os tamanhos dos fragmentos foram
analisados, daqueles com tamanhos similares foi selecionado um clone representativo.
Das colonias selecionadas, totalizando 96 clones, 64 tiveram seus plasmideos isolados
pelo kit “Concert™96 Plasmid Purification System”, 32 tiveram seus fragmentos
purificados diretamente da amplificacdo de PCR pelo kit “GFX PCR DNA and Gel
Band Purification”. As sequéncias dos fragmentos obtidos pelo sequenciador
automatico, ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer totalizaram 64 sequéncias adequadas.

Obtidas as sequéncias, estas foram analisadas por meio de ferramentas de
bioinformatica, inicialmente foi realizada a limpeza das sequéncias utilizando um
sistema de verificagdo on-line de contaminantes, Vecscreen. Com as sequéncias puras
realizou-se o Blast (Basic Local Alignment Search Tool) (Altschul et al.,1990), em
Banco de Dados de proteinas e ESTs no NCBI (National Center Biotecnology
Information).

As sequéncias foram alinhadas (FIGURA 10) com auxilio do programa BioEdit,
e para cada sequéncia unica, totalizando 33, foram projetados iniciadores para PCR em

tempo real (TABELA 6) através de software Primer3.
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FIGURA 10. Alinhamento multiplo de seqiiéncias diferencialmente expressas para trigo
Toropi em resposta a deficiéncia de fosforo.

TABELA 6. Relagdo de iniciadores para sequéncias de cDNA diferencialmente
expressas para trigo Toropi sob deficiéncia de fosforo.

Nome Iniciador forward Iniciador reverse C* Compr.

61 154

PiTr01
PiTr02

CGCACCAAGTCCTCAAATG ATATAGGTGGAGGGGCATGG

AACACCCCCTAATCCAGGAC GGTACACGGAATTTGGAGGA 60 120

PiTr03
PiTr04
PiTr05
PiTr06
PiTr07
PiTr08
PiTr09
PiTr10
PiTr11
PiTr12
PiTr13
PiTr14
PiTr15
PiTr16

GGTTTTACACCCCTCGCTAC
TCCCTTGCGGATCTTGTTAC
AACTCCCAACGCAAGAGAGA
TAACCGGGGACACGACTAAC
ATTGTGGTGGAGGCACTAGC
GGAAATCCAGAATTCCACGA
TGTGCTTACCCCTACGTTCC
TGATACGCTTTTGCAAGGTG
TTCGATGTTTACGGGTTTGA
ACAATGCGCAAGTAGCCTTT
CGGGAGACACGTAGACATGA
GGTAGTTCCGCTTCCAGTGA
ATGTCTCCCACCTGGACTTG
CGCGAGACATCCCTTGTTAT

GGCGGAGAAAGCAGAGTGTA
CCTCACACCCTCACACAATG
CCAAGCACAAGAACACCTCA
CCCGGGGTTAGAGTTAATGC
GAGCAGCACTCATGCAAAAA
AAATTGGACCTTGCAACAGG
CCCGGCTTTGAATTAACAAA
CGATCAGGGGATAAGTTCCA
CGTCACTCCGGATTCAATAAA
TCTACGAAATGCGTTGGACA
ACTTGCCGGTAACGAGATTG
TGTTGATGGTTGACGAGACC
ATCGGAAGCAGCAAATGAAG
AAGGGTGCAATGTCAGGTTC

59
60
60
60
60
60
60
60
59
60
60
60
60
60

161
218
158
165
129
212
204
202
168
196
229
172
204
178
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Continuacdo TABELA 6. Relacdo de iniciadores para sequéncias de cDNA

diferencialmente expressas para trigo Toropi sob

deficiéncia de fésforo.
PiTr17 AATCGGGTGATGAAGGAGTG GGAGCATATCATGCCCCATA 60 216
PiTr19 ACACTTCCGCTTTCGGTCTA AAATGGGCACCACTGTAAGC 60 219
PiTr20 GGATCTCATTTGGGACTCCA TCTAGATCCCGCTGTTGGTT 59 162
PiTr21 CATTGGAGCAAGAACAAGCA AAATAGCCTCGGGACGAAAT 60 163
PiTr22 GGGCCTTAATTACGGAGAGC GCTGATGATGTGCTGATGCT 60 153
PiTr23 GGACTGCCTGTAGGTCCAAG ACACGTGATCGTGATGGAGA 60 198
PiTr24 CAGGGGTGCACCACATAAC CCCTGCGCCATATGATTTAG 60 152
PiTr25 GGGAGTTATTGCAGCAAGCTA GAGGATGGCTCTTCCGTAGG 61 151
PiTr26 GGCTCCCATCAGGACACTAT CCGAACTAGCCATGAAGGAC 59 230
PiTr27 AAACCGACACAGGTGAACAA GTCGCTACCCCCTGGTATGT 60 150
PiTr28 CCGATCTTCTCCGATCACAT GGGACAATGCCGAAGACTTA 60 248
PiTr29 TACACGCGGAGAGACAGATG GAATACCAAGGTTGCCCGTA 60 240
PiTr30 TCATTGTTGTCACCGCTCAT CATCAGCAGCATCGACTCAT 60 235
PiTr31 TAACCGGGGACACGACTAAC CCCGGGGTTAGAGTTAATG 60 165
PiTr32 ATAAGCGACGCACGGTAATC TCGCTTTCTTTCCTGACGAT 60 208
PiTr33 GGACCGCCATGAACATCAC GTGAAGGCGAGGAGAAGATT 61 151

3.4.3 Determinacio da expressdo génica e validacio de sequéncias
diferencialmente expressas

O material vegetal utilizado foram os gendtipos Toropi e Anahuac. As condi¢des
de crescimento foram as descritas no item 3.1.2. Amostras de trés apices radiculares
para cada tratamento com trés repeti¢cdes foram coletadas e colocadas imediatamente em
nitrogénio liquido. O isolamento do RNA total foi realizado com kit “Concert™ Plant
RNA Reagent, Invitrogen®”. O RNA foi quantificado em espectrofotometro “Genesys
2™ Thermo Spectronic”, em comprimento de onda de 260 nm. Uma concentragdo de 3
ng de RNA total de cada tratamento foi tratada com “DNAse I Invitrogen®”, e se
procedeu a formacao da fita complementar transcriptase

com a reversa

“SuperScript™III, Invitrogen®” utilizando como iniciadores polidT. As amostras de
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cDNA foram diluidas na proporcao de 1:100 (cDNA: &4gua destilada) e entdo
conduzidas as amplificacdes.

Para a realizagcdo da amplificacao pela PCR foi utilizado o equipamento “7300
Real-Time PCR System da Applied Biosystems” em placas contendo 96 pogos “PCR-
96M2 — HS — C Axygen®” com selador “MicroAmp™ Optical Adhesive Film Applied
Biosystems”. Cada placa foi montada para um iniciador em particular (TABELA 4 ¢ 5)
e todas continham: amostras de cDNA em triplicata e um controle negativo.

Foram testados quatro diferentes genes constitutivos em trigo para atuar como
controle endogeno na PCR em tempo real:

e gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (5’GAAATGCATCTTGCACTACCAAC

TGT3’ ¢ S>CTGTGAGTAACCCCATTCATTATCATAZ),

e actina (5GATCTGGCATCACACCTTCTAC3’ e 5’AGGAAGCTGGTAGCTC

TTCTC3’),

e ubiquitina desenvolvido para arroz (5> AACCAGCTGAGGCCCAAGA 3’ ¢
5’ACGATTGATTTAACCAGTCCATGA 3°),
e 28S rRNA, acesso GenBank AY049041, (5 CTGATCTTCTGTGAAGGGT 3’

e 5 TGATAGAACTCGTAATGGGC 3°).

Iniciadores desenvolvidos por Boff (2006) (TABELA 7) a partir de biblioteca de
sequéncias diferencialmente expressas em apices radiculares de Toropi expostos a Al
por 1 hora, pelo método de hibridizacdo subtrativa supressiva, foram utilizados para
analise da expressao em PCR em tempo real. As sequéncias obtidas por Boff (2006) sao
descritas (TABELA 7) segundo sua possivel fungao pela homologia e predi¢do de genes
a partir da base de dados do NCBI. As categorias funcionais utilizadas foram:
metabolismo, estrutura e desenvolvimento, processamento de informagdes e outros que

ndo obtiveram similaridade significativa ou ndo se encaixam nas categorias acima.



46

TABELA 7. Relacdo de iniciadores para seqiiéncias de cDNA diferencialmente
expressas em apices radiculares de trigo cultivar Toropi em resposta ao

Al por 1h e descrigdo de possiveis fungoes (Boft, 2006).

Nome Iniciador forward Iniciador reverse (o
Metabolismo
AluTro4 Succinil-CoA ligase cadeia 3

CCATCAAGCCCGATGTAGTT TCTTGCCGAGACAGCTGA 60
AluTroe ATP sintase vacuolar subunidade E

TGCATCAAAAGCAGATGTCC CAATCTTTCCATCCCGAGAA 60
AluTr1o Aconitase hidratase 1

GGTGCTGAGTATGGCAGTGG GCTCGTATGTTGGGGGAATG 60
AluTr11  Succinato dehidrogenase flavoproteina subunidade o

GCCTGTCTCGGTTGTTTGAT TCCTACCAACCAAAGGGTGA 60
AluTr1e Corismato sintase

GGAGCCGATTGGTTCTTGTA TAGCTTTCAAGCCAACAGCA 60
AluTr26 Piruvato descarboxilase LTA2

CATTGAGGGTGGCCTTCTTA CTGTCCACCCCAACATACC 60
AluTrq3 Proteina contendo dominio tipo ATP-ase

CCGAGGTACACATAGCACG AATGACAAATTGCGTGACG 60
AluTrqg Ubiquinol-citochrome-c redutase

CAATCACTTTGCTGGGGAAC TGAGGGACCAAGTTTTCCAC 60
AluTre4 NADP-especifica isocitrato dehidrogenase

GTGCTGGTTTCACCACCTTT GACGGAGATGTGCAGAGTGA 60
Estrutura e Desenvolvimento
AluTros Proteina expressa de membrana

GCCTTCTGAGTTCTGGCTTG AGAAGCTTGGATCGTTCAT 60
AluTrog Enoil-ACP redutase

CAATGGACTCAACACGATGG TAGTCCGGAGTAGCCAAAGC 60
AluTr12 Proteina quinesina cadeia pesada

AAAGAAAACCGACCCAAACC TGGCAAACATGTGGGTTCTA 61
AluTr15 B-acetoacil-ACP sintase

AGAAGCCGCCTAGCTACTCC GAAGTAAAGGTGGCGCTGTC 60
AluTr9s Actina

GGCAGGTACGAAGAGTCTGG ACACCCATAGACAGGCCATC 60
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Continuacdo TABELA 7. Relacdo de iniciadores para seqiiéncias de cDNA
diferencialmente expressas em apices radiculares de trigo
cultivar Toropi em resposta ao Al por 1h e descricao de
possiveis fungdes (Boff, 2006).

Processamento de informagées

Fator de ribosilagao ADP

AluTr02

GTTCACTGTGTGGGATGTGG CATTGCTCCCCTCATGTCTT 61
AluTro7 Proteina tipo calreticulina

ACCGCTATGACCAAGTTTCG CGGGGATGTTGTTCTTCTAC 60
AluTr13 Proteina fator de transcrigdo (bHLH)

GGTGCTGAGTATGGCAGTGG GCTCGTATGTTGGGGAATG 60
AluTrl4 Proteina quinase OSK

CAGGCCCAGCATACAGTTTT CGCCGTTTCTTTCAACAGAT 60
AluTr17 Caseina quinase I o

TGAATGCTGATCCCTGACAA GGAGGGGCAAATACAGTGAA 61
AluTr42 Proteina quinase serine/treonine

TCCATCGACATATGCACCAG AACGGACCCTATGCTTCAGA 60
AluTr45 Proteina quinase BKINI12

TCAGCGGGTATTGTGTCAAA GCGGGGCCATATTATAAACA 60
AluTrs9 DPNA polimerase subunidade catalitica o

TCAGGCGTGATTGGAGTATG CATCCACTTGTTAGGGTCTCG 61
AluTre7 Y-glutamilcisteina sintetase

GTAGAATTGGGGACGGGATT CAAGGAGGTTGGTTTCCTGA 60
Outros
AluTr09 Sem homologia

TGCAATCTGCTTTAACAACACC TTTTGATCATGCATACCGTG 61
AluTr30 Sem homologia

TGAGAAAATTTGGCGATTCC CCAATGAAGTGCAAATGGTG 60
AluTr6s Sem homologia

GTCAGATGTCGGATCCTCGT CGGACTGTTCTTTTGCTTCC 60

Além dos iniciadores desenvolvidos diferencialmente para Toropi ao estresse de

Al, foram sintetizados iniciadores a partir de referéncias de Sasaki ef al. (2004) para o

gene que codifica o transportador de membrana de malato para trigo TaALMTI

(5’AAGAGCGTCCTTAATTCG3’ e 5> CCTTACATGATAGCTCCAGGG3’) e de Yi
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et al. (2005) para o fator de transcricao identificado em arroz sob deficiéncia de P,
OsPTF1, (SGAGCAAGAAAAGCGGCAACTAAAG3’ e SSTACGAAATACCCTCT
GACGATGAA3’).

Todas as reagdes foram realizadas em volume final de 10 pl / poco: 5 ul da
reacdo composta de 1 pL tampao 10X, 0,06 uL. ANTPs (10 uM cada nucleotideo), 0,6
uL de solucao de MgCl, (50 mM), 1 puL de “SYBR Green” diluido 1:100 (preparado na
hora da utilizacao a partir de solugdo diluida 100X), 0,1 uL de “ROX Reference Dye”
diluido 1:500, 0,025 pL Taq Platinum® Invitrogen e¢ 0,2 pL. da combinagdo de
iniciadores forward e reverse e 5ul da amostra de ¢cDNA (diluida 1:100) e agua
destilada g.s.p. O padrao de fluorescéncia de SYBR e ROX pode ser observado na

FIGURA 11.
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FIGURA 11. Padrao de fluorescéncia para o corante SYBR Green (em vermelho) e a
referéncia padrao ROX (em azul).

As etapas de amplificag@o incluiram um ciclo inicial de aquecimento de 50°C
por 2 minutos, seguido por um ciclo inicial de 95°C de 2 minutos apds seqiiéncia de 40
ciclos: iniciado com 95°C por 15 segundos, 60°C por 15 segundos, 72°C por 30 minutos
e 60°C por 1 minuto, nesta etapa foi capturada a fluorescéncia, para finalizar foi

adicionado um ciclo final de dissociacdo (FIGURA 12). Terminada a reagdo, analisou-
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se a curva de dissociagdo para verificar a pureza do produto formado e confirmar a
auséncia de dimeros de iniciadores ou produtos inespecificos. Placas que apresentaram

comportamento anormal foram descartadas.

Stage 1 Stage 2 Stage 3 Stage d
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FIGURA 12. Etapas de amplificagdo em PCR em tempo real. Ciclos (stage), repeticoes
(reps), temperatura em C° (caixa superior) e tempo min (caixa inferior).

A amplificagdo realizada pela PCR em tempo real foi analisada pela
quantificagdo relativa, a qual determina o numero de copias de um gene alvo em relagao
a um controle endégeno, no caso 28S rRNA. O célculo baseia-se, indiretamente, na
separagdo dos Cts (cycle threshold), que correspondem aos ciclos de PCR nos quais o
sinal de amplificagdo atinge um valor exponencial. Quanto maior for a quantidade
inicial de cDNA, mais cedo o produto acumulado ¢ detectado na PCR e menor serd o
valor de Ct. Posteriormente, calculou-se a média, o desvio padrdo e o coeficiente de
variagao para cada dado.

Para a quantifica¢do relativa procedeu-se o ajuste das curvas pela analise da
eficiéncia da PCR, através do software livre LinReg (Ramakers et al., 2003), que
analisa a curva exponencial de amplificagdo, valores de R>0,99, eficiéncia entre 1,8 e 2
e nimeros de pontos maiores que 4 foram aceitos, os demais foram descartados ndo
entrando na andlise.

Para as placas o threshold foi ajustado manualmente, procurando-se uma posicao

satisfatoria para todas as amostras, sempre na fase logaritmica, foram utilizados valores



50

de 50.000 e 30.000. Para analise estatistica foram utilizados valores das triplicatas de Ct
nao superiores a 0,5 de desvio padrao.

Para andlise dos dados foram colhidos valores de Ct (cycle threshold) e
realizadas médias das amostras em triplicatas com desvio padrao inferior a 0,5 de
individuos calibradores e individuos alvo para cada gene. Utilizou-se a formula de
Dussault & Pouliot (2006), onde 0 AACt = (Ctao - Ctags)-p - (Ctealibrador - Ctass)+p € a
expressio relativa do gene, e a aplicagdo do resultado em 2" “*“Y fornece a dimensio de

variagao.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A hipotese inicial deste trabalho considera que processos similares sao induzidos
quando as plantas sao submetidas a estresse por deficiéncia de P e por presenca de Al. A
cultura escolhida para testar a hipotese foi o trigo, tendo sido selecionados os cultivares
Toropi e Anahuac por serem considerado tolerante e sensivel respectivamente, a ambos
os estresses (Rosa & Camargo, 1990).

A tolerancia ao Al nestes gendtipos e na populagdo de linhagens recombinantes
originada do cruzamento destes foi anteriormente avaliada por Boff (2006)
encontrando-se bem caracterizada. No entanto, informagdes sobre a tolerancia a
deficiéncia de P ainda sdao limitadas, havendo, portanto necessidade de melhor
caracteriza-la. E sabido que em solos, Toropi mantém seus rendimentos mesmo em
baixa disponibilidade de P, enquanto que Anahuac os reduz de forma significativa
(Miranda, 1985). Recentemente, Silva (2007) avaliou estes genotipos sob condigdes
crescentes de P aos dez dias em hidroponia, identificando -caracteristicas que
diferenciaram os gendtipos e tiveram associagdo com a tolerancia a deficiéncia de P
observada em solo com plantas adultas. Utilizando o sistema proposto por Silva et al.
(2008), neste trabalho analisou-se o comportamento temporal destes genotipos. Esta
analise avaliou temporalmente os niveis de fésforo nos tecidos buscando entender como

se da o estabelecimento da tolerancia.
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4.1 Comparacio dos teores de fosforo em Toropi e Anahuac no tempo
sob diferentes disponibilidades de fosforo

A remocgao do endosperma ¢ essencial na avaliagdao do efeito da deficiéncia de P.
A ndo remogdo do endosperma da semente faz com que o efeito de deficiéncia de P ndo
seja observado nos estadios iniciais de desenvolvimento em hidroponia (Silva et al.,
2008). Isso ocorre porque a semente possui grande quantidade de P armazenada nas
células do endosperma, para utilizacdo da plantula nos seus estddios iniciais. Na
FIGURA 13, observa-se que o teor de P livre e total presente no endosperma nado
diferiram para ambos os genotipos, porém houve diferencas significativas entre o Pi
livre e P total. Cerca de 15% do P encontrava-se na forma livre (FIGURA 13), o que ¢
esperado uma vez que a maior parte do P nas sementes estd na forma de fitina, como
reserva (Guttieri et al., 2004). A concentracdo de P fitico em grios de cereais ¢
geralmente alta, representando cerca de 50% a 80% do P total (Common, 1940). A
quantidade de P total no endosperma alcancou 0,7% da massa seca do grao (FIGURA
13), o que justifica a necessidade de remocao do endosperma em experimentos com

plantulas.
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FIGURA 13. Teor de fésforo (g P.kg MS™) livre e total de endosperma retirado de

plantulas de trigo germinadas. Médias seguidas de mesma letra ndo
diferem entre si, pelo teste de Tukey 5%.
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As sementes utilizadas neste trabalho foram produzidas em condi¢des de
suficiéncia de P, portanto apesar dos genotipos Toropi € Anahuac serem contrastantes
para a resposta a deficiéncia de P, era esperado ndo ocorrer diferencas significativas na
concentracdo de P no endosperma da semente. Em condigdes de limitacdo de P, o
conteudo de P no endosperma dependeria nao apenas da habilidade de extrair P do solo,
mas também da remobilizacdo e da redistribuicdo de P para pontos de crescimento
durante o ciclo da cultura (Nanamori ef al., 2004).

Os gendtipos Anahuac e Toropi apresentam comportamento diferente quanto a
tolerancia a deficiéncia de P e a toxidez de Al em condig¢des de solo (Rosa & Camargo,
1990). Sendo Anahuac sensivel e Toropi tolerante, tanto quando considerada a massa
seca produzida como o rendimento de graos.

Segundo Wietholter (2004) a maior tolerancia do genotipo Toropi decorre do
crescimento radicular mais amplo em solo, ocasionando maior volume de solo
explorado. Ben & Dechen (1996) em estudo de resposta diferencial de genotipos
mostraram que Toropi cultivado em vasos apresentava maior producdo de matéria seca
em comparacgao com diversos gendtipos, entre eles BH1146 classificado como tolerante
ao Al. Porém em hidroponia, em estadios iniciais, ndo ha diferencas significativas entre
a producdo de matéria seca tanto da parte aérea como do sistema radicular em relagao
ao genotipo sensivel Anahuac (Silva et al., 2008). Caracteristica essa observada também
durante a anélise fenotipica da populacdo ToropiXAnahuac neste estudo no item 4.1.
Essa discrepancia pode ser devida a influéncia do ciclo da cultura, onde Anahuac ¢
classificada como precoce e Toropi, tardia (Cunha et al., 2000, Mota & Goedert, 1969),
assim diferengas nos estadios iniciais podem nao ser evidentes. Entretanto, foi possivel
visualizar diferencas na tolerancia a deficiéncia de P entre os genoétipos, através da

coloracdo da parte aérea. Similar observagao foi descrita por Silva ef al. (2008).
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Considera-se que a tolerancia a deficiéncia de P observada em Toropi neste
estudo nao foi devida a variacdes morfologicas ou modificagdes na arquitetura das
raizes, ou qualquer outra caracteristica de pouca importancia na hidroponia como a
associacao micorrizica. A capacidade de secre¢do de enzimas também nao deve ter tido
importancia, pois o P na solu¢do esta na forma inorganica e prontamente disponivel.

No trigo submetido a limita¢ao de P a concentracao de Pi livre ¢ reduzida com o
passar do tempo (FIGURA 14 e 15). O declinio provavelmente ocorre porque o Pi
precisa ser redistribuido na planta, que esta crescendo. Interessantemente, apesar da
proporcao entre a concentragao de Pi livre na condi¢ao de suficiéncia e a de deficiéncia
de P ter sido similar em cada tempo entre genotipos nas raizes (1,06, 2,73 e 1,82 para
Toropi e 1,34, 2,06 e 1,84 para Anahuac nas 24, 120 e 240 horas, respectivamente), na
parte aérea esta diferenca foi grande entre os genotipos nos tempos 120 e 240 horas
(1,40, 1,18 e 1,32 para Toropi e 1,29, 2,46 e 3,44 para Anahuac nas 24, 120 e 240 horas,
respectivamente). Os genotipos apresentaram comportamento oposto entre si quando a
propor¢ao de Pi livre na parte aérea e raiz foram calculadas (FIGURA 16). Toropi
tendeu a translocar mais P para a parte aérea sob condigdes de deficiéncia do que
Anahuac.

Em estudos anteriores, foi observado que Anahuac aumenta seu conteudo de Pi
livre na parte aérea com elevagao da disponibilidade de P na solugdo de zero a 1000uM,

enquanto Toropi aumenta o Pi livre na parte aérea até¢ 10 uM na solucdo, ndo havendo

diferenca quando a disponibilidade de P na solu¢do aumentava para 30 uM ou mesmo

para 1000uM (Silva et al., 2008).
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FIGURA 14. Concentracdo (g P.kg MS™) de fosforo livre na parte aérea e no sistema
radicular do cultivar de trigo Toropi, em trés tempos de exposi¢do, 24
horas, 120 horas e 240 horas, na presenga (+P, 1000umol.L™") e auséncia

Concentracio de P1livre (g B MS‘lj

L R = S WS Rt iUy R R (R o-n B Ta

FIGURA 15.

(-P) de fosforo.

17 O-Praiz W+Praiz  O-F parte aérea

B+FP parte aérea

24 120

240

Tempo (horas de tratamento)

Concentracdo (g P.kg MS™) de fosforo livre na entre parte aérea e sistema
radicular do cultivar de trigo Anahuac, em trés tempos de exposicao, 24
horas, 120 horas e 240 horas, na presenca (+P, 1000pmol.L™") ¢ auséncia

(-P) de fosforo.
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FIGURA 16. Propor¢ao de Pi livre entre parte aérea e sistema radicular, em trés tempos
de exposicdo, 24 horas, 120 horas e¢ 240 horas, na presenca (+P,
1000pumol.L™") e auséncia (-P) de fésforo, para os gendtipos de trigo
Toropi e Anahuac.

Estes dados sugerem que Toropi tem um forte controle sobre o conteudo de Pi
livre na parte aérea, que ¢ parcialmente independente da disponibilidade de Pi na
solugdo. Anahuac ¢ mais responsiva, aumentando a concentracdo interna com o
aumento da disponibilidade de P (Silva et al., 2008), no entanto torna-se inabil em
baixas disponibilidades (Miranda, 1985). Enquanto Toropi tolera reducdo na
disponibilidade de P mantendo a concentracdo de Pi livre na parte aérea mais estavel
(Silva et al., 2008). Essa hipotese de comportamento dos gendtipos quanto a
concentragdo de Pi livre em diferentes disponibilidades de P na solugdo ¢ suportada
pelos resultados de Silva (2007).

Houve reducao temporal da concentracdo de P total na condi¢do de auséncia de
P para ambos os gendtipos (FIGURA 17 e 18). Na parte aérea, para Toropi a redugdo foi

estatisticamente significante as 240 horas e, para Anahuac as 120 e 240 horas. Apesar
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da alta concentracao de P total na parte aérea em condi¢des de alta disponibilidade de P,
Toropi manteve as concentragdes de Pi livre similares aquelas em condi¢des de
deficiéncia de P (compare a FIGURA 14 e 17) sugerindo um maior controle de Toropi
na particdo do P na planta. Provavelmente, na presenca de 1000uM de P na solugao,
grande parte do P ¢ estocado no vactiolo. No vactolo as plantas podem estocar P na
forma organica, como fitato (Tinker, 1981). Sob condi¢des de deficiéncia, os estoques
sao remobilizados do vactolo, bem como ha reducao no conteudo de P estrutural, como
fosfolipideos, para manter a homeostase do P livre na célula (Vance et al., 2003).
Entretanto, sob deficiéncia, sdo principalmente os niveis de P das reservas que

decrescem (Mengel & Kirkby, 1987).
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FIGURA 17. Concentragdo (g P.kg MS™) de fosforo total na parte aérea e no sistema
radicular no cultivar de trigo Toropi, em trés tempos de exposicao, 24
horas, 120 horas e 240 horas, na presenga (+P, Immol.L™") e auséncia (-
P) de fosforo.
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FIGURA 18. Concentracio (g P.kg MS™) de fosforo total na parte aérea e no sistema

radicular do cultivar de trigo Anahuac, em trés tempos de exposi¢ao, 24
horas, 120 horas e 240 horas, na presenca (+P, Immol.L™) e auséncia (-
P) de fosforo.

Toropi, de modo geral, transloca maior quantidade de P das raizes para a parte
aérea nas condigdes de deficiéncia de P do que Anahuac, observado na propor¢ao de Pi
livre (2,80, 2,55 para Toropi e 1,27, 1,28 para Anahuac nas 120 e 240 horas,
respectivamente) e de P total (2,47 para Toropi e 1.37 para Anahuac nas 120 horas). A
maior eficiéncia de transporte de P das raizes para a parte aérea pode estar relacionada
com a quantidade e tipo de transportadores de fosfato presentes em cada genotipo nos
tecidos que ddo acesso ao transporte de longa distdncia, como o gene PHOI,
identificado em A. thaliana, que codifica uma proteina de carregamento de P para o
xilema (Stefanovic et al., 2007; Hamburger et al., 2002). E possivel que diferencas
cinéticas em uma proteina similar a PHO1 em Toropi permita melhor controle do

carregamento de P para o xilema conduzindo a maior estabilidade. A identificacdo de

homologos de PHO! em trigo seria de grande utilidade na dissecacgdo desta resposta. No
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entanto, ¢ uma dificil tarefa, pois em arabidopsis existem 11 membros desta familia,
destes, apenas dois estdo envolvidos no carregamento do xilema e sdao regulados por
rotas de transducao independentes (Stefanovic et al., 2007).

Recentemente foi proposto um modelo sist€émico para regulagdo da alocacao de
P em arabidopsis. Esse modelo consiste na interacao de AtPHO2, uma enzima E2 de
conjugacao a ubiquitina (da raiz) com o microRNA399 e com membros da familia
AtIPS1/AT4. Quando ha disponibilidade de P, baixa atividade de PHO2 conduz a
aumento na expressao de genes transportadores de Pi na raiz (Phtl,8 e Phtl,9) e de
membros da familia génica IPS/At4 (Doerner, 2008). miRNA399 teria por alvo AtPHO?2,
silenciando-o e assim regulando processos envolvidos no transporte de Pi, tais como
carregamento, redistribuicdo e reciclagem (Fang et al., 2009). AtIPS1/AT4 pareia com
miRNA399, seqiiestrando-o e portanto impedindo o silenciamento de 4tPHO?2 (Franco-
Zorilla et al., 2007). Sugere-se que durante condi¢des normais de disponibilidade de Pi,
PHO2 limite o carregamento de Pi na raiz mantendo a reciclagem e redistribuicdo nas
folhas. No inicio da deficiéncia, sdo induzidos miRNA399 e AtIPS1, PHO?2 ¢ protegido
e nao reprimido, porém conforme aumenta o estresse a quantidade de miRNA399
aumentaria a ponto de superar At/PSI e PHO2 seria reprimido aumentando o
carregamento de Pi para a parte aérea (Fang et al., 2009). J4 Doerner (2008) sugere que
este modelo serviria para equilibrar as oscilagcdes na distribuicdo de Pi causadas pelo
antagonismo entre miRNA399 e PHOZ2, ou desensibilizando a resposta a limitagcdo de Pi
durante a aclimatagdo. Alteragdes neste sistema tém significativa influéncia no acumulo
de P na parte aérea. Sendo este outro ponto que poderia diferenciar Toropi e Anahuac.

Recentemente, Silva (2007) comparando dados fornecidos por Minella,
referentes a producdo de massa seca em vasos na antese ¢ na colheita, com seus dados

de concentracdo de Pi obtidos em hidroponia aos 10 dias, encontrou um padrdo similar
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de comportamento. Havendo, portanto, associacao entre as caracteristicas avaliadas em

hidroponia com a tolerancia observada em planta adulta.

4.2  Avaliacdo fenotipica da progénie em diferentes disponibilidades de

fosforo

Uma das hipoteses secundarias deste trabalho ¢ que QTLs para tolerancia a
deficiéncia de P e para tolerancia ao Al colocalizam-se. O teste desta hipotese requereu
a fenotipagem das linhagens segregantes para constru¢do do mapa de ligagdo e
identificacdo de QTLs. Em um primeiro moment houve a necessidade dedeterminar que
caracteristicas seriam eficientes na caracterizacao da tolerancia ao P nos genitores para
posterior andlise da progénie.

A habilidade de absor¢do e uso de P para producdo de biomassa ¢ muito
importante para o crescimento da planta sob deficiéncia de P, e a produgdo de biomassa
afetara o rendimento final de graos. Isto ¢ frequentemente chamado de requerimento
interno de P e ¢ a concentragdo de P na planta que reflete na produgdo e rendimento
(Pratapbhanu et al., 2002).

Sob deficiéncia de P, as plantas tendem a aumentar sua habilidade de absor¢do e
aquisicdo de P regulando suas atividades fisiologicas e bioquimicas e alterando sua
morfologia com aumento da densidade de raizes (Raghothama, 1999). Assim, as
caracteristicas fenotipicas avaliadas apresentam relacdo com a genética da deficiéncia
de P e sdo relatadas por estudos de mapeamento em varias espécies (Ming et al., 2000;
Li et al., 2005; Su et al., 2006).

As avaliagdes fenotipicas contaram com 18 varidveis relacionadas a deficiéncia
de P na populagdo recombinante de Toropi X Anahuac. A andlise estatistica inicial
contou com andlise de varidncia (ANOVA) para trés pardmetros: massa seca (mg),

quantidade de Pi (mol) e concentragio de Pi livre (g Pi. Kg MS™). A analise foi
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realizada em conjunto com as trés repeticoes de Toropi e Anahuac em condigdes de
baixo e alto P para a raiz e para a parte aérea, para que se pudesse evidenciar alguma
diferenca estatistica.

A andlise de massa seca representa o crescimento da planta, o quanto a planta
pode ser afetada nas condigdes de P disponiveis na solugdo. As diferengas entre os
genotipos nao foram significativas (TABELA 8) para baixo e alto P em ambas as partes
da planta. As diferengas para massa seca podem nao ter sido observadas pela diferenca
do ciclo dos gen6tipos como descrito neste estudo no item 4.1. Silva et al. (2008)
também observaram que em condicdo de hidroponia, em estddios iniciais, ndo ha
diferencas significativas na producdo de massa seca tanto da parte aérea como do
sistema radicular.

TABELA 8. Andlise de variancia para massa seca (mg) medido apos 240 horas em

solucdo com 10uM e 1000uM de P, para os genotipos de trigo Toropi e
Anahuac, para raizes e parte aérea.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 18.36 3.23 0.0798
Repeticao (R) 2 13.50 0.63 0.5385
Tratamento (T) 3 307.63 54.15 <.0001

GxT 3 47.07 8.29 0.0002

Erro 50 5.68

Total 59

Houve efeito da interacdo genétipo x tratamento, analisando as médias para
massa seca (FIGURA 19) entre os gendtipos, em Toropi € observada maior massa seca
na parte aérea na condi¢do de baixo P. J4 em Anahuac a massa seca aumenta com o

incremento de P tanto nas raizes quanto na parte aérea.



63

Lel

L}
L.
=

_ Torori Aaahaac

s = 5
ol T _
B0 g 20 T -
a8 B
mo1s z 15
ﬁ T T pis T
20— E o | —
s 5

5 5 — -

0 T T T 0 T T T

10 100¢ 10 1con 10 1000 12 “00n
Trelaenly (P de Py Tretamrents U de )

FIGURA 19. Massa seca (mg) dos cultivares de trigo Toropi € Anahuac, em condi¢des
de baixo P (10uM) e alto P (1000uM) nas raizes (barras claras) e na parte
aérea (barras escuras) apds 240 horas.

Quanto a concentragdo de Pi livre, estas foram diferentes para os genotipos,
tratamentos e interacdo (TABELA 9). A andlise de médias (FIGURA 20) evidenciou

maior concentragao de Pi na planta com o incremento de P na solucao.

TABELA 9. Andlise de variancia para concentracdo de Pi livre (g Pi. Kg MS™) medido

ap6s 240 horas em solugdo com 10uM e 1000uM de P, para os cultivares
Toropi e Anahuac, para raizes e parte aérea.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 1.83 6.13 0.0176
Repeticao (R) 2 0.29 0.98 0.3845
Tratamento (T) 3 65.74 220.65 <.0001

GxT 3 15.27 51.24 <.0001

Erro 50 0.45

Total 59

Em baixo P, Toropi obteve maior concentracdo de Pi livre na parte aérea sendo
57% superior a Anahuac, nas raizes ndo houve diferencas significativas. Em alto P,
Toropi ndo mostrou diferencas na concentragdo de Pi livre entre as partes da planta,
enquanto Anahuac apresentou maior concentracao na parte aérea e, cerca de 40% a mais

que Toropi, nesta condigao.



64

10 0 &
E Torspi © Anabuac
B B — SR —
= w & = i)
5 oE & o e
o w6 o g6 -
2 B S8
‘g._'g 4 L }%"‘.‘E 4 C —
"y =1 C
£ 21— R =
[ [

0 T T 0 T T T

10 1020 10 1000 10 Z000 12 1000
Tratamnenle (U de BY Trataments (puhd de P)

FIGURA 20. Concentracio de Pi livre (g.kg”' MS) nos cultivares de trigo Toropi e
Anahuac, em condi¢gdes de baixo P (10uM) e alto P (1000uM) nas raizes
(barras claras) e parte aérea (barras escuras) apos 240 horas. Letras iguais
nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey (p<0,05) dentro dos
genotipos.

As determina¢des da quantidade de Pi, além da concentracdo de Pi livre, sdo
necessarias para excluir interferéncias na distribui¢ao do Pi livre na planta em fun¢do do
crescimento, pois maiores aquisi¢des de Pi pela planta poderiam ser mascaradas pela
diferenca na massa seca, como descrito por Batten (1992).

A andlise de variancia para quantidade de Pi (TABELA 10) ndo mostrou
diferencas significativas entre os genotipos, mas sim para tratamento e interacao.
Analisando as médias (FIGURA 21) hé alteragdes entre os gendtipos, Toropi em baixo
P apresenta 92% a mais de quantidade de Pi na planta do que Anahuac (5,09 mols para
Toropi e 2,65 mols para Anahuac). Na condi¢do de alto P, a situagdo se inverte,
Anahuac apresenta 42% a mais na quantidade de Pi na planta do que Toropi (9,34 mols
para Anahuac e 6,58 para Toropi).

Estes dados evidenciam a maior capacidade de aquisi¢do e translocagdo de Pi
para parte aérea por Toropi em baixo P na solugdo, comparado com Anahuac, pois

maior quantidade de Pi em Toropi encontra-se na parte aérea (3,5 mols para Toropi e

1,67 para Anahuac) e nas raizes ndo hd muita diferenca.
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TABELA 10. Andlise de variancia para quantidade de Pi livre (mol) medido apos 240
horas em solu¢do com 10uM e 1000uM de P, para os genotipos de trigo
Toropi e Anahuac, para raizes e parte aérea.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 0.094 0.39 0.5374
Repeticao (R) 2 3.66 3.96 0.0987
Tratamento (T) 3 35.04 143.6 <.0001
GxT 3 10.58 43.36 <.0001
Erro 50 0.24
Total 59
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FIGURA 21. Quantidade total (mol) de Pi livre nos cultivares de trigo Toropi e
Anahuac, em condic¢des de baixo P (10uM) e alto P (1000uM) nas raizes

(barras claras) e parte aérea (barras escuras) apos 240 horas.
As diferencas significativas entre os genotipos para o pardmetro concentragdo de
Pi livre na parte aérea, a 10uM, e na raiz, em 1000uM de P na solu¢dao (FIGURA 20),
permitiu a discriminacdo dos gendtipos e contribuiu para o mapeamento das
caracteristicas. A distribuicdo continua da freqiiéncia com tendéncia normal foi
observada nas caracteristicas concentra¢do de Pi livre (FIGURA 22 a 24) o que sugere
que a caracteristica ¢ controlada por mais de um gene e/ou ¢ fortemente afetada pelo
ambiente. Todas as caracteristicas apresentam transgressividade negativas e positivas
(FIGURAS 22 a 26), a observagao da segregacao de transgressivos positivos indica que
alelos favoraveis podem ser combinados para melhorar a caracteristica. A deficiéncia de

P ¢ considerada uma caracteristica quantitativa em muitas espécies. Ha ampla evidéncia



66

que a tolerancia para deficiéncia de P em trigo seja controlada por poligenes (Su ef al.,

2006).
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FIGURA 22. Distribuigdo de freqiiéncias da concentragio de Pi livre (gkg' MS) na
parte aérea da populagdo F6 Toropi X Anahuac apés 240 horas de
tratamento de baixo P (10uM) em solu¢do hidroponica.
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FIGURA 23. Distribuigio de freqiiéncias da concentragio de Pi livre (g.kg” MS) na raiz
da popula¢do F6 ToropiXAnahuac apos 240 h de tratamento de alto P
(1000uM) em solugao hidropodnica.
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FIGURA 24. Distribuicdo de freqiiéncias da concentragdo de Pi livre (g.kg' MS) na
parte aérea da popula¢do F6 Toropi X Anahuac apds 240 h de tratamento
de alto P (1000uM) em solugao hidroponica.

Segundo Silva (2007) a diferenciacdo dos genétipos Toropi e anahuac em
solugdo nutritiva é possivel de ser realizada pelo calculo da razdo entre os valores de
concentragdo de Pi livre na parte aérea nas doses de 10 ¢ 1000uM de P. A razdo da
quantidade de Pi livre na plantula nas doses de 10 e 1000uM de P, ou mesmo a
quantidade de Pi livre na parte aérea também podem ser usados (Silva, 2007). Assim os
calculos destas razdes foram realizados para as caracteristicas concentragdo e
quantidade de Pi livre tanto para raizes quanto para parte aérea (TABELA 11 a 14).
Foram significativamente diferentes entre os genotipos apenas as caracteristicas de
razdo de concentracdo de Pi livre na raiz e na parte aérea (probabilidade 0.0002 e
<0.001, respectivamente). A razdo de quantidade de Pi livre nas raizes e na parte aérea
foi significativamente diferente para os genotipos e para as repeticdes, logo a relacdo de

quantidade de Pi ndo foi utilizada no mapeamento.
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TABELA 11. Analise de variancia para razao da concentracao de Pi livre na raiz entre

plantas submetidas a 10uM e 1000uM de P, por 240 horas para os
cultivares de trigo Toropi e Anahuac.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 0.22 31.62 0.0002
Repeticao (R) 2 0.0041 0.60 0.5664

Erro 11 0.0069

Total 14

TABELA 12. Anélise de variancia para razdo da concentracao de Pi livre na parte aérea

entre plantas submetidas a 10uM e 1000uM de P por 240 horas, para os
cultivares de trigo Toropi e Anahuac.

Causas da variacao GL QM F teste Probabilidade
Genoétipo (G) 1 0.552 43.65 <.0001
Repeticio (R) 2 0.0118 0.93 0.4228

Erro 11 0.0126

Total 14

TABELA 13. Analise de variancia para razao da quantidade de P (mol) na raiz entre
plantas submetidas a 10uM e 1000uM de P por 240 horas, para os
cultivares de trigo Toropi e Anahuac.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 0.421 36.12 <.0001
Repeticao (R) 2 0.192 16.53 0.0005

Erro 11 0.012

Total 14

TABELA 14. Andlise de variancia para razao da quantidade de P (mol) na parte aérea
entre plantas submetidas a 10uM e 1000uM de P por 240 horas, para os
cultivares de trigo Toropi e Anahuac.

Causas da variacio GL QM F teste Probabilidade
Genotipo (G) 1 1.73 37.48 <.0001
Repeticao (R) 2 0.55 12.01 0.0017

Erro 11 0.046

Total 14

A distribui¢do continua da freqiiéncia com tendéncia normal foi observada na

razdo da concentracdo de Pi livre (FIGURA 22 e 26) tanto na raiz quanto na parte aérea.

Nota-se nos graficos uma maior tendéncia de transgressividade positiva. Analisando as

linhagens que apresentam maior razdo que Toropi encontram-se seis linhagens com

superioridade tanto nas raizes quanto na parte aérea, NYW 865-04, NYW 865-14,

NYW 865-15, NYW 865-35, NYW 865-82 ¢ NYW 865-114, sugerindo maior
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capacidade de obtencao de Pi em baixo P quando comparadas com Toropi. Quando Boff
(2006) avaliou esta mesma populacao em relagdo a tolerancia ao Al, também observou

transgressividade.
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FIGURA 25. Distribui¢do de freqiiéncias da razao da concentracdo de Pi livre em baixo
P (10uM)/alto P (1000uM) na raiz da populagdo F6 ToropiXAnahuac
apos 240 h de tratamento em solugdo hidropodnica.
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FIGURA 26. Distribuigdo de freqiiéncias da razdo da concentracdo de Pi livre em baixo
P (10uM)/alto P (1000uM) na parte aérea da populacio F6
ToropiXAnahuac apos 240 h de tratamento em solucdo hidroponica.
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A heranca da tolerancia ao Al em trigo, durante muito tempo foi considerada
monogénica, com efeito de dominancia (Ma et al., 2000 e Raman et al., 2005), mas ha
controvérsias. Segundo Ryan er al. (2009) muitos trabalham apresentam resultados
conflituosos devido, em parte, ao material vegetal utilizado, como linhagens isogénicas
ou gendtipos que apresentam loco simples. Estad claro que o entendimento do controle
genético para a tolerancia ao Al em trigo esta incompleto (Rengel, 2003).

Segundo Boff (2006) seus resultados foram consistentes com a teoria de um
gene de efeito maior controlando a tolerancia ao Al na populagdo Toropi X Anahuac,
nas trés doses testadas (74, 148 € 222 uM de Al), podendo outros genes de efeito menor
contribuirem para a tolerancia. Analisando as linhagens transgressivas positivas para a
tolerancia ao Al, obtidas por Boff (2006) observou-se que NYW 865-18, NYW 865-86
e NYW 865-95 apresentaram crescimento maior que Toropi em pelo menos duas doses
de Al Nao houve nenhuma linhagem transgressiva para os dois caracteres, tolerancia a
deficiéncia de P e a toxidez de Al. Estes dados permitem inferir que as linhagens
transgressivas apresentam diferentes genes contribuindo para as duas tolerancias, ao Al
e a deficiéncia de P. Entretanto isso ndo significa que ndo haja coincidéncia parcial
entre as rotas utilizadas na conferéncia das tolerancias.

Os resultados da andlise de correlagdo das oito caracteristicas analisadas na
populagdo recombinante estdo mostrados na TABELA 15. As oito caracteristicas
analisadas apresentaram correlagdo significativa para alguma das caracteristicas. As
caracteristicas de tolerancia ao Al ndo foram significativamente correlacionadas com as
caracteristicas concentragdo de Pi livre na raiz (CPLR) 1000uM P e razdo da
concentragdo de Pi livre (RCPL) na parte aérea entre baixa e alta disponibilidade de P.
Nota-se que as caracteristicas de concentragdo de Pi livre na parte aérea (CPLS) em

10uM de P, concentracdo de Pi livre na parte aérea (CPLS) em 1000uM de P e razio da
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concentracdo de Pi livre (RCPL) na raiz entre baixa e alta disponibilidade de P foram
positivamente correlacionadas com as caracteristicas de Al nas maiores doses. E
esperado que o maior crescimento das raizes em contato com Al esteja positivamente
correlacionado com maior concentragdao de P livre na parte aérea, ja que maior area
superficial de raiz pode ser utilizada para acessar P na solugdo para utiliza¢ao na planta
(Kochian et al., 2004, Raghothama, 1999). Salienta-se a elevada correlacao entre o
crescimento relativo da raiz em 148 e 222uM de Al com a razdo da concentracao de Pi
livre na raiz entre baixa e alta disponibilidade de P (0,987 e 0,975). Talvez a capacidade
de manter mais constante os niveis de Pi livre possa favorecer o crescimento da raiz na
presenga de Al.
TABELA 15. Andlise de correlacdo para oito caracteristicas fenotipicas analisadas.
CRRP (crescimento relativo da raiz), CPLR (concentracao Pi livre na

raiz), CPLS (concentragdo de Pi livre na partea aérea), RCPL (razdo da
concentracgao de Pi livre).

CRRP CRRP CRRP CPLR CPLS CPLS RCPL
74 uM Al 148 uM Al 222 uM Al 1000uMP  10uM P 1000uM P naraiz

CRRP 1.000
74 UM Al

CRRP 0.193 1.000
148 uM Al

CRRP 0.235*  0.992**  1.000
222 uM Al

CPLR 0.049 0.117 0.129 1.000
1000uM P

CPLS 0.003 0.249* 0.250* 0.299* 1.000
10uM P

CPLS 0.021 0.394**  0.387**  0.483** (0.529** 1.000
1000pM P

RCPLna | 0.043 0.987**  0.975**  0.101 0.250*  -0.389**  1.000

raiz

RCPLna |0.014 0.115 0.117 0.144 0.672** 0.220 -0.108

parte aérea

A existéncia destas correlagdes suporta a hipotese deste trabalho, na qual se

sugere que a tolerancia a deficiéncia de P e ao Al estdo relacionadas.
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4.3 Mapa de ligacao molecular

A partir das caracteristicas fenotipadas par Al e P buscou-se verificar se os genes
responsaveis por estas colocalizavam-se. Com este intuito foi desenvolvido o mapa de
ligagdo molecular. Dos 267 marcadores, 112 ndao foram ligados ao mapa, que
compreendeu 37 grupos de ligacao (Ig).

O grupo de ligacdo 37 foi formado somente por marcadores do tipo SSR,
mapeados no cromossomo 4DS de trigo (FIGURA 27) (Xgdm129, Xbarc105, Xbarc334
e Xbarcll18), que apresentaram polimorfismo consistente entre os genotipos para a
tolerancia ao Al, assim foi possivel identificar sua posicao fisica no genoma e localizar

os genes que conferem tolerancia ao Al e P nessa regiao.

— Xbarcl118

Xbarc105

Xgdml29
W Xbarc334

Almtl

4D
FIGURA 27. Mapa molecular para cromossomo 4D de trigo. Modificado de Pestsova et
al., 2000; Raman et al., 2005; Song et al., 2005.
4.3.1 Deteccao de QTLs pela analise de regressio linear
A analise por regressao linear ou analise de ponto, detectou 16 QTLs (TABELA
16) para sete variaveis fenotipicas, distribuidos em 10 grupos de ligagdo, num total de
oito variaveis analisadas. As varidveis relacionadas a tolerancia ao Al associaram-se a

11 QTLs em cinco grupos de ligagdo, enquanto as variaveis relacionadas a deficiéncia
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de P associaram-se a cinco QTLs distribuidos em quatro grupos de ligacdo. Apenas o
grupo de ligacdo 37 apresentou-se associado as variaveis de tolerancia ao Al e a
deficiéncia de P. A caracteristica de tolerancia ao Al foi altamente significativa com
probabilidade de 0,001, ja a caracteristica concentracao de Pi livre na raiz na presenca
de P apresentou probabilidade de 0,01.

O mapeamento por meio da andlise de ponto ou regressdao linear (Lander &
Botstein, 1989) ¢ uma das estratégias para detectar QTLs em cruzamentos controlados
com linhagens endogamicas, porém QTLs previamente detectados e ligados no
intervalo em questdo interferem no processo de estimagdo, podendo, portanto detectar
QTLs nao-existentes. Zeng (1993) propds o uso do modelo de regressao multipla para
eliminar esses efeitos, criando assim o método de mapeamento por intervalo composto.
TABELA 16. QTLs significativos pela andlise de regressdo linear na populacdo de

linhagens recombinantes (F7) Toropi X Anahuac. CRRP (crescimento

relativo da raiz), CPLR (concentracdo Pi livre na raiz), CPLS
(concentragao de Pi livre na partea aérea), RCPL (razdo da concentragao

de Pi livre).
Variavel Grupo ligaciao Probabilidade (F)
CRRP a 74 uM Al 1 0.012*
CRRP a 148 uM Al 1 0.032*
CPLS em 1000uM de P 3 0.033*
CRRP a 74 uM Al 5 0.024*
CPLS em 10uM de P 6 0.028*
CRRP a 74 uM Al 14 0.011*
CRRP a 148 uM Al 14 0.005%*
CRRP a 74 uM Al 19 0.022*
CRRP a 222 uM Al 23 0.006**
CRRP a 74 uM Al 27 0.014*
CRRP a 148 uM Al 27 0.049*
CPLS em 1000uM de P 31 0.016*
RCPL na raiz 31 0.028*
CRRP a 74 uM Al 37 0.000%**
CRRP a 222 uM Al 37 0.000%**
CPLR em 1000uM de P 37 0.001**

*Significancia a 5%, ** a 1% e *** a 0,1%.
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4.3.2 Deteccao de QTLs pela analise de intervalo composto

A analise por intervalo composto detectou 17 QTLs (TABELA 17) para seis
variaveis fenotipicas distribuidos em 12 grupos de ligagdo. As varidveis relacionadas a
tolerancia ao Al associaram-se a seis QTLs em cinco grupos de ligacao e as varidveis
relacionadas a deficiéncia de P associaram-se a 11 QTLs distribuidos em nove grupos
de ligacdo. Os grupos de ligacdo 19 e 37 se apresentaram associados as variaveis de
tolerancia ao Al e a deficiéncia de P.

A colocalizagdo de QTLs, no grupo de ligagdo 37, de caracteristicas de
tolerancia ao Al e a deficiéncia a P foram confirmadas pela andlise de intervalo
composto (FIGURA 28). Porém, a variavel para deficiéncia de P foi alterada, agora com
ligacdo da relagdo da concentracdo de Pi livre na raiz, contribuindo com 9,8% da
variacdo fenotipica no cromossomo 4D. As varidveis para a caracteristica de tolerancia
ao Al, comprimento relativo da raiz principal nas duas menores doses, contribuiram
com cerca de 20% cada uma. Houve uma distancia de apenas 4 ¢cM entre os QTLs para
as caracteristicas de Al e P, proximos ao marcador Xbarc334.

TABELA 17. QTLs significativos pela andlise por intervalo composto da populagdo de
linhagens recombinantes (F7) Toropi X Anahuac. CRRP (crescimento

relativa da raiz), CPLR (concentragdo Pi livre na raiz), CPLS
(concentragao de Pi livre na partea aérea), RCPL (razdo da concentragdao

de Pi livre).
Variavel Grupo ligacdo Posicio cM %QTL
RCPL na parte aérea 1 0.01 16.4
CRRP a 74 uM Al 3 226.01 36.2
CPLR em 1mM de P 4 14.01 38.0
RCPL na parte aérea 4 0.01 26.5
RCPL na parte aérea 5 143.61 13.6
CPLS em 10uM de P 15 688.61 10.2
CRRP a 74 uM Al 19 0.01 10.8
CPLS em ImM de P 19 0.01 11.9
RCPL na parte aérea 21 1354.71 12.1
CPLS em ImM de P 23 21.61 12.7
CRRP a 148 uM Al 27 0.01 12.5

CPLR em ImM de P 29 16.51 10.9
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Continuacao TABELA 17. QTLs significativos pela anélise por intervalo composto da
populagdo de linhagens recombinantes (F7) Toropi X

Anahuac.
RCPL na raiz 29 110.31 18.8
CRRP a 74 uM Al 31 135.31 13.9
CRRP a 74 uM Al 37 68.91 22.3
CRRP a 148 uM Al 37 0.01 18.7
RCPL na raiz 37 6491 9.8

O grupo de ligacdo 19, também apresentou colocalizagdo de QTLs para as
caracteristicas de tolerancia ao Al e a deficiéncia de P, mapeados pelo marcador do tipo
AFLP - gatg523. E possivel que o QTL seja o mesmo para ambas as caracteristicas. O
QTLs do grupo de ligagdo 19 explicou cerca de 10% da variagdo fenotipica encontrada
para as variaveis comprimento relativo da raiz principal em 74pM de Al e concentragdo
de Pi livre na parte aérea na presenga de P.

O QTL com maior contribuicdo para a caracteristica tolerancia ao Al foi
localizado no grupo de ligacdo 3, explicando 36% da variagdo fenotipica e mapeado
proximo ao marcador gaag975. Para a caracteristica tolerdncia a deficiéncia de P,
QTLs com maiores contribui¢des ocorreram no grupo de ligagdo 4, para CPLR na
presenca de P e RCPL na parte aérea, explicando 38% e 26% destas, respectivamente

(TABELA 17).



oo

oo
Sia
Wi
1348
138
2o
] g

N |

oo
i
15
A

oo
135

Ign4
=i
0IT5

1g05
aggatd

aguil

gang 1260

oo
158

o0
ne
b= lx ]
0.4
118

o0
o0

oo
28

oo
3

oo
=L

A

o]
A5

pud ey

il
i
([

o0
198

oo
S5
a4
war
nra
o
Az
o

1g02
e
D
1906
aggans
= Qg
._f"__h\-_ Qacg 0
T~ ageecs
- e
150
Ig10
g
gagh
g4
ageoed
ageas
igig
g 0S4
Q=T
1922
s
cact
s] Lc BHE
=4 o
1923
— s
iy e
— a0y N
Igza

e
THOE

00
=15
B0

o0
o0

o0
35
(LX)
3]

o0

oo

-
4

oD

1903

[

g1

S TASN

—_—TT
e = T

1928

1g32

1g36

B QTL's- tolerancia ao Al
I QTL’s— deficiencia de P

a1z

E e ]
X 128

gRagins
a1

HHH

aogaIsl

JanyxE
g X3

L

TR

L |
o W
ganyi
gaty i

]

Ak
QAN

01171
2000 0%

oD

1531
Wz
a2
.

0o
1)
5.1

1]

207

]
3

]
W5

]

w5
54
03
128

o9

28
18
-}

1gna
3 1LY
WS
AR
A\
=T i
- gagsil
1gos
(= s ani]
cacil
Ig12
QA
anasis
2 1008
igig
o 100k
o
Ig20
gaglis
QA
1g25
AganIes
AT
g2
S0
aaes
[= = A
CaCTE
gamgITe
LN
1g33
Ve
wcBiE
1g35
L gapsi?
Zl: gaizs
) ¥
1937
- e |
—_ S
=1 | M3
LR ALE

76

FIGURA 28. Mapa de ligagdo de trigo com identificagdo de QTLs para tolerancia ao
aluminio e a deficiéncia de fésforo (quadrados cinzas localizam QTLs
para tolerancia a deficiéncia de P, quadrados pretos para tolerancia ao Al)
por analise de intervalo composto.
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Em relacdo a tolerancia a deficiéncia de P, observou-se que os genes que
controlam a caracteristica na raiz podem ser diferentes dos que controlam na parte
aérea, mostrado pela distribuig¢do diferenciada dos QTLs nos grupos de ligacdao, o que
também confirma a acdo poligénica da caracteristica. Isto pode ser devido a reacdo
dinamica da planta, onde alguns genes sdo ativados em tempos de exposicao diferentes,
dependendo da percep¢dao da disponibilidade de P e do seu requerimento para o
crescimento da planta sob estresse. Em muitos casos, interagdes genéticas, como
epistasia, podem mascarar diferentes QTLs no efeito de outros. Em milho, interacdes
epistaticas tiveram uma contribui¢ao substancial na eficiéncia de utilizacao do P, tendo
que ser considerado na selecdo em programas de melhoramento (Chen et al, 2009).

Trés QTLs associados a eficiéncia de utilizacao de P foram detectados em arroz,
localizados nos cromossomos 2, 4 ¢ 12 (Wissura et al., 1998). Também em arroz, dois
QTLs foram responsaveis por 20,7% do total da variagdo fenotipica no conteudo de P
absorvido. Entre varios indices fisiologicos secundarios, a eficiéncia em absorver P ¢ a
massa seca de raiz mostraram-se os mais importantes (Ming et al., 2000). Em trigo, trés
QTLs para eficiéncia de utiliza¢do de P na parte aérea foram detectados e localizados no
mapa de ligacdo nos cromossomos 2D, 3B e 6D, enquanto QTLs para a eficiéncia de
utilizacao de P na planta inteira foram localizados em 2D e 7A (Cao et al., 2001). Um
QTL para uso relativo da eficiéncia de P foi detectado em arroz, com localizagdo no
cromossomo 10 (Ming et al., 2000). No entanto, este ¢ o primeiro estudo revelando em
trigo QTLs para eficiéncia na utilizacdo de P localizados no cromossomo 4D, o qual é
considerado importante para a tolerancia ao Al.

O ntmero de 16cos que controlam a tolerancia ao Al em trigo ainda ndo esta
esclarecido. Riede & Anderson (1996) relataram um unico gene no 4DL (Altgp)
segregando para a tolerancia ao Al na populagdo BH1146 X Anahuac. Luo & Dvorak

(1996) ao mesmo tempo identificaram em trigo na variedade Chinese Spring, outro gene
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(Alt2) para a tolerancia ao Al descoberto no mesmo brago do cromossomo 4. Uma série
de outros relatos sugere o controle oligogénico para a tolerancia ao Al, indicando que a
tolerancia ao Al ¢ determinada por um complexo mecanismo envolvendo mais de um
gene (Zhou et al., 2007; Ryan et al., 2009). QTLs para tolerancia ao Al localizados no
cromossomo 4D em diferentes populagdes tem o validado como maior 16co identificado
para esta caracteristica (Zhou et al., 2007).

A co-localizagdo da tolerancia ao Al e a deficiéncia de P nos grupos de ligagao
19 e 37 (cromossomo 4DL) reforcam a hipotese de que estas tolerancias compartilham

parte de suas rotas.

4.4  Metabolismo anti-oxidativo em resposta a fosforo

A atividade de enzimas envolvidas na detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) em estresses em plantas ¢ amplamente conhecida. Para a forma de vida
aerdbia € conseqiiéncia a continua formacdo de ERO, sendo um processo aumentado
pelos estresses abidticos, principalmente por estresses a metais (Cakmak & Horst, 1991;
Gunes et al., 2009; Vanhoudt et al., 2008). ERO produzidos como resultados de
estresses abidticos precisam ser anulados para manuten¢do do crescimento normal, seja
por mecanismos de prote¢dao celulares e subcelulares, utilizando enzimas antioxidantes
como superdéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) ou por mecanismos nao
enzimaticos antioxidantes como glutationa (Gunes et al., 2007).

Na tolerancia ao Al foi observado aumento na produgdo de espécies reativas de
oxigénio, na presenga do aluminio (Yamamoto et al., 2002). Yamamoto et al. (2002)
observaram que o aluminio causa disfun¢gdo mitocondrial e produgdo de EROS, como
anions superoxidos, reduzindo a atividade mitocondrial, inibindo a respiragdo e
reduzindo a produgdo de ATP, acarretando perda da capacidade de crescimento das

células. Na deficiéncia de P ndo ha na literatura informagdes sobre o efeito da
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deficiéncia de P sobre o estresse oxidativo. Supdem-se que ao afetar processos
metabolicos, como a fotossintese, deficiéncia de P cause aumento na produgdo de
ERO:s.

A catalase ¢ uma enzima envolvida na detoxificagdo e protecao direta contra
acumulagdo de H,O,. Analisando a atividade de CAT (FIGURA 29) observa-se que o
genotipo sensivel, Anahuac, apresenta maior atividade apds 24 horas de deficiéncia de P
quando comparado com a presenga de P, enquanto Toropi possui mesma atividade nas
duas condicdes. Nas 120 horas, a situacdo se altera e a atividade de catalase em
Anahuac na auséncia de P reduz para niveis similares aos obtidos na presenca de P. Por
outro lado, Toropi eleva a atividade para os niveis obtidos por Anahuac nas 24 horas.
Em 240 horas, a atividade de catalase em Toropi estabilizou-se em valores similares aos
obtidos na presenca de P e, Anahuac reduz ainda mais a atividade, alcancando cerca de
1/3 da atividade obtida na presenca de P. Ambos os gendtipos mantiveram a atividade
de CAT estavel e similares entre si, na presenga de P. Estes dados sugerem que Toropi
responde mais tardiamente ao estresse que Anahuac (120 e 24 horas respectivamente),
talvez porque Toropi consiga manter os niveis de Pi estdveis por um periodo mais
prolongado retardando a ocorréncia do estresse oxidativo. A redugdo significativa da
atividade da catalase apos 240 horas em Anahuac pode representar a incapacidade de
sustentar adequadamente o metabolismo.

Estudos avaliando CAT mostraram redugcdo na atividade enzimatica em
condi¢des de baixa temperatura, mas ndo necessariamente implicaram na acumulagdo
de H,0;, em niveis danosos, esta relagdo de baixa atividade da catalase ¢ de baixa
concentracdo de H,O, sugere que ha interferéncia de outras reagdes na remocao de
H,0, ou, na inabilidade das membranas peroxossomais para transporte de precursores
da catalase para o peroxissomo (MacRae & Ferguson, 2008). Estes resultados podem

ser relacionados com a deficiéncia de P, uma vez que ¢ bastante comum baixas
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temperaturas causarem reducdo dos niveis de Pi nos tecidos, similar ao que ocorreria se
houvesse deficiéncia de P no solo. A analise dos niveis de perdxido poderia auxiliar a
esclarecer o que acontece em Anahuac nas 240 horas.

Convém ressaltar que, Fialova & Dobremyslova (1962) observaram redugdo de
atividade de CAT com o aumento da idade das plantas nas raizes € o contrario ocorria
na parte aérea. Certamente a reducdo da atividade com a idade da planta associa-se a
acdo da catalase na protecao das folhas, na atividade fotossintética ou na formacao da
clorofila. Poderia se especular que a reducdo da atividade de catalase no tempo ¢
esperada nas raizes, no entanto, em condigdes de alta disponibilidae de P a redugdo na

atividade de catalase foi marginal (FIGURA 29).
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FIGURA 29. Atividade enzimatica da catalase (CAT) (umol/min/mg de proteina) em

raizes nos genotipos de trigoToropi e Anahuac na presenca e auséncia de
P em trés tempos de exposi¢do 24, 120 e 240 horas.

Alta propor¢do de glutationa em sua forma oxidada ocorre também em
condi¢des 6timas de crescimento e a forma reduzida precisa ser restaurada por meio de
maior atividade da enzima glutationa redutase (GR). GR ¢ uma flavoproteina que

catalisa a reducdo dependente de NADPH da forma oxidada de glutationa (Mullineaux
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& Creissen, 1997). Analises de expressdo da sequéncia diferencialmente expressa
AluTr64, sugerem alteragdes nos niveis de NADP. A maioria da atividade de GR tem
sido localizada nos cloroplastos e plastideos (Noctor et al., 2002).

A atividade de GR observada nos genotipos Toropi e Anahuac, nas condi¢des
de presenca e auséncia de P, revelou maior atividade enzimadtica na presenca de P para
ambos os gendtipos ao passar do tempo (FIGURA 30). A elevagao da atividade foi mais
significativa em Toropi que dobrou sua atividade de GR entre 24 e 240 horas. Na
condi¢do de auséncia de P, os gendtipos permaneceram estaveis na atividade de GR, e
ndo diferiram entre si. A similaridade na atividade de GR em baixo P em ambos os
genotipos indica que esta nao esta envolvida na tolerancia a deficiéncia de P em Toropi.

Os resultados sugerem que o maior crescimento (maior atividade metabolica)
em condi¢des de alta disponibilidade de P poderia induzir a produgdo de radicais livres
gerando maior necessidade de aumento na atividade da GR. Mullineaux & Creissen
(1997) propuseram uma explicagdo para o aumento da atividade de GR com a aplicacao
de N, sendo este devido ao aumento na propor¢cdo de crescimento, fotossintese e
atividade metabolica, que requer uma intensificagdao na remog¢ao de ERO.

A atividade de SOD pode ser observada pela comparagdo da intensidade das
bandas dos géis ndo desnaturantes (FIGURA 31 e 32) para Anahuac e Toropi. Nao se
observou diferencas na atividade de SOD entre os gendtipos. A partir das 120 horas
ocorreu o surgimento, em ambos os gendtipos, de uma nova banda na presenga de P

(FIGURA 31 e 32) indicando a atividade de uma nova isoforma de SOD.



82

6.0

5.0

4.0 _I_

3.0 —— T T —— ®24 horas
0120 horas
&l T 0240 horas

1.0 [—

Atividade GR (jumol. (min.mg proteina)!)

0.0
Toropi Anahuac Toropi Anahuac

-P i

FIGURA 30. Atividade enzimdtica da glutationa redutase (GR) (umol/min/mg de
proteina) em raizes dos gendtipos de trigo Toropi e Anahuac na presenca
e auséncia de P em trés tempos de exposi¢ao 24, 120 e 240 horas.

FIGURA 31. Gel ndo desnaturante para atividade enzimatica da superoxido dismutase
(SOD) em raizes no gendtipo de trigo Toropi na presenca (+P) e auséncia
de P (-P) em trés tempos de exposicao 24, 120 e 240 horas.
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FIGURA 32. Gel ndo desnaturante para atividade enzimatica da superoxido dismutase
(SOD) em raizes do genotipo de trigo Anahuac na presenca (+P) e
auséncia de P (-P) em trés tempos de exposi¢ao 24, 120 e 240 horas.

A SOD constitui a primeira linha de defesa em plantas contra ERO, catalisando
a dismutacdo de superoxidos. Esta espécie reativa é produzida em qualquer localizagao
intracelular onde exista um transporte de elétrons, podendo ocorrer em diferentes
compartimentos celulares, como mitocondria, cloroplastos, glioxissomos, peroxissomos
e citosol (Alscher et al., 2002). As SOD sao classificadas conforme o metal cofator, Fe,
Cu/Zn ou Mn. O nimero e o tipo de isoformas de SOD sdo varidveis entre espécies
vegetai e condigdes de crescimento (Asada, 1999). A existéncia de izoenzimas de SOD,
suas localizagdes dentro da célula, tecido ou organelas, ¢ mudangas que elas devam
sofrer durante o desenvolvimento, ou em resposta a varios sinais, implicam em rotas
metabolicas separadas para cada isoenzima de SOD (Scandalios, 1993). O nimero de
isoenzimas de cada tipo de SOD varia muito de planta para planta, assim como a
abundancia relativa de cada uma. Todas as isoenzimas aparentam ser codificadas pelo
nucleo, e quando necessario, sdo transportadas aos seus locais nas organelas por meio
de sequéncias alvo amino terminais (Bowler et al., 1992). Mullineaux & Creissen
(1997) tém discutido que mudangas na quantidade particular de isoenzimas podem ser
mais importantes que alteragdes na atividade total. Essa modificagdo izoenzimatica
reflete as mudangas ocorridas nos locais subcelulares de formagdo de oxiradicais

(Bowler et al., 1994).



84

O significado do surgimento de outra isoforma de SOD apenas na presencga de P
nao ¢ claro. Novamente pode ser especulado que incremento no metabolismo gerou
aumento na produgdo de superdxido em algum compartimento especifico requerendo a
expressao desta nova isoforma. Ha a possibilidade do teor de P na solucdo ser muito
elevado, no entanto, a concentracao usada, apesar de muito superior aquelas encontradas
nos solos naturais, ¢ similar ou mesmo inferior as utilizadas para estudos com P em
diversas espécies sem terem sido observados efeitos negativos no crescimento (Ticconi
et al., 2004; Ward et al., 2008). Na condi¢do de deficiéncia de P, neste trabalho, nao foi
observada diferenga entre os genotipos em nenhum dos tempos. A SOD ndo deve
portanto, estar envolvida na tolerancia a deficiéncia de P.

Os dados aqui apresentados mostraram diferencas significativas entre os
gendtipos, em condi¢des de deficiéncia de P, apenas para atividade de catalase. E
possivel que o gerenciamento diferenciado do estresse oxidativo contribua para a
tolerdncia de Toropi. Entretanto, para confirmar a habilidade destes genotipos de lidar
com o estresse oxidativo, seria necessario verificar os niveis dos radicais livres, ou o

nivel de peroxidacao de lipideos e proteinas, sintomas da nao detoxificagao.

4.5  Sequéncias diferencialmente expressas na deficiéncia de P

Para comparar os processos de resposta em trigo ao Al e a deficiéncia de P
optou-se por identificar sequéncias génicas diferencialmente expressas nestas
condigdes. Em 2007, Boff desenvolveu biblioteca subtrativa pelo método de SSH
utilizando a subtragdo do RNAm obtido de apices radiculares do cultivar Toropi do
RNAm de apices radiculares submetidos a uma hora de exposi¢do ao Al em hidroponia.
Para a deficiéncia de P, em arroz foi desenvolvida biblioteca subtrativa, contrastando a
suficiéncia com a deficiéncia de P em solugdo nutritiva por dez dias (Yu et al., 2005).

Em decorréncia de haverem estoques de P nas células e as respostas variarem com o



85

tempo de exposicdo a deficiéncia, a utilizacdo de um periodo de dez dias tem como
objetivo certificar-se que a planta encontra-se em estresse de P. Este periodo foi também
o que permitiu Silva et al (2008) diferenciarem os gendtipos Toropi e Anahuac quanto a
tolerancia a P. No entanto, como as respostas iniciais muitas vezes sao as mais
importantes para a aclimatacgao, optou-se por utilizar “bulk” de trés tempos de exposi¢ao
a deficiéncia de P: 24, 120 e 240 horas. A biblioteca desenvolvida, portanto, possuiu
sequéncias génicas que foram induzidas em pelo menos um destes tempos.

Os clones desenvolvidos pelo método de SSH sao obtidos pelo processo de
hibridizacdo com o uso de excesso de cDNA controle (driver) (Sagerstrom et al.,
1997). A técnica de SSH, combinou normalizagdo, equalizagdao da abundancia de cDNA
da populagdo alvo, e subtracdo, que exclui as sequéncias comuns entre a populagdo
alvo, ou tester (-P), contra a driver (+P) (Diatchenko et al., 1996).

A biblioteca de seqiiéncias subtraidas, resultado da passagem tunica do
sequenciamento dos clones da biblioteca, forneceu sequéncias curtas de transcritos
(ESTs — Expressed Sequence Tags) que sao uma parte pequena das extremidades
proximas a cauda de poliA do cDNA obtido de um gene. Do ponto de vista funcional, o
resultado fornece o padrao de expressdo da caracteristica analisada, no caso a resposta a
deficiéncia de P pela cultivar Toropi por 24, 120 e 240 horas.

Uma vez determinada a qualidade das sequéncias, estas informacdes podem ser
utilizadas para determinar padroes de expressdo, localizar a posicdo de genes nos
cromossomos, identificar l6cos de caracteristicas quantitativas, contribuir para a
genética comparativa entre as espécies, mas principalmente ajudar a decifrar genes
candidatos que contribuam para a superioridade da caracteristica em estudo (Hatey et
al., 1998).

As sequéncias obtidas pelo método diferencial foram um total de 96 clones, dos

quais se obteve 64 sequéncias adequadas para andlise. Devido a problemas no
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sequenciamento ou nas amostras, a eficiéncia do sequenciamento foi de apenas 66%.
Apos a identificacdo das sequéncias Unicas e limpeza de vetores e contaminantes
restaram 33 sequéncias Unicas ou seja, ocorreu 51% de redundéncia. As sequéncias
foram renomeadas como PiTr (Phosphate inorganic Toropi), seguido pelo numero de
identificacdo da sequéncia. Através do alinhamento das sequéncias, realizado pelo
BioEdit, foram identificadas as redundancias, a sequéncia PiTr04 apresentou maior
numero de sequéncias similares, 7, seguido por PiTrl3 e PiTr32 com 5 sequéncias,
PiTrll e PiTr31 com quatro, PiTr16, PiTr20 e PiTr26 com trés e o restante com
sequéncias duplas e tnicas.

A validagao da expressdao diferencial de seqiiéncias obtidas por SSH pode ser
realizada via técnicas classicas como o PCR (Reagdo em Cadeia de Polimerase) semi-
quantitativo, Northern blot ¢ PCR em tempo real, sendo este ultimo utilizado neste
estudo. No processo de validacdo obtém-se RNAm de material cultivado nas mesmas
condi¢des utilizadas para desenvolvimento do SSH e avalia-se direta ou indiretamente a
quantidade de RNAm das sequéncias obtidas para verificar se realmente ocorre maior
indugdo destas na condicdo tester, neste caso deficiéncia de P por 24, 120 e 240 horas,
em relagdo a situacdo controle, suficiéncia de P nos mesmos tempos em raizes do
cultivar de trigo Toropi.

Para a validagdo ¢ necessario utilizar um gene com expressdao nado alterada pela
condi¢do em estudo, o qual servira como controle endégeno para normalizagdo da
expressao, uma vez que as quantidades iniciais de RNAm podem ter variado entre as
amostras. Dos quatro genes comumente utilizados como controle enddgeno, apenas 28S
rRNA foi adequado neste estudo, amplificando de forma adequada (FIGURA 33). No
caso do gene que codifica gliceraldeido 3fosfato desidrogenase, apesar deste ser
considerado constitutivo e amplamente utilizado, os resultados obtidos por Duff et al.

(1989) indicam claramente altera¢do na sua atividade em condi¢des de limitagdo de P.
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Reducdes em NAD-gliceraldeido 3fosfato desidrogenase, que utiliza P, e aumentos em
NADP-gliceraldeido 3fosfato desidrogenase, que nao utiliza P, fariam parte das
estratégias para manter o metabolismo em condi¢des prolongadas de limitagao de P. No
caso da actina e ubiquitina, também considerados constitutivos pela literatura em geral,

observa-se variacao em genes destas familias na presenga de Al (Limberger, 2006).

FIGURA 33. Curva de dissociagdo e amplificagdo em PCR em tempo real para controle
endogeno 28S rRNA.

Para validar as sequéncias obtidas na biblioteca de SSH, iniciadores para estas
foram desenhados e analisados em PCR em tempo real. Dos 33 pares de iniciadores
desenhados, 20 pares de iniciadores amplificaram adequadamente. Os demais, PiTr01,
PiTr05, PiTr07, PiTrl2, PiTrl7, PiTrl8, PiTrl9, PiTr28, PiTr29, PiTr30, PiTr31,
PiTr32 e PiTr33 ndo geraram fragmento, ou ndo amplificaram fragmentos unicos, o que
foi verificado nas curvas de dissociacdo pela presenga de multiplos picos. A ndo
amplificagdo de fragmentos Unicos, em geral, se deve aos genes pertencerem a familias
multigénicas com grande similaridade e os iniciadores desenvolvidos ndo serem capazes
de discriminar entre estes.

As vinte sequéncias avaliadas apresentaram maior quantidade de RNAm nas
raizes submetidas a deficiéncia de P do que nas cultivadas em suficiéncia deste nutriente
em pelo menos um dos tempos de duragdo do estresse. No entanto, as sequéncias

PiTr20, PiTr25, PiTr26 e PiTr27 apresentaram desvios entre amostras que ndo permitem
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considera-las validadas. Desta forma 16 sequéncias foram consideradas validadas como
diferencialmente expressas na deficiéncia de P em Toropi (TABELA 18).

Trés sequéncias mostraram aumento na expressao relativa apenas nas 24 horas
de deficiéncia de P em Toropi, PiTr21, PiTr22 e PiTr23. A expressdo destas foi
aproximadamente 2,5, 2,5 e 4 vezes superior a ocorrida na suficiéncia de P. Outras duas
apresentaram inducdo apenas nas 120 horas, PiTr09 e PiTr24, com aumento de
expressdo em torno de 6 e 2 vezes, respectivamente. A sequéncia PiTr02 apresentou
aumento de expressdo significativo em 24 e 120 horas com aumento em torno de 5
vezes da sua expressdo e a sequéncia PiTr16 em 120 e 240 horas com aumento de cerca
de 3 vezes. Todas as demais sequéncias foram validadas para os trés tempos de
exposicao a deficiéncia de P (TABELA 18). Houve diferencas na magnitude do
incremento da expressao relativa nos diferentes tempos. PiTr03, PiTr06, PiTr08, PiTr10
e PiTr13 mostraram maior expressdo relativa nas 120 horas, sendo esta bastante elevada
(TABELA 18). Enquanto, PiTrll e PiTr14 apresentaram maior expressdo relativa nas
240 horas de deficiéncia, também com aumentos superiores a 10 vezes. J4, a expressao
relativa da sequéncia PiTr15 foi similar nos tempos de 24 e 120 horas, reduzindo-se nas
240 horas. Por final, PiTr04 apresentou incremento de cerca de duas vezes as 24 horas e
nos demais tempos a expressao relativa elevou-se acima de 15 vezes.

TABELA 18. Expressdo relativa das sequéncias génicas da biblioteca subtrativa de

apices radiculares do cultivar de trigo Toropi em resposta a deficiéncia
de P por 24, 120 e 240 horas.

Tempo (horas)

Sequéncia 24 120 240
Expressdo relativa*
PiTr02 5+0,9 4,5 +0,7 1,7 £1,0
PiTr03 2,5+0,5 12,6 £0,9 7,2 +0,9
PiTr04 2,4 +0,8 22,9 £1,0 16,6 £0,8
PiTr06 59+1,0 27,7+1,2 4,8 +1,1
PiTr08 3,9+0,9 16,8 £1,6 4,5+1,6

PiTr09 2,4 +1,2 14,5 £1,1 1,3+1,0
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Continuacado TABELA 18. Expressdo relativa das sequéncias génicas da biblioteca
subtrativa de apices radiculares do cultivar de trigo Toropi
em resposta a deficiéncia de P por 24, 120 e 240 horas.

PiTr10 5,8+0,8 16,3 1,2 6,4 0,1
PiTrll 6,0 0,9 52 40,8 10,1 +1,0
PiTr13 5,809 8,9+1,0 58+1,0
PiTr14 7,5+0,9 9,1 £1,4 18,0 +2.2
PiTr15 8,0 £1,0 10,7 40,8 3.0 +1,4
PiTr16 1,5 40,9 32+1,0 2.5+0,7
PiTr20 1,7 £1,0 1,5+0,9 0,7 +0,7
PiTr21 2.5+1,0 1,1+0,7 1,0 £0,6
PiTr22 2.7+0,9 1,2 40,9 1,0 £0,8
PiTr23 3,9+1,1 0.8 £1,1 1,2+0,9
PiTr24 1,2 £1,0 2.6 +0,7 1,1 £1,0
PiTr25 1,4 +1,0 1,2 40,8 0,8 +0.8
PiTr26 0,6 £0,9 1,3 40,8 0,2 +0.,8
PiTr27 1,6 £0,9 1,0 £1,1 1,9 40,9
PiTr30 3,6 0.9 0,6 0.8 0,1 +0,7

*0O gene 28S foi utilizado como controle endégeno para normalizagdo. A expressio relativa compara
condi¢do de suficiéncia contra deficiéncia de P em 24, 120 e 240 horas em apices radiculares.

4.6 Comparacao da expressao relativa das sequéncias diferencialmente
expressas na deficiéncia de P em Toropi e Anahuac

O objetivo principal do desenvolvimento da bilioteca de sequéncias génicas
diferencialmente expressas na deficiéncia de P foi identificar possiveis genes envolvidos
na tolerancia a este estresse. Assim, com a intencdo de identificar possiveis candidatos
foi realizada a comparacdo da expressdo relativa entre genétipo tolerante (Toropi) e
sensivel (Anahuac). Sequéncias com maior expressdo apenas em Toropi podem ser
consideradas candidatas ao envolvimento na tolerancia, enquanto as com expressao
similar entre os genotipos possivelmente representam respostas comuns ao estresse que
nao conduzem a tolerancia.

As sequéncias PiTrl6, PiTr20, PiTr21, PiTr22, PiTr24, PiTr25, PiTr26 e PiTr27
em Anahuac mostraram em todos tempos expressdo relativa igual ou superior a obtida

em Toropi, desta forma estdo possivelmente estdo relacionadas a resposta a P mas nao
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ao estabelecimento da tolerancia (FIGURA 34). Salienta-se que em Anahuac em 240
horas de deficiéncia de P a expressao das sequéncias PiTr20, PiTr25 e PiTr26 tiveram
aumento significativo em relagdo a suficiéncia de P (3, 2,6 e 8 vezes superior,
respectivamente), confirmando entdo o envolvimento destas na resposta a P.

Toropi teve maior expressao relativa na deficiéncia de P em relacdo ao Anahuac,
em todos os tempos testados, em duas sequéncias, PiTr11 e PiTr14, sendo estas fortes
candidatas a conduzirem a tolerancia (FIGURA 35). Outras candidatas seriam PiTr(02,
PiTr10, PiTr13e PiTrl5 que tiveram maior expressdao em Toropi nos tempos 24 e 120
horas (FIGURA 35), PiTr23 com maior expressao apenas nas primeiras 24 horas,
PiTr06, PiTr08 e PiTr09 com maior expressao em Toropi nas 120 horas de deficiéncia
de P (FIGURA 36). PiTr03 e PiTr04 foram mais expressas nos tempos 24 e 240 horas
em Anahuac, entretanto apresentaram em 120 horas maior expressao em Toropi. Desta
forma, a possibilidade destas serem mediadoras da tolerancia ¢ pequena, a menos que o
momento especifico da expressdo seja importante no resultado final da resposta

(FIGURA 36).
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FIGURA 34. Expressao relativa temporal de genes com expressdo em Anahuac superior

a Toropi, diferencialmente expressos sob deficiéncia de P, em raizes de
trigo genotipos Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras brancas) depois
de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia de P, em relacao a suficiéncia.
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FIGURA 35. Expressao relativa temporal de genes com expressao em Toropi superior a
Anahuac, diferencialmente expressos sob deficiéncia de P, em raizes de
trigo geno6tipos Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras brancas) depois
de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia de P, em relacao a suficiéncia.

PiTr23 pode ser necessaria para processos iniciais de inducdo da aclimatagao,
enquanto as que foram maiores em Toropi apenas nas 120 h podem estar envolvidas nas
respostas aclimatativas. Salienta-se que nenhuma sequéncia foi superior em Toropi
apenas nas 240 horas, supdem-se que neste tempo, ja considerado longo de exposi¢ao
ao estresse os processos aclimatatorios ja devem estar em funcionamento, o que
explicaria a ndo ocorréncia de diferencas exclusivas a este tempo entre gendtipos

tolerantes e sensiveis.
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FIGURA 36. Expressao relativa temporal de genes com expressao em Toropi superior a
Anahuac as 120 horas, diferencialmente expressos sob deficiéncia de P,
em raizes de trigo genétipos Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras
brancas) depois de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia de P, em relagdo a
suficiéncia.

4.6.1 Efeito da deficiéencia de P sobre a expressio de sequéncias
responsivas ao Al
Se condi¢des de deficiéncia de P induzissem sequéncias responsivas ao Al, a

hipdtese deste trabalho que P e Al induzem processos similares seria confirmada pelo

menos parcialmente. A hipotese nao ¢ confirmada completamente porque se
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considerada a ndo aclimatagdo todos os estresses causam processos similares, como a
redugdo do crescimento e reducdo de sobrevivéncia das plantas, assim a expressao foi
avaliada em gendtipo tolerante e em genotipo sensivel para tentar diferenciar efeitos de
resposta ao estresse daqueles da tolerancia.

As sequéncias testadas faziam parte da biblioteca de SSH a exposi¢ao de apices
radiculares do cultivar de trigo Toropi ao Al por uma hora, desenvolvida por Boff
(2006) (TABELA 7). De um total de 26 pares de iniciadores utilizados apenas AluTr07,
AluTr09, AluTr48 e AluTr68 ndo amplificaram, ou ndo geraram fragmentos Unicos, o
que foi observado através das curvas de dissociagao.

Todas as 22 sequéncias para Al que amplificaram fragmento unico em alguma
das condi¢des de P apresentaram aumento da expressao relativa em resposta a
deficiéncia de P em um ou mais tempos nas raizes de trigo (FIGURAS 37 a 40).
Confirmando a hipotese da inducdo de processos similares entre deficiéncia de P e
presenga de Al.

As sequéncias AluTrll e AluTrl4 tiveram nos diferentes tempos expressao
relativa similar entre os gendtipos ou maior expressao em Anahuac, gendtipo sensivel
ao Al e a deficiéncia de P (FIGURA 37). Sugerindo que sua agdo esteja mais
relacionada ao estresse € ndo ao estabelecimento da tolerancia, pelo menos em relagdo a
deficiéncia de P. O mesmo ocorreu com as sequéncias AluTr04, AluTr08, AluTrl2,
AluTr26, AluTr64 e AluTr67, as quais tiveram incremento em sua expressao ao longo

do tempo (FIGURA 37).
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FIGURA 37. Expressao relativa temporal de genes com expressdo em Anahuac superior
a Toropi até as 240 horas, diferencialmente expressos na presenga de Al
toxico, em raizes de trigo gendtipos Toropi (barras pretas) e Anahuac
(barras brancas) depois de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia de P, em
relacdo a suficiéncia.
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Apenas trés sequéncias, AluTrl3, AluTrl5 e AluTr95 apresentaram em pelo
menos um tempo maior expressao em Toropi € ndo diferiram de Anahuac nos demais
tempos (FIGURA 38). No caso de AluTrl3, a maior expressao em Toropi ocorreu as
240 horas, enquanto para AluTrl5, essa se deu as 24 horas quando Toropi apresentou o
dobro da expressdao que Anahuac. Em relagdo a AluTr95, houve um incremento na
expressao com o tempo e Toropi foi superior a Anahuac nos tempos 120 e 240 horas
com diferengas de expressdao relativa de 3 para 37 vezes e de 32 para 54 vezes,

respectivamente. Estas sequéncias podem estar relacionadas ao estabelecimento da

tolerancia em Toropi em ambos os estresses.

Expressiorelativa AluTrl3

0.0
24h 120h 240h

Tempo (horas)

6.0 61.0
i 41.0
g 210

4 L

0.0 1.0 ——

Expressiorelativa AluTrl5
! 5 :
Expressdaorelativa AluTy95

24h 1200 240 h 24h 1200 240h

Tempo (horas) Tempo (horas)

FIGURA 38. Expressao relativa temporal de genes com expressdo em Toropi superior a
Anahuac em pelo menos um tempo, diferencialmente expressos na
presenga de Al toxico, em raizes de trigo gendtipos Toropi (barras pretas)
e Anahuac (barras brancas) depois de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia
de P, em relacdo a suficiéncia.

As sequéncias AluTrl7, AluTr42 e AluTr43 expressaram-se mais em Toropi em

dois tempos de exposi¢do a deficiéncia de P, as primeiras duas sequéncias nos tempos
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120 e 240 horas e, a terceira as 24 e 240 horas (FIGURA 39). E possivel que ndo apenas
a expressao da sequéncia per se, ou mesmo a sua magnitude sejam importantes para a
aclimatagdo, mas o momento em que esta ocorre. Portanto, ndo se pode descartar a
possibilidade destas sequéncias com comportamento misto ao longo do tempo estarem

envolvidas na tolerincia aos estresses de deficiéncia de P e presenca de Al.
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FIGURA 39. Expressao relativa temporal de genes com expressdao em Toropi superior a
Anahuac pelo menos dois tempos, diferencialmente expressos na presenca
de Al toxico, em raizes de trigo genotipos Toropi (barras pretas) e
Anahuac (barras brancas) depois de 24, 120 e 240 horas da deficiéncia de
P, em relacdo a suficiéncia.

As demais sequéncias apresentaram resultados opostos em termos de maior
expressao nos genotipos entre os tempos. Observou-se maior expressao em Toropi em
relacdo ao Anahuac nas 24 horas para as sequéncias AluTr05 (aumento de 5 vezes)
AluTr06 (aumento de 2 vezes contra 5 vezes), AluTrl6 (aumento de 4 vezes contra 1,5
vezes), AluTr30 (aumento de 2 vezes) e AluTr45 (aumento de 7 vezes contra 2 vezes).

No entanto, estas sequéncias tiveram maior expressao em Anahuac especialmente as

240 horas (FIGURA 40).
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FIGURA 40. Expressdo relativa temporal de genes diferencialmente expressos na
presenca de Al toxico, com expressdo em raizes de trigo genotipos
Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras brancas) depois de 24, 120 e
240 horas da deficiéncia de P, em relacao a suficiéncia.
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A sequéncia AluTrl0 por sua vez mostrou maior expressao em Toropi as 120
horas (aumento de 9 vezes) e maior em Anahuac as 240 horas (aumento de 3 vezes)
(Figura B). Por outro lado, AluTr02 e AluTr59 tiveram maior expressao em Toropi nas
240 horas de deficiéncia de P, com aumentos de 25 vezes contra 10 vezes e, de 80 vezes

contra 50, respectivamente (FIGURA 40).

4.6.2 Comparagcdo das sequéncias diferencialmente expressas em

deficiéncia de P com sequéncias depositadas em bancos de dados

Na busca inicial de informagdes sobre a fungdo das sequéncias diferencialmente
expressas, estas foram comparadas em banco de dados do NCBI (GenBank, EMBL-
Bank e CIB-DDBJ) pelo alinhamento BLAST para ESTs em todo o banco, BLASTn,
para proteina apenas para trigo comum.

Atualmente, entre as sequéncias ESTs de plantas depositadas no banco de dados,
as de trigo comum estdo em primeiro lugar, com nimero de 1.064.087 sequéncias.
Porém apesar do grande numero de sequéncias depositadas, a grande maioria ndo
disponibiliza informagdes de possivel fungdo, apenas informam a situagdo na qual foi
obtida ou encontrada. Mesmo assim estas informacdes sdo validas para confirmagdo da
espécie, do tecido e tipo de estresse onde se encontram as sequéncias de estudo.

Os resultados do BLASTn para ESTs revelaram apenas um caso sem
similaridade significativa, PiTr30. Na classificacdo, apenas seis sequéncias mostraram-
se similares a outras familias que ndo a Triticeae, PiTr03, PiTr07, PiTr16, PiTr22,
PiTr27, PiTr33 (TABELA 19). O restante das sequéncias, 79%, possui similaridade
significativa para a familia Triticeae, e 45% sdo similares para o trigo comum (7.
aestivum). Cerca de 67% das sequéncias apresentaram similaridade com sequéncias

obtidas sob algum tipo de estresse, permitindo inferir que a maioria das sequéncias
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i1soladas € responsiva a mais de um estresse. Quando se considera a origem (tecido ou
orgdo) das ESTs, a maioria das sequéncias obteve similaridade com plantulas e folhas, e
apenas 9% com raizes, de onde se extraiu 0o mRNA do estudo.

O NCBI conta com apenas 6.586 proteinas em seu banco de dados para trigo
comum (7. aestivum), um niimero muito baixo considerando que devem existir cerca de
30.000 genes. Na busca de informagdes sobre as proteinas codificadas pelas sequéncias
obtidas ou predi¢ao de fungdes foi realizado o BLASTx para trigo comum, obtendo-se
resultados de proteinas hipotéticas (TABELA 20). Todas as sequéncias diferencialmente
expressas apresentaram alguma similaridade, no entanto apresentaram altos valores para
e-Value e baixa identidade, resultado provavelmente de serem fragmentos curtos, nao
superiores a 300 pb, e 0 BLASTx considerar o tamanho completo da proteina. Assim, a
discussdao ¢ meramente especulatoria.

As sequéncias foram divididas em categorias funcionais segundo a homologia e
predi¢do a partir dos dados do BLASTx: metabolismo, compreendendo metabolismo
primario e secundario; estrutura e desenvolvimento, responsaveis pela manutencao da
estrutura celular e tecidual e sua diferenciacdo temporal e espacial; processamento de
informacdes, toda a parte de sinalizacdo a estresses ou de manuten¢ao celular e outros:
outros, aquelas que ndo se encaixaram nas categorias acima.

Existem no minimo duas respostas para a deficiéncia de Pi em raizes, uma
controlada pela condicdo da planta inteira (sistémica) e outra sendo controlada pelo
sinal de Pi local. Os genes podem também ser divididos em fun¢do de sua resposta
temporal, cedo ou tarde, durante a deficiéncia de P (Schachtman & Shin, 2007). Assim,
neste estudo a indugdo temporal dos genes em resposta a deficiéncia de P foi analisada
desde 24 horas até 240 horas apds a remogdo do Pi e a indugdo espacial apenas nas

raizes, por acreditar-se ser este o 6rgdo com maior resposta a situacao de P na planta.
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4.7  Possivel envolvimento das func¢des preditas das sequéncias das

bibliotecas SSH na resposta a deficiéncia de P

4.7.1 Alteracdes no metabolismo

P ¢ elemento essencial para processos de obten¢do de energia em plantas, tendo
um importante papel no metabolismo, incluindo fotossintese e respiragdo. Uma série de
enzimas “by pass” sdo ativadas pela deficiéncia de Pi, principalmente enzimas
relacionadas ao fluxo de carbono (Duff ef al., 1989). As rotas metabodlicas modificadas
pela deficiéncia de P incluem o fluxo de acidos organicos, glicolise, respiracdo e
metabolismo secundario (Vance ef al., 2003).

Neste estudo foram encontrados nove sequéncias com similaridades a genes
associados com metabolismo (TABELA 20). Para dois destes genes, PiTr07 e PiTr33
ndo foi possivel confirmar a expressdo diferencial. Outras nove sequéncias com
similaridade a genes associados a metabolismo, porém encontrados sob presenca de Al,
foram avaliados sob deficiéncia de P (TABELA 7), apenas AluTr48 ndo amplificou.

Entre as sequéncias associadas a metabolismo foram identificadas cinco
relacionadas ao ciclo dos acidos organicos, duas similares a succinato desidrogenase
(PiTr03 e AluTr11). PiTr03 mostrou-se induzida em todos os tempos avaliados nos dois
genotipos, no entanto Anahuac apresentou maior expressao nas 24 e 240 horas e Toropi
as 120 horas ap0ds o inicio da deficiéncia de P (FIGURA 36). Enquanto AluTrl1 s6 foi
induzida em Toropi nas primeiras 24 horas de estresse, € em Anahuac houve aumento
da indu¢do com o prolongamento da deficiéncia de P, chegando a expressdao 8 vezes
maior que sob disponibilidade de P as 240 horas de estresse. Interessante ressaltar que
maior expressdo em Anahuac do que em Toropi também foi observada na sequéncia
similar a succinil-CoA ligase (AluTr04) e na similar a piruvato descarboxilase (AluTr

26) em 240 horas (FIGURA 37). Por outro lado, a sequéncia similar a aconitase
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hidratase (AluTr10) mostrou-se 9 vezes mais induzida em Toropi do que em Anahuac
nas 120 horas de deficiéncia de P (FIGURA 39). Esses resultados sugerem que ha
aumento da expressao desses genes sob limitacdo de P, podendo resultar em maior
secrecdo de acidos organicos, no entanto este aumento nao estd associado a maior
tolerancia observada em Toropi, ja4 que o aumento da expressao foi mais significativo
para Anahuac, o genétipo sensivel. No entanto, ao se considerar a maior capacidade de
Toropi em manter os niveis de Pi livre na parte aérea em comparagdo ao Anahuac
(FIGURA 14 a 18), ¢ esperado que Anahuac secrete maior quantidade de acidos
organicos por necessitar de maior quantidade de P.

A identificagcdo de apenas uma enzima do ciclo de acidos organicos na biblioteca
de deficiéncia de P poderia sugerir que a liberacao e atuacdo dos acidos organicos para a
tolerancia a deficiéncia de P em Toropi podem ndo ser cruciais. O fato dessas
sequéncias obtidas na biblioteca de Al ndo terem sido obtidas na biblioteca sob
limitagdo de P possivelmente se deve ao pequeno nuimero de clones avaliados, em
especial no caso de AluTr04 e AluTr26, onde o aumento de expressdo foi bastante
significativo também em Toropi. Além disso, a liberacdo de &acidos organicos em
gramineas ¢ menos eficiente que em raizes de leguminosas, como um mecanismo de
adaptacgdo a deficiéncia de P (Dong et al., 2004, Shen et al., 2002), apesar de ser um dos
principais mecanismos de tolerincia ao Al. E interessante ressaltar que apesar do
aumento da secrecao de acidos organicos ocorrer na tolerancia ao Al em trigo (Ma et al,
2000; Kochian et al., 2004) aumento na expressao destes genes ¢ pouco documentada.
Ha relatos de aumento na secrecdo de acidos organicos sem alteragdo perceptivel da
expressao das enzimas do ciclo dos 4cidos organicos (Xiao et al., 2005), o que sugere a
ocorréncia também de regulagdo pos-transcricional.

A sequéncia similar a protoclorofilida redutase (PiTrl6), apresentou maior

quantidade de transcritos em Anahuac as 240 horas, ndo diferindo de Toropi nos demais
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tempos (FIGURA 34). Protoclorofilida redutase ¢ a enzima responsavel por catalisar a
redugdo de protoclorofilida para clorofilida, sendo a penultima reacdo para biossintese
de clorofila, ¢ dependente da luz e de NADPH (Oliver & Griffiths, 1980). Apesar de
utilizar a luz como ‘substrato’ durante a catalise, a formacao ¢ acumulagdo da enzima
em plantas ¢ marcada pela auséncia de luz ou reducao de radiacao; na condigdo de luz,
ha a redugdo dramatica na quantidade da enzima (Teakle & Griffthis, 1993; Schoefs &
Franck, 2003). Hipotetisa-se que o aumento da enzima protoclorofilida redutase seja
devido a diminui¢do da atividade fotossintética pelo estresse a deficiéncia de P, pois ha
presenca de NADPH que pode ser evidenciada a partir da analise de expressdao do gene,
AluTr64 (NADP-isocitrato desidrogenase), que aparece em maior quantidade em todos
os tempos analisados e com aumento continuo, alcancando incrementos de 60 vezes
(FIGURA 37).

N-miristoil transferase (PiTr23), em plantas, atua na modificagdo de proteinas
pela adicio de lipidios. E uma forma de modificagio pds e cotranscricional em
proteinas, ligando o 4cido miristico ao N-terminal de um residuo de glicina da proteina,
esta reacdo ¢ chamada de N-miristoilacdo (Ishitani ez a/l., 2000). Em muitos casos essa
modificagdo ¢ essencial para a fungdo da proteina mediando interagdes entre
membranas ou mesmo entre proteinas (Jonhson ef al., 1994). N-miristoilacdo ¢
conhecida por afetar uma série de familias de proteinas, como as proteinas quinases
calcio dependente e fatores de ADP-ribosilagao (ARFs), afetando rotas de transdugao.
Maior expressao de ARFs foi observada em aveia, sorgo e trigo submetidos ao estresse
de Al (Boff, 2006; Limberger, 2005). Os niveis de ARFs afetam o crescimento
radicular via auxinas (Zhuang, 2005), caracteristica também alterada em resposta a
deficiéncia de Pi. Entre os principais alvos da N-miristoil transferase encontram-se as
quinases relacionadas a SNF1 (SnRK1), importantes na resposta a estresses (Pierre et

al., 2007). SNF1 foi identificada como atuante na aclimatagdo a deficiéncia de P, onde
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ao atuar sobre o metabolismo de glicose gera acumulo de amido e inibicao do
alongamento de raiz (Hernandez et al., 2007). Em Toropi, a expressdao desta sequéncia
foi superior apenas nas 24 horas, sugerindo importancia na resposta inicial a deficiéncia
de P e talvez necessaria a tolerancia (FIGURA 36), sendo este um gene candidato a
maiores estudos.

A enzima glicosiltransferase (PiTr25) faz parte de uma familia multigénica que
atua na glicosilagdo de moléculas e componentes celulares, em arabidopsis mais de 100
sequéncias génicas de glicosiltransferases podem modificar metabolitos secundarios (Li
et al., 2001). Reagdes de glicosilacao estdo envolvidas na biossintese, modificagao,
transporte, € estocagem de metabolitos secundarios, tém importante papel no transporte
de mondmeros de lignina do citosol até a parede celular, na inativacdo de hormonios e
no metabolismo da biossintese dos flavondides (Wang & Hou, 2009). Esta sequéncia
teve expressao similar em ambos os genotipos até as 120 horas, sendo um efeito do
estresse. Possivelmente, seu aumento em Anahuac apos este periodo esta envolvido com
o aumento do estresse (FIGURA 34).

A sequéncia similar a corismato sintase (AluTrl6) apresentou aumento
significativo de expressdo em Toropi apenas nas primeiras 24 horas, enquanto em
Anahuac houve acréscimo dos transcritos com o passar do tempo (FIGURA 39). J4 a
sequéncia similar a chalcona sintase (PiTr11) teve maior expressao em Toropi em todos
os tempos (FIGURA 35). Essas duas enzimas fazem parte de importantes rotas do
metabolismo secundéario, a do chiquimato e dos flavonodides. Estas sdo rotas interligadas
que atuam na formag¢ao de aminoacidos, lignina e em resposta a estresses de nutrientes
como o P e o N (Scheible et al., 2004, Wang et al., 2004, Misson et al., 2005,
Morcuende et al., 2007). A primeira enzima da rota do chiquimato (FIGURA 41),
DAHPS, catalisa a reagdo de fosfoenolpiruvato (PEP), e eritrose-4-P, rendendo 3-

desoxi-D-arabino-heptulosonato e liberando Pi, sob deficiéncia de P esta ¢ a primeira
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fase de reciclagem do Pi. O gene que codifica DAHPS, respondeu a deficiéncia de P
com um aumento de trés vezes o nivel dos transcritos em analises de microarranjo
(Misson et al., 2005; Morcuende et al., 2007).

A enzima chiquimato quinase (SK) apresenta complexa regulacdo e expressao,
possuindo quatro genes em arabidopsis. Herrmann & Weaver (1999) afirmam que nesta
etapa da rota estdo envolvidas a regulacdo transcricional e pos-transcricional, o que
explicaria a diminuicdo no numero de transcritos para a corismato sintase (CS) ao
passar do tempo para Toropi. Adicionalmente, a partir do corismato se inicia a rota dos
aminoacidos aromaticos. O aumento da presenca de aminoacidos como o triptofano,
fenilalanina e tirosina inibe a expressdo das enzimas da rota dos aminodcidos
aromaticos refletindo na diminuicdo da presenga da corismato sintase (Voll et al.,
2004).

Na tolerancia ao Al, a corismato sintase pode estar envolvida na biossintese de
lignina, relatada em resposta ao estresse (Boff, 2006). Sasaki et al.(1996) sugere que a
inibicdo do crescimento radicular em contato com Al toxico estd correlacionada com a
deposicao de lignina nas raizes, no entanto a peroxidagdo da lignina poderia ser um
dreno de radicais livres (peréxidos) reduzindo parcialmente o estresse causado pelo Al.
Na deficiéncia de P, aumento da lignina ndo tem sido observado (Lillo et al., 2008),
porém a sintese de corismato antecede a formacdo de outros metabolitos secundarios
que podem ser importantes na aclimatagdo, sugerido pela maior expressdao da chalcona
sintase (P1Tr11) em Toropi. Chalcona sintase utiliza para formagado de fenilpropanoides
a mesma molécula utilizada para a sintese de lignina, a 4-coumaroil-CoA. Maiores
quantidades de chalcona sintase conduziriam a um aumento nos flavonoides, moléculas
protetoras contra a radiagdo UV, como antocianinas. Estudos de deficiéncia de P
mostraram aumento de duas a trés vezes na sua expressdo (Misson et al., 2005;

Morcuende et al., 2007).
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FIGURA 41. Esquema simplificado da rota do chiquimato e dos flavonoides em plantas
(Adaptado de Lillo et al., 2008). Caixas cinzas indicam as enzimas

diferencialmente expressas para SSH, as setas pretas indicam a expressao
do gene em Toropi com o prolongamento do estresse de P.

O aumento na acumulacdo de flavondides em resposta a deficiéncia mineral
pode ser causado por mudangas na estabilidade e degradagdo dos flavonoides como
resultado do aumento da atividade de glicosilases (Scheible ef al., 2004, Morcuende et
al., 2007, Lillo et al., 2008), como observado a presenga de genes de glicosiltransferases
(PiTr25) diferencialmente expressos para deficiéncia de P.

Em tecidos ndo fotossintetizantes como as raizes, a sacarose fosfato sintase atua

na ressintese da sacarose para exportagdo ou mesmo a partir de sacarose ¢/ou amido
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degradados, onde ¢ resintetizada para formar outros produtos (Geigenberger et al.,
1997). Atualmente ¢ aceito que acUcares ndo sdo somente nutrientes essenciais, mas
também atuam como sinal critico regulando muitos aspectos do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Yuan & Liu, 2008). Na deficiéncia de P, como revisado
por Hammond & White (2008), o papel da sacarose nas raizes € bastante complexo, ela
parece ser requerida na regulagdo da arquitetura das raizes, no aumento da indugdo da
densidade das raizes laterais e na densidade e comprimento dos pelos radiculares, mas
nao estd envolvida na inibi¢do da raiz priméria e na perda da atividade meristematica da
raiz segundo demonstrado por Jain et al. (2007). Contrariamente, experimentos
realizados por Mishra & Dubey (2008) em arroz com diferentes doses de Al, mostram
que a atividade de sacarose fosfato sintase declinou significativamente com o aumento
das doses de Al em todas as cultivares, sugerindo que a planta tende a acumular hexoses
devido ao baixo status de fosforilagdo da glicose e/ou frutose e pelo aumento de
enzimas degradadoras da sacarose. A sequéncia similar a sacarose-fosfato sintase
(PiTr08) apresentou maior expressao em Toropi do que Anahuac nas 120 horas e foi
similar nos demais tempos (FIGURA 36). Sacarose fosfato sintase ¢ uma enzima da
familia das glicosiltransferases e atua na sintese da sacarose-6-P (UDP-glicose + D-
frutose-6-P), a qual representa um ponto chave no controle da sintese da sacarose em
plantas.

O vacuolo tem um grande papel na deficiéncia de P atuando como reserva
prontamente disponivel de Pi e auxiliando nas rotas de atalho do piruvato e
fosfoenolpiruvato. Assim, maior atividade de ATPase indica maior utilizagdo do
vacuolo atuando na manuten¢do do pH do limen vacuolar ou no mecanismo tampao
citoplasmatico (Mimura et al., 1990). O processo de mobilizagdo de Pi vacuolar na
deficiéncia de P provavelmente requer um transporte dependente de energia através do

tonoplasto, apesar do transporte simporte H'/H,POy” ser termodinamicamente possivel
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(Schachtman et al., 1998). A expressdo da sequéncia similar a ATPase vacuolar
subunidade E (AluTr06) foi superior em Toropi apenas nas 24 horas de estresse, apos
este periodo a expressao foi superior em Anahuac (FIGURA 39). Esses dados sugerem
que Toropi responde mais rapidamente a deficiéncia de P que Anahuac, sendo a
remobilizacdo necessaria apenas no inicio da deficiéncia. Em Anahuac a remobilizacdo
continua sendo requerida até as 240 horas.

A regulacdo e os sinais que atuam nas cascatas de transdugdo de sinais em
respostas a deficiéncias nas plantas ainda estdo em debate, mas ¢ sabido que as plantas
podem detectar o status de P no tecido e as variacOes locais de disponibilidade de P.
Lopéz-Bucio et al. (2003) sugerem que Pi € percebido localmente e atua como sinal
para controlar a formagao de pelos e raizes laterais em resposta a deficiéncia de P. Em
adicao, estudos utilizando fosfito, uma forma reduzida de P ndo metabolizavel, sugerem
que Pi pode atuar diretamente como sinal e regular aspectos da resposta de deficiéncia
de P, incluindo atividade do meristema radicular, acumulagdo de antocianina ¢
desenvolvimento de pelos radiculares (McDonald et al., 2001; Ticconi et al., 2001,
2004). O fino balanco entre auxina, etileno, e citocinina, € mudancas na sensibilidade do
tecido alvo podem estar envolvidos no controle sistémico das respostas de deficiéncia
de P (Abel et al., 2002; Lopez-Bucio et al., 2002; Vance et al., 2003; Hammond et al.,
2004; Franco-Zorrilla et al., 2005). Além disso, carboidratos derivados da parte aérea,
em particular a sacarose, podem estar envolvidos no controle sistémico de respostas a
deficiéncia de P, onde a sacarose nao somente teria a fun¢do primaria na composicao de
esqueletos de C, mas também como um sinal que altera a expressdo génica (Miiller et
al., 2007; Yuan & Liu, 2008). Em outras palavras, genes inicialmente tidos unicamente
como envolvidos no metabolismo primario estdo cada vez mais sendo relacionados a

processos regulatorios.
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4.7.2 Estrutura e Desenvolvimento

Sabe-se que a deficiéncia de P altera o crescimento e desenvolvimento das
plantas (Hammond et al., 2004; Raghothama, 1999). Na categoria de estrutura e
desenvolvimento, foram identificadas seis sequéncias.

Muitas das respostas a deficiéncia de P observada na morfologia das raizes sao
similares a aquelas causadas por auxina e etileno. Etileno tem sido implicado na
estimulagdo do alongamento dos pelos radiculares e crescimento das raizes laterais sob
deficiéncia de P. No entanto, analises do desenvolvimento das raizes em mutantes
insensiveis ou resistentes a etileno t€ém revelado respostas para deficiéncia de P (Lopez-
Bucio et al., 2002). ACC sintase ¢ a enzima chave na sintese do etileno, atuando na
formacao de l-aminociclopropano-1-acido carboxilico (ACC), o qual ¢ oxidado a
etileno. A sequéncia similar a ACC sintase (PiTr04), apresentou elevado aumento na
expressao durante os tempos analisados em Toropi, chegando a aumentos superiores a
20 vezes em resposta a deficiéncia de P, em Anahuac o incremento também foi
significativo a exce¢do das 120 horas, onde nao houve aumento da expressdao (FIGURA
36). Esse aumento sugere importante papel do etileno na aclimatacao a deficiéncia de
P. Em diversos trabalhos o etileno tem sido relatado como envolvido na resposta ao P.
O tratamento com inibidores de etileno nas raizes resultaram em raizes com falta de
pelos radiculares e, o tratamento com ACC, promove a formacao de pelos radiculares
(Zhang et al., 2003). Uma vez sentida a deficiéncia de P na rizosfera h4 o aumento da
producao de etileno e a inicia¢do e alongamento dos pelos radiculares (Dolan, 2001). O
aumento da proliferagdo de finos pelos radiculares aumenta em mais de 70% a area
superficial das raizes favorecendo maior volume de solo a ser explorado (Zhang et al.,
2003). Entretanto, neste trabalho ndo foram verificadas alteracdes morfologicas em

resposta a deficiéncia de P.
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Interagdo entre nutrientes sio comumente observadas e sugere a possibilidade de
compartilhamento parcial ou crosstalk entre rotas de transducdo de sinal nas respostas a
deficiéncia de nutrientes (Schachtman & Schin, 2007). Mutantes de arabidopsis tém
sido identificados com alteragdes tanto na resposta a deficiéncia de P como aos niveis
de nitrogénio (Delatorre & Strieder, comunicagdo pessoal), indicando interagdo entre
esses nutrientes. Neste sentido, foram identificadas, na biblioteca diferencial a
deficiéncia de P, duas sequéncias similares a genes envolvidos no transporte de
nitrogénio:  uma similar ao transportador de amoénio Amtl (PiTr20) e outra ao
transportador de nitrato de alta afinidade (PiTr21). Estas sequéncias apresentaram
similar expressdao entre os genotipos, a exce¢do das 240 horas quando em Anahuac
houve superior expressao (FIGURA 34), portanto estes podem ser considerados efeitos
do estresse e ndo envolvidos na tolerancia.

Ainda considerando transportadores, os ABC fazem parte de uma superfamilia
com mais de 120 membros em arabidopsis e arroz, a maioria media o transporte através
de membranas utilizando a hidrolise do Mg-ATP para energizar o processo (Rea, 2007).
Uma das subfamilias de transportadores ABC localizados no vacuolo sdo os MPR,
proteina associada a resisténcia a multidrogas, envolvida no processo de detoxificagdo
(Martinoia et al., 2007). Estudos com arabidopsis para os genes heterélogos para MPR
indicaram contribui¢do na detoxificagdo celular, envolvimento no transporte vacuolar de
catabolitos de clorofila e transporte vacuolar de anions organicos, mudando o perfil
fitoquimico do citosol e o perfil de exsudacdo da raiz na planta (Frelet-Barrand et al.,
2008). Uma sequéncia similar a um transportador ABC (PiTr26) apresentou
significativo incremento no perfil de expressdo apenas em Anahuac nas 240 horas
(FIGURA 34). No caso especifico da AtMDRI, esta estd implicada no transporte de
auxinas (Rea, 2007). H4 indicagdes que para gerar as modificagdes arquitetonicas da

raiz, durante a limitagdo de P, ocorram alteracdes no transporte de auxinas (Lopez-
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Bucio et al., 2002), o que poderia justificar alteragdes na expressao do transportador,
entretanto nao justifica a grande diferenca entre os genotipos, uma vez que nao foram
visualizadas diferengas morfologicas até as 120 horas. E possivel, que o maior estresse
causado, nas 240 horas, no gendtipo sensivel gere maior degradacdo ou produgdo de
compostos secundarios que requerem transferéncia para o vacuolo, induzindo a
expressao deste. J& a maior capacidade de Toropi de manter os niveis de Pi talvez
estabeleca menor nivel de estresse.

As sequéncias (AITr05), (AITr08), (Alutrl2) e (AlTrl5) sdo similares a genes
que codificam proteinas de membrana, enoil-ACP redutase, proteina quinesina de
cadeia pesada e [-acetoacil-ACP sintase respectivamente. Estas proteinas estdo
envolvidas na sintese de lipidios. AlTr08 e AlTr12 apresentaram um aumento continuo
ao passar do tempo para ambos os genotipos com elevado incremento na comparagdo
com a suficiéncia de P (FIGURA 37). AITr08 aumentou quase 80 vezes o numero de
transcritos nas 240 horas de deficiéncia de P em relagdo a suficiéncia em Anahuac. Ja
AlTr05 e AlTrl5 apresentaram maior expressao em Toropi nas primeiras 24 horas
(FIGURAS 38 e 39). A deficiéncia de Pi induz dréasticas mudancas na composi¢ao dos
lipidios das membranas, incluindo a diminui¢do dos fosfolipidios € o aumento de
sulfolipidios e galactolipidios em diversas espécies (Dérmann & Benning, 2002; Fang
et al., 2009). Assim alteracdes na expressao de genes envolvidos na sintese lipidica s@o
justificaveis e seu aumento no inicio da deficiéncia, como foi observado em Toropi,
pode liberar P para utilizagdo em outros processos. Além disso, barreiras hidrofobicas
tém um papel central em muitos aspectos na biologia da planta incluindo a sensibilidade
aos estresses bidticos e abidticos, camadas hidrofobicas presentes na parede celular das
plantas contém polimeros de lipidios como cutina e suberina, que atuam como barreira

controladora de movimentos dos gases, agua e solutos, e em parte geram resisténcia a
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patogenos (Pollard et al., 2008). A diminui¢do das alteracdes lipidicas provocadas nas
membranas sugere uma maior tolerancia de Toropi em relagdo a Anahuac para a
deficiéncia de P, ndo apenas pela atuagdo das fosfolipases, mas também a atuacdo de
ROS na peroxidagao de lipidios comum em estresses abidticos (Kochian et al., 2005).

A sequéncia similar a actina (AITr95) teve maior expressao em Toropi nas 120
e 240 horas de deficiéncia de P (FIGURA 38), ultrapassando 30 vezes a quantidade em
Anahuac. A toxidez de Al causa perturbacdo na dindmica do citoesqueleto, o que
poderia afetar a expressao de actina. Essa perturbagdo ¢ resultante do deslocamento de
Ca”" ligado as pectinas, ou mesmo da interferéncia direta do Al nos elementos do
citoesqueleto via conexoes estabelecidas pelas WAKSs e outras proteinas com fungdes
similares (Sivaguru et al., 2000). Apenas recentemente foi observado efeito de P sobre
genes de actina. Almeida (2007) estudando a expressio em tempo real de
transportadores de Pi em cana-de-acticar, observou que o gene de actina utilizado como
controle endogeno apresentava variacdo em 2 vezes no seu perfil de expressdo entre
cultivares. Incrementos na expressao de genes de actina foram observados em genotipos
tolerantes ao Al apds 1 hora de exposi¢do tanto em trigo (Boff, 2006) como em aveia
(Limberger, 2006). A maior e mais rdpida indu¢do de genes de actina em genotipos
tolerantes talvez permita entre outras coisas a manutencao da organizacao do transporte
de vesiculas e o crescimento da raiz. E possivel que na deficiéncia de P, actina também

desempenhe um papel na manutencao do crescimento da raiz.

4.7.3 Processamento de Informacoes

P ndo é somente constituinte de moléculas celulares chaves como ATP, acidos
nucléicos e fosfolipidios, mas também ¢ o principal regulador em muitos processos. A
limitacdo de P em plantas pode causar mudangas no processamento genético, como a

inducdo de fatores de transcricdo, alteracdo da tradugdo, ativacdo de proteinas
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especificas modificando a replicagdo e o sistema de reparo (Rhagothama, 1999;
Morcuende et al., 2007). Usualmente, as fungdes dos genes envolvidos no
processamento de informacdes referem-se a ativar ou reprimir a transcri¢ao, tendo um
importante papel na aclimatagao a condi¢ao de estresse. Na categoria de processamento
de informacdes, foram classificadas14 sequéncias da biblioteca de deficiéncia de P,
mais de 42%.

Wu et al. (2003), utilizando a tecnologia de microarranjo para analisar os
padrdes de expressao de deficiéncia de P, encontraram mudancgas na expressao de 1800
genes, dos quais mais de 100 eram fatores de transcri¢do ou proteinas sinalizadoras. Da
mesma forma, Mission et al. (2005) identificaram 80 genes relacionados a regulacao
transcricional. De fato, genes envolvidos no processamento de informagdes sao bastante
abundantes para P.

Dentro desta categoria, as sequéncias similares a a-2-purotionina (PiTr06) e
serina/treonina-fosfatase PP2A-1 subunidade catalitica (PiTr13) apresentaram maior
quantidade de transcritos em Toropi comparados com Anahuac nos tempos 120 horas e,
24 e 120 horas respectivamente (FIGURAS 35 e 36). PiTr06 incrementou em mais de
25 vezes o numero de transcritos em resposta a deficiéncia de P em Toropi, enquanto
neste mesmo tempo Anahuac ndo apresentou inducdo. Tioninas sdo pequenos peptideos
ricos em cisteina envolvidos na defesa da planta tanto ao ataques de patogenos quanto a
elementos toxicos, algumas classes estdo envolvidas com fosfolipidios de membrana e
modifica¢des redox em proteinas (Stec, 2006). Estas modificacdes redox, em diversos
casos, ativam proteinas, tendo portanto, funcdo regulatoria. Numerosos estudos sugerem
que a interagdo primaria das tioninas estd na mudanca eletrostatica dos fosfolipidios da
membrana, a qual seria inibida por cations divalentes como o Ca*" e fosfatos (Florack &

Stiekema, 1994; Hughes et al., 2000). Assim, a acdo de tioninas em resposta a
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deficiéncia de P pode estar relacionada a modificacdes em fosfolipidios, na reciclagem
de P da membrana ou ainda ser um importante componente de transducao de sinal.
Serine/treonine fosfatases fazem parte da grande familia de fosfatases responsaveis pela
fosforilagdo reversivel de proteinas, essenciais no mecanismo regulatdrio em varios
processos celulares. Em geral, as células utilizam esta modificagdo pos-transcricional
para alterar propriedades (atividade, localizacdo) de proteinas chaves em rotas
especificas (Farkas et al., 2007).

Duas sequéncias interessantes sdo as que apresentaram similaridade aos fatores
de transcricdo WM29B MIKC-tipo MADS-box (PiTr10) e WRKY (PiTr09), ambas
apresentaram elevado aumento na quantidade de transcritos em Toropi em 120 horas de
deficiéncia de P (FIGURAS 35 e 36). No caso de PiTr09, em Anahuac a expressao nao
foi alterada pelas condigdes de P. Poucos fatores de transcricdo sao bem estudados na
resposta e sinalizacdo de deficiéncia de P, como o PHR1 em arabidopsis e arroz (Rubio
et al., 2001; Zhou et al., 2008). Este fator MYB foi at¢ o momento o tnico identificado
em arabidopsis, porém responde parcialmente pelas alteragdes que ocorrem sob
deficiéncia de P. Em arroz foram identificados também OsPTF1, fator de transcrigao
bHLH (Yi et al., 2005) e WRKY75 (Devaiah et al., 2007). O fator de transcri¢ao
WRKY, foi fortemente induzido na deficiéncia de P e parece estar envolvido em muitos
processos de regulagdo de estresses, tanto bidticos quanto abiodticos (Devaiah et al.,
2007). A supressao da expressao de WRKY por RNAi em arabidopsis, causou aumento
no acumulo de P total e de antocianinas, no numero de raizes laterais e pelos radiculares
e inibiu o crescimento da raiz principal. Ele se apresenta como um regulador negativo
no desenvolvimento da raiz, atuando como regulador positivo em resposta de estresse
de P. No entanto, ¢ estranho que em trigo o aumento de WRKY ocorra tao tardiamente,
seria esperada uma resposta nas primeiras 24 horas. O fator de transcricdo MIKC-tipo

MADS-box, pertence a uma grande familia de fatores de transcrigdo em plantas,
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envolvidos no controle do florescimento, na identidade do meristema e 6rgao floral, no
desenvolvimento embriondrio e vegetativo de Orgdos como raizes e parte aérea
(Parenicova et al., 2003). Estudo com trigo mostrou grande nimero de fatores do tipo
MADS-box envolvidos no desenvolvimento floral e associados com estresses abioticos
(Tardif et al., 2007). Estas sequéncias, PiTr09 e PiTrl0, especialmente devido a
diferenca de expressdo entre os gendtipos sensivel e tolerante e a suposta funcdo de
fatores de transcricdo, devem ser investigadas. Seria interessante avaliar suas expressoes
apods exposi¢ao ao Al e em tempos intermediarios entre 24 e 120 horas. A clonagem dos
genes inteiros € sua superexpressao em arabidopsis, por exemplo, poderia auxiliar na
identificacao do envolvimento destes na tolerancia a deficiéncia de P.

Uma sequéncia similar a fator de transcricdo com dominio basico helix-loop-
helix identificada apds exposicao ao Al (AluTrl3) apresentou pequena inducdo sob
deficiéncia de P, no entanto Anahuac apresentou expressao superior a Toropi em 120
horas (FIGURA 38). Este fator de transcri¢ao ¢ semelhante ao OsPTF'I de arroz, o qual
tem sua expressao aumentada nas raizes na deficiéncia de P, mas ¢ constitutivamente
expresso na parte aérea (Yi et al., 2005). Sua superexpressao em arroz afeta mais de 180
genes. Para maiores esclarecimentos sobre a expressao deste fator de transcricdo, PTF1,
esta foi analisada com iniciadores especificos em trigo (ver item 4.4).

Virias sequéncias similares a diversos tipos de quinases foram identificadas
tanto na biblioteca obtida sob deficiéncia de P quanto sob exposi¢do ao Al. As
expressoes destas sob deficiéncia de P mostraram-se bastante varidveis. As sequéncias
oriundas da biblioteca de Al, proteina quinase OSK (AluTr14) e proteina quinase
BKIN12 (AluTr45) apresentaram expressao significativamente induzida pela
deficiéncia de P em 24 horas seguida de uma diminui¢do dos transcritos em Toropi ao

passar do tempo praticamente nao diferindo da suficiéncia de P em 240 horas
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(FIGURAS 37 e 39). Em Anahuac houve incremento na expressdao nas 240 horas de
deficiéncia. AluTr45 também seria uma candidata a envolvimento com a tolerancia.

Ja as sequéncias similares a proteina quinase serina/treonina (AluTr42) e caseina
quinase II a (AluTr17), mostraram, em Toropi, aumento consideravel nos tempos 120 e
240 horas (mais de 40 vezes em relacdo a suficiéncia de P) (FIGURA 40). Enquanto a
sequéncia similar a quinase R (PiTr24), apresentou maior numero de transcritos em
Anahuac, especialmente 120 horas apds o inicio da deficiéncia (FIGURA 34).

A percepcdo de sinais através de receptores da superficie celular ¢ um
mecanismo comum entre 0s organismos vivos. Proteinas quinases possuem um papel
fundamental em uma grande variedade de processos celulares resultando em
crescimento e desenvolvimento em plantas e animais. Todas as proteinas quinases
catalisam a mesma reacdo quimica: a fosforilagdo de um ou mais substratos através da
transferéncia do grupamento y-fosfato do ATP para um grupamento hidroxila na
proteina substrato. Em muitos casos esta funcao ¢ realizada por receptores quinases, 0s
quais sao divididos em duas grandes classes apresentando diferentes especificidades em
seus dominios quinases: receptor tirosina-quinases que fosforila proteinas em
especificos residuos de tirosina e, receptores serina/treonina—quinases que fosforilam
serina ou treonina, encontradas mais comumente em plantas, ou em alguns casos podem
fosforilar ambos residuos de aminoacidos. Estas duas grandes familias apresentam uma
origem comum anterior a diversificagdo dos organismos vivos em animais € plantas
(Shiu & Bleecker, 2001).

Considerando as sequéncias similares a quinase identificados na biblioteca sob
deficiéncia de P (FIGURA 20), aquela similar a quinase 1 associada a parede (PiTr22)
apresentou pouco incremento no numero de transcritos. Entre as varias familias de

proteinas quinases, as denominadas WAK (quinases associadas a parede), abundantes
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em plantas, atuam na conexao entre a parede celular e a membrana plasmatica, ligando-
se a0 4cido poligalacturdnico por meio de formacdo de pontes de Ca*". O gene WAK1
se expressa em resposta a ferimentos ou infec¢ao de patdogenos, o que sugere que WAK,
localizada na zona de alongamento celular, atua na percepcdo e transferéncia de
estimulos externos ao citoplasma, como modificagdes na pectina, por meio de receptor
do tipo serina/treonina quinase (Decreux & Messiaen, 2005). Sivaguru et al. (2003)
observaram que a exposicao de plantulas de arabidopsis ao Al em pH 4, durante 12h,
resultou numa rapida inibi¢ao do crescimento radicular, e houve uma rapida inducao de
WAKSs, cuja fungdo nao esta esclarecida. Segundo Baluska et al. (2003), a expressdo em
plantas transgénicas revelou a essencialidade das WAKs no alongamento celular. A
expressao diferencial de genes WAK em resposta a deficiéncia de P, sugere que, como
encontrado em Al por Limberger (2006) em aveia, esses genes estariam envolvidos em
ambos os estresses, interferindo no desenvolvimento das raizes como resposta da planta
as condi¢des da presenca do Al toxico e a deficiéncia de P. No entanto, salienta-se que a
indugdo foi marcante apenas nas 24 horas iniciais de exposi¢ao (FIGURA 35).

Como ja citado anteriormente observou-se aumento na expressdo de PiTr23,
suposta N-miristoil transferase, a qual atua sobre fator de ribosilagdo ADP, pois uma
sequéncia (AluTr02) similar a este fator também teve sua expressdo aumentada
significativamente sob limitagdo de P (FIGURA 39). A deficiéncia tende a aumentar os
transcritos desta sequéncia em Toropi ao passar do tempo, alcancando incrementos
superiores a 20 vezes, mas inicialmente, nas 24 e 120 horas, Anahuac tem maior
numero de transcritos. Fatores de ribosilagdo ADP sdo conhecidos também como ARFs,
sdo pequenas GTPases e estdo envolvidos na regulacdo do trafego endocitico de
membranas em plantas, auxiliando na proliferacao celular, citoesqueleto e organizacao,
trafego intracelular de membranas, estdo presentes no reticulo endoplasmatico para o

transporte de vesiculas peroxissomais e degradagdo de peroxissomos (Ma, 2007).
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Recentemente, Amends et al. (2009) sugeriram que ARFs estariam envolvidas na
reciclagem de proteinas PIN relacionadas a sinalizacdo de auxinas, tendo um papel
central no transporte polar da auxina, induzindo a inibicdo do alongamento radicular.
Xu & Scheres (2005) trabalhando com mutantes de ARFs em arabidopsis evidenciaram
mudangas na polaridade apical-basal afetando a posicdo de crescimento dos pelos
radiculares, sugerindo que proteinas PIN sdo sitios de acdo de ARFs durante o
crescimento e localizacdo dos pelos radiculares. Limberger (2006), em estudo de
expressao diferencial em resposta a Al em aveia, identificou ARFs em resposta ao
estresse. Isso sugere forte interagdo de ARFs no direcionamento e interferéncias no
crescimento radicular para os estresses tanto de Al como na deficiéncia de P, como na
regulacao de fosfolipidios, reconstituindo a membrana plasmatica, alvos importantes do
Al e das fosfolipases. A maior expressdo inicial no genotipo sensivel, Anahuac, gera
duavidas quanto ao papel das ARFs na tolerancia a estes estresses.

O aumento extremamente alto (superior a 80 vezes) da expressdo de sequéncia
similar a DNA polimerase subunidade catalitica o (AlTr59) € intrigante considerando
que ndo foi observado aumento no crescimento da raiz (FIGURA 39). No entanto, a
exposicdo ao Al causa redugdo do crescimento do 4pice da raiz, e essa sequéncia foi
identificada como induzida nestas condigdes em Toropi.

Aumento da expressdo da sequéncia similar a y-glutamilcisteina sintetase
(AluTr67), em ambos os gendtipos foi observada de forma marcante e com significativo
aumento dos transcritos ao passar do tempo (FIGURA 37). Em decorréncia do aumento
muito em ambos os genotipos e superior em Anahuac, pode-se concluir que esta
sequéncia, apesar da elevada inducdo, ndo tem efeito sobre a tolerancia a deficiéncia de

P, possivelmente sendo mais um efeito do estresse do que uma resposta.
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Juntando o que foi observado, pode-se sugerir que os mecanismos de resposta a
deficiéncia de P envolvem parcialmente a atuagdo dos acidos organicos, pois ocorre
aumento significativo dos genes envolvidos na rota dos acidos organicos, o aumento da
expressao ¢ mais significativo para Anahuac, o gendtipo sensivel, possivelmente por
este requerer mais P que Toropi para manter os niveis de Pi livre na parte aérea. A
deficiéncia de P induziu maior protecdo contra a radiacdo e Toropi apresentou menor
magnitude nas alteracdes lipidicas provocadas nas membranas, sugerindo menor acao
de fosfolipases, e melhor controle de EROs, causadores de peroxidacao de lipidios em
estresses como o Al Houve indugcdo de genes relacionados a fitohomodnios e
transportadores indicando alteracdes de alocagdo. Toropi apresentou maior capacidade
de manter os niveis de Pi livre na parte aérea, e por consequéncia manteve por menor
periodo necessidade de aumentar a inducao de transportadores vacuolares. A maior e
mais rapida indu¢do de genes de actina em Toropi talvez permita entre outras coisas a
manuten¢do da organizagdo do transporte e secre¢do € o crescimento da raiz, sendo
possivel que na deficiéncia de P e na tolerancia ao Al, actina desempenhe um papel na
manuten¢do do crescimento da raiz. As sequéncias relacionadas ao processamento de
informacdes formaram a maior categoria obtida pelo método diferencial, mais de 42%,
do total de sequéncias obtidas, isto sugere a ativagdo de uma rede de transducdo de
sinais, de ativagdes pos-transcricionais e de genes muito complexa para a deficiéncia de
P, bem como para a tolerancia ao Al. Fatores de trancri¢do, como do tipo bHLH,
WRKY e MADSbox, foram induzidos. ARFs, também ja identicadas no estresse ao Al,
sugerem forte interagdo no direcionamento e no crescimento radicular para os estresses
tanto de Al como de deficiéncia de P.

Convém relembrar que as esperangas encontradas para as sequéncias da
biblioteca de deficiéncia de P, por ter sido comparado apenas o banco de proteinas de

trigo, foram bastante elevadas, o que torna a discussdo muito mais exploratdria do que



125

coclusiva. A comparacdo das sequéncias com bancos de proteinas de outras espécies
pode auxiliar a estabelecer as fungdes, no entanto a manipulagdo destas sequéncias, via
silenciamento, por exemplo, seria a forma de confirmar as fungdes. Entretanto
transformagdo em cereais ¢ um processo ainda considerado pouco eficiente, o que

dificulta a avaliagdo de um nimero significante de sequéncias.

4.8  Expressao de genes relacionados a P e ao Al

Em geral, respostas a estresses, como a deficiéncia de P, sdo controladas por
uma ou mais rotas de transdu¢do de sinais, dependendo da extensdo e magnitude do
estresse. Os fatores de transcricdo sdo os principais participantes nessas rotas, € podem
afetar a expressao de uma série de genes. Além disso, quando se busca identificar genes
para transferéncia e melhoria da caracteristica em outras espécies, os fatores de
transcricdo sdo os mais propensos a gerar efeitos significativos. Assim, o fator de
transcricdo PTF1, que afeta varios genes em arroz, teve sua expressdo analisada em

raizes de trigo (FIGURA 42).
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FIGURA 42. Expressao relativa temporal do gene PTF/ em raizes de trigo gendtipos
Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras brancas) depois de 24, 120 e
240 horas da deficiéncia de P, em relagdo a suficiéncia.
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Os iniciadores desenhados a partir de OsPTF1 foram capazes de amplificar em
trigo. A expressao relativa foi sempre maior em deficiéncia de P, porém pouco
expressiva. Ambos os gendtipos reduziram a expressio ao passar do tempo. As 240
horas Toropi mostrou uma expressao 40% menor que nas 24 horas, enquanto Anahuac
mostrou somente 25% da resposta inicial (FIGURA 42). Em arroz, este gene foi
identificado via SSH apo6s dez dias (240 horas) de limitagao de P.

A secrecdo de 4cidos organicos tem sido referida como o principal mecanismo
para a tolerancia ao Al e também para a tolerancia a baixo P em varias espécies
(Kochian et al., 2004; Sasaki et al., 2004; Liu et al., 2009). TaALMT]1 foi o primeiro
gene identificado para a tolerancia ao Al em plantas e codifica um transportador de
malato ativado por Al (Sasaki ef al., 2004). Ele ¢ expresso constitutivamente na raiz em
linhagens de trigo tolerantes ao Al; porém ndo existe nenhuma informacao sobre seu
papel na deficiéncia de P na auséncia de Al. Quando Toropi e Anahuac sdao comparados
em relacdo a expressao de TaALMTI comportamentos diferentes sao observados
(FIGURA 43). As 24 horas de deficiéncia de P, ambos os gendtipos aumentaram a
expressao do gene TaALMTI em comparacdo com a presenca de P, sendo que em
Anahuac foi quase 6 vezes em relagdo a suficiéncia de P. As 120 horas, Toropi mostrou
pequena variagdo e Anahuac nao diferiu das 24 horas. Passadas 240 horas, Toropi
mostrou uma expressao mais de 8 vezes superior a Anahuac, e 30 vezes superior a
observada na suficiéncia de P. Isto sugere que apesar de expresso constitutivamente
TaALMTI pode ter sua expressdo alterada apos um tempo maior de exposi¢do ao
estresse em genotipos tolerantes. Seria interessante avaliar a atividade deste
transportador em resposta a deficiéncia de P, sugere-se que sua atividade seja regulada
pela presenca de Al, mas nenhum estudo foi conduzido avaliando a ativacdo sob

diferentes doses de P na auséncia de Al.
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FIGURA 43. Expressdao relativa temporal do gene TaALTMI em raizes de trigo
genoétipos Toropi (barras pretas) e Anahuac (barras brancas) depois de
24, 120 and 240 horas da deficiéncia de P (P ndo adicionado), em relacao
a suficiéncia (1000uM).

A importancia da secrecdo de malato para a tolerancia ao baixo P em Toropi e,
como ALMTT ¢ ativado na auséncia de Al sdo aspectos que devem ser mais explorados.
Como discutido anteriormente, em hidroponia onde o P ¢ adicionado na forma
inorganica e o pH ¢ mantido proximo de 6, a secre¢do de acidos organicos ndo tem
muita importancia na tolerancia, porém no solo pode ser fator decisivo para aumento da
capacidade de extragdo e absor¢ao de P.

Recentemente, outro fator de transcricdo, STOPI1, foi identificado, estando
envolvido na tolerancia ao Al e a baixo pH em Arabidopsis thaliana, STOP ¢ requerido
para a expressdao de AtALMTI (Iuchi et al., 2007). A identificagdo de fatores similares
em trigo pode ajudar a entender as interagdes entre tolerancia ao baixo P e Al.

A comparagdo de mecanismos de aclimatagdo da cv. Toropi, quanto a
deficiéncia de P e Al toxico, sugere que Toropi utilize mais de um mecanismo para
escapar da limitagdo de P e da toxidez de Al. Por possuir um sistema radicular extenso e
ramificado que permite maior exploracdo do solo e acesso ao Pi, na condicdo de

deficiéncia, Toropi aumenta a expressdo de transportador de malato que uma vez
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ativado permite a liberagdo do P quelado, tornando-o disponivel e atuando na
detoxificagdo do Al. Além disso, Toropi € capaz de controlar e sustentar o contetido de
Pi livre na parte aérea sob condigdes variaveis de disponibilidade de P, diminuindo o
estresse causado pelo Al em solos &cidos. Esta habilidade pode ser crucial para manter o
metabolismo estdvel sob diversas situacdes conduzindo para a tolerancia e estabilidade
na producao.

O elevado nimero de sequéncias, 84%, da biblioteca subtrativa sob exposi¢ao ao
Al que apresentou inducdo de expressdao em condigdes de deficiéncia de P, corrobora a
hipotese inicial deste trabalho. H4 um considerado nimero de genes induzidos pela
presenca do Al que também sao induzidos pela limitagdo de P. A avaliagdo da situagao
oposta, apesar de mais complicada tecnicamente, uma vez que permitir suficiéncia de P
na presenca de Al toxico ¢ paradoxal, seria bastante elucidativa. Supomos que parte da
tolerancia de Toropi ao Al se deva a maior tolerancia a deficiéncia de P.

Ha, portanto, rotas bioquimicas compartilhadas no desenvolvimento das
respostas aos dois estresses. Um passo futuro sera a identificacdo da importancia das
sequéncias aqui avaliadas para o estabelecimento da tolerancia. Supde-se que as
sequéncias com elevada inducdo e com comportamento marcadamente diferente entre

0s genotipos sejam as mais promissoras, em especial os fatores de transcrigao.



5 CONCLUSOES

A tolerancia a deficiéncia de P em Toropi se deve também a capacidade de
manter as concentragdes de Pi na parte aérea estaveis. Sugere-se um forte controle sobre
o conteudo de Pi livre na parte aérea, que ¢ parcialmente independente da
disponibilidade de Pi na solugdo. A cultivar Anahuac ¢ mais responsiva, no entanto
torna-se menos eficiente em baixas disponibilidades de P, enquanto Toropi tolera
redu¢do na disponibilidade mantendo a concentracdo de Pi livre na parte aérea mais
estavel.

O carater tolerancia a deficiéncia de P é poligénico na populagdo de linhagens
F6 do cruzamento Toropi X Anahuac, enquanto o carater tolerdncia ao Al é controlado
por um gene maior e modificado por genes de menor efeito. Existem QTLs relacionados
a tolerancia a deficiéncia de P, identificados pelas diferencas entre os genotipos para os
parametros de concentracdo de Pi livre para parte aérea a 10 e 1000uM, e para raiz, em
1000uM de P na solucdo e pela razdo da concentracdo de Pi livre entre baixa e alta
disponibilidae de P para raiz e parte aérea. QTLs para tolerancia ao Al localizados no
cromossomo 4D refor¢am-no como o maior l6co identificado para esta caracteristica.
QTLs para os dois caracteres, tolerancia a Al e P, colocalizam sugerindo a possibilidade
de genes comuns, aumentando a importancia da regido identificada no cromossomo 4D.

Toropi apresenta comportamento diferenciado em relagdo a atividade de catalase

sob condig¢des de deficiéncia de P, no entanto ndo € possivel afirmar que essa diferenca



130

também componha o mecanismo da tolerancia, podendo representar apenas uma
consequéncia da tolerancia.

O método SSH ¢ adequado para obtengdo de sequéncias génicas induzidas em
resposta a deficiéncia de P. Cerca de 70% das sequéncias obtidas foram validadas em
PCR em tempo real, confirmando a maior expressdao nas condi¢des de auséncia de P
para Toropi.

A resposta a deficiéncia de P e a resposta ao Al toxico em trigo decorrem, pelo
menos parcialmente, da inducdo de mesmas rotas. Este compartilhamento ¢ evidenciado
pela inducdo por deficiéncia de P de 85% das sequéncias AlTr, obtidas a partir da
exposicao ao Al. Se os mecanismos de tolerancia também sdo compartilhados, ¢ uma
questdo que permanece. Um passo futuro serd a identificacdo da importancia das
sequéncias aqui avaliadas para o estabelecimento da tolerancia. Supde-se que as
sequéncias com elevada inducdo e com comportamento marcadamente diferente entre

0s genotipos sejam as mais promissoras, em especial os fatores de transcri¢ao.
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