UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS

INFLUENCIA DA MICORRIZACAO E DO FOSFORO SOBRE
A EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES DE DEFESA EM
RAIZES DE TOMATEIRO
(Solanum esculentum)

CLARISSA DE FRANCA OLIVEIRA SILVA

Orientador: Professora Doutora Leonor Costa Maia

Co-orientador: Doutor Bartolomeu Acioli dos Santos

RECIFE-PE
2013



CLARISSA DE FRANCA OLIVEIRA SILVA

INFLUENCIA DA MICORRIZACAO E DO FOSFORO SOBRE A
EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES DE DEFESA EM RAIZES DE
TOMATEIRO
(Solanum esculentum)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, nivel Mestrado, para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas, area de concentracdo de Biotecnologia.

Orientador: Professora Doutora Leonor Costa Maia

Co-orientador: Doutor Bartolomeu Acioli dos Santos

RECIFE-PE
2013



Catalogacao na Fonte:
Bibliotecario Bruno Marcio Gouveia, CRB-4/1788

Silva, Clarissa de Franca Oliveira
Influéncia da micorrizacéo e do foésforo sobre a expressao diferencial de genes de
defesa em raizes de tomateiro (Solanum esculentum) / Clarissa da Franca Oliveira

Silva. — Recife: O Autor, 2013.

52 folhas: il.
Orientadora: Leonor Costa Maia

Coorientador: Bartolomeu Acioli dos Santos

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Pernambuco. Centro de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Biolégicas,
2013.

Inclui bibliografia e anexos

1. Micorriza 2. Mutualismo 3. Tomate 4. Fosfato I. Maia, Leonor Costa
Maia (orient.) Il. Santos, Bartolomeu Acioli dos (coorient.) lll. Titulo.

577.852 CDD (22.ed.) UFPE/CCB-2014-094




CLARISSA DE FRANCA OLIVEIRA SILVA

INFLUENCIA DA MICORRIZACAO E DO FQSFORO SOBRE A EXPRESSAO
DIFERENCIAL DE GENES DE DEFESA EM RAIZES DE TOMATEIRO (SOLANUM
ESCULENTUM)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Pernambuco, nivel Mestrado, para
obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Biologicas, area de concentracdo de Biotecnologia.

Orientador: Professora Doutora Leonor Costa Maia

Co-orientador: Doutor Bartolomeu Acioli dos Santos

Data da Defesa: 26 de Fevereiro de 2013.
Resultado: APROVADA.
Banca Examinadora
TITULARES

Prof. Dra. Leonor Costa Maia (Departamento de Micologia- UFPE)

Prof. Dra. Elaine Malosso (Departamento de Micologia — UFPE)

Prof. Dra. Mércia Vanusa da Silva (Departamento de Bioquimica — UFPE)

SUPLENTES

Prof. Dr. Bartolomeu Acioli (Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes)

Dra Valesca Pandolfi (Departamento de Genética- UFPE)



“Apesar das ruinas e da morte, onde sempre
acabou cada iluséo, a for¢a dos meus sonhos é
tao forte, que de tudo renasce a exaltacao, e
nunca as minhas maos ficam vazias.”

Sophia de Mello Breyner



AGRADECIMENTOS

A Deus, pela vida com a qual me abencoou, pelo corpo e mente saudaveis, que me
permitem planejar, projetar e construir.

A Proft Dr2 Leonor Costa Maia, pela oportunidade, confianca e orientacdo durante
todo periodo do trabalho de desenvolvimento da pesquisa.

Aos professores Bartolomeu Acioli e Ederson Akio Kido pelas sugestdes,
contribuigdes e ensinamentos.

A professora Marcia Vanusa pelo apoio, humildade e essencialmente pelo incentivo.

Aos meus pais Lucidalva e Luiz, pelo apoio e amor durante todas as etapas da minha
vida; e as minhas irmas com quem dividi todos os momentos dessa jornada que ha muito se
iniciou.

Aos integrantes dos Laboratérios de Genética Molecular dos Departamentos de
Bioquimica e Genética pela colaboracdo para utilizacdo dos equipamentos e dependéncias dos
laboratdrios, mas, sobretudo pela amizade e companheirismo sempre presentes e com 0s quais
compartilho amizades verdadeiras.

Aos integrantes do Laboratério de Micorrizas, do Departamento de Micologia, pela
colaboracédo e amizade.

Aos meus amigos da Pds-graduacdo, pela presenca constante, em momentos de
decisdo, de dificuldade e de aprendizado. Pela convivéncia e por transformarem essa
importante etapa de desafios em momentos divertidos e leves.

A coordenacdo do Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Pernambuco, pelo auxilio e colaboragéo ao longo desta jornada.

A Fundacdo de Apoio e Amparo a Pesquisa de Pernambuco, FACEPE, pelo apoio

financeiro.

Meus sinceros agradecimentos!



RESUMO

As micorrizas arbusculares (MAs) sdo simbioses mutualistas, formadas entre fungos do Filo
Glomeromycota e as raizes da maioria das plantas. Para o hospedeiro vegetal essas
associagcOes proporcionam maior disponibilidade de nutrientes minerais e resisténcia contra
patogenos, entre outros beneficios. O tomateiro € uma solanacea herbacea com ampla
capacidade adaptativa, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais. Essa cultura vem
sendo utilizada como modelo vegetal para o estudo da regulacdo micorrizica, em alternativa a
Arabdopsis thaliana, pois possui ciclo de vida curto e genoma relativamente pequeno
(950Mb), além disso sdo facilmente micorrizaveis. O estabelecimento das MAs envolve uma
série de eventos bioguimicos e moleculares regulados por ambos simbiontes, ainda néo
totalmente esclarecidos. O estudo da expressao génica em raizes colonizadas permitira melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento da simbiose, contribuindo para
melhor aplicabilidade desta. O objetivo deste trabalho foi analisar a expressao diferencial dos
genes Chi3, BGL2, CAT2 e APX1, envolvidos na resposta de defesa do tomateiro em fungéo
da colonizacdo com Glomus etunicatum e do nivel de P no solo, através de RT-gPCR.
Plantulas de tomateiro foram transferidas para sacos de polietileno com areia e vermiculita
esterilizadas e inoculadas com G. etunicatum. O delineamento experimental consistiu de
tratamentos com e sem inoculacdo e solugdo nutritiva com 3 niveis de foésforo (3, 8 e 15
mg/dm3). As raizes foram coletadas 8, 15 e 30 dias apds a inoculacdo (d.a.i.) para analise do
percentual de colonizacdo e expressdo génica. Apesar da presenca de estruturas micorrizicas
na maioria das amostras, os percentuais de colonizacdo foram menores aos 8 d.a.i. e
aumentaram ao longo do tempo de cultivo, atingindo o maximo aos 30 d.a.i. Sabe-se que 0
teor de P € de grande importancia para o estabelecimento das micorrizas, nesse sentido, 0s
maiores valores de colonizacdo foram encontrados nas amostras com baixa concentragdo de P
na solucdo nutritiva aplicada, enquanto que no tratamento com alto nivel de P a colonizagédo
foi reduzida ou inibida. Os primers para amplificacdo dos genes BGL2, CAT2 e APX1 néo
foram eficientes nas reacdes de RT-gPCR e por isso estes genes ndo puderam ser validados no
presente trabalho. Entretanto, os ensaios para o alvo Chi3 foi eficiente e mostrou-se adequado
para o0 experimento. A andlise da expressao génica mostrou que o gene Chi3 sofreu influéncia
da concentracdo de fésforo e tempo de micorrizagdo (TO, T1, T2). Dessa forma, as amostras
cultivadas em condicGes de baixo fésforo, tiveram a expressdo da quitinase aumentada na
primeira semana de cultivo e reduzida nas semanas seguintes, indicando que durante os
primeiros estagios da micorrizacdo pode haver uma inducdo temporéria desse gene de defesa
seguido de supressdo apdés o reconhecimento entre os simbiontes. Entretanto, apenas na
primeira semana a variagdo de P interferiu no acimulo de transcritos da quitinase. A andlise
da expressdo de genes que codificam enzimas do sistema defensivo vegetal € necessaria para
compreensdo dos mecanismos do desenvolvimento da micorriza arbuscular. Assim, os dados
obtidos neste trabalho fornecerdo subsidios para um melhor entendimento do papel de genes
de defesa nesta simbiose.

Palavras-chaves: Quitinase; PCR em tempo real; Sinalizag&o; Fosfato.



ABSTRACT

Arbuscular mycorrhizas (AMs) are mutual symbiosis formed between fungi of the
Glomeromycota phylum and the roots of most plants. For the plant host, these associations
provide greater mineral nutrient availability and resistance against pathogens, among other
benefits. The tomato plant is a highly adaptable solanaceous herb and Brazil is one of the
largest worldwide producers. This crop has been used as a plant model for studying
mycorrhizal regulation as an alternative to Arabdopsis thaliana since tomatoes have a short
life cycle and relatively small genome (950 Mb), besides being easily mycorrhizable.
Establishing AMs involves a series of biochemical and molecular events regulated by both
symbionts which have not been fully understood. The study of the gene expression in
colonized roots will allow for better comprehension of the mechanisms involved in the
development of symbiosis, thus contributing to its better applicability. The goal of this study
was to analyze the differential expression of genes Chi3, BGL2, CAT2 and APX1 — involved
in the defense response of tomato plants due to G. etunicatum colonization and soil P content
—using RT-qPCR. Tomato plantlets were transferred to polyethylene bags with sterilized sand
and vermiculite and inoculated with G. etunicatum. The trial design included treatments with
and without inoculation using nutrient solutions with three levels of phosphorous (3, 8, and 15
mg/dm3). The roots were collected 8, 15, and 30 days after inoculation (d.a.i.) for the analysis
of the percentage of colonization and gene expression. Despite the presence of mycorrhizal
structures in most plants, the percentages of colonization were lower at 8 d.a.i. and increased
over the cultivation time, reaching its highest value at 30 d.a.i. It is known that P content is
very important for mycorrhizae establishment. Thus, higher colonization values were found in
the samples with low P content in the nutrient solution, while the treatment with high P
content had lower or inhibited colonization. The primers for amplifying the genes BGL2,
CAT2, and APX1 were not efficient in the RT-gqPCR reactions, therefore these genes could not
be validated in the current study. However, the trials for the target Chi3 were efficient and
showed to be adequate to the experiment. The Analysis of gene expression showed that the
gene Chi3 was influenced by phosphorous concentration and mycorrhization time (TO, T1,
T2). Therefore, chitinase expression in the samples grown in low phosphorous (BP)
conditions increased in the first week of growth and decreased in the following weeks, which
indicates that during the first stages of mycorrhization there may be a temporary induction of
this defense gene followed by suppression after recognition between the symbionts.
Nevertheless, only in the first week did the variation in P interfer in the accumulation of
chitinase transcripts. Analyzing the expression of genes that code enzymes of plants’
defensive system is needed to understand the mechanisms of arbuscular mycorrhizal
development. Thus, the data obtained in this study will provide insights to better understand
the role of defense genes in this symbiosis.

Key-words: Chitinase; Real Time PCR; Signalizing; Phosphate
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1. INTRODUCAO

O tomateiro (Solanum esculentum Mills) é uma solanacea herbacea com ampla
capacidade adaptativa, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais (Agrianual, 2008),
apresentando cerca de 54.000 hectares cultivados no territdrio nacional. No Agreste
Pernambucano foram destinados em 2011, 1.900 hectares de area plantada para os municipios
de Gravatd, Bezerros, Sairé, Camocim de Sao Félix, S&do Joaquim do Monte Bonito e Caruaru
(Manarim, et al, 2011). A cultura do tomate exige um conjunto de medidas de protecédo contra
0 ataque ciclico de patdgenos, devido a vulnerabilidade que esta apresenta (Tamiso, 2005). O
produtor, mesmo tendo a disposicdo uma gama de defensivos agricolas, sempre esta
suscetivel a grandes prejuizos, pois o cultivo deste fruto € wvulneravel a problemas
fitossanitarios, como o ataque de fungos, bactérias, virus e namatoides, que limitam sua
producio (Lopes; Avila, 2005). Algumas dessas doencas podem ser controladas mediante
adequado programa de manejo integrado, que envolve o uso de variedades resistentes e a
adocdo de medidas de exclusdo, erradicacao e protecdo (Kurozawa; Pavan, 2005). Entretanto,
alternativas tém sido apresentadas como aplicacdo de biocontroladores de doencas e pragas,
como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Maia et al., 2005).

Micorrizas arbusculares sdo associagfes mutualistas entre raizes da maioria das
plantas e fungos do filo Glomeromycota. Sao caracterizadas pelo crescimento intracelular das
hifas fangicas e pela diferenciagdo de estruturas tipicas chamadas arbusculos no tecido
cortical vegetal (Bonfante-Fasolo, 1989). O estabelecimento da micorriza arbuscular envolve
uma serie de eventos morfoldgicos e bioquimicos especificos, regulados pelos dois simbiontes
e afetados por fatores abidticos (Lambais, 2003). Dentre os fatores abidticos esta a influéncia
da concentracdo de P na modulacdo da expressdo de genes de defesa. Os mecanismos
envolvidos nessa regulacdo pelo P ainda ndo estdo esclarecidos, no entanto, essa modulagéo
pode envolver altera¢cBes no balanco de fitorreguladores nos tecidos vegetais, como &cido
idolbutirico (AIB), citocininas, giberelinas (GAs), etileno (ET), acido abscisico (ABA), acido
jasmonico (AJ) e acido salicilico (AS) os quais podem favorecer a associagdo simbidtica e
incrementar o crescimento da planta (Moreira et al, 2002; Jentschel et al., 2007; Silveira;
Freitas, 2007).

Durante a interacdo planta-patbgeno mecanismos de defesa sdo ativados em
conseqiiéncia da infeccdo microbiana (Harrison, 1999) podendo envolver respostas de

hipersensibilidade (RH) que pode ser acompanhada pelo aumento da concentracdo de espécies
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reativas de oxigénio, como o perdxido de hidrogénio (H,0,) ou acimulo de fitoalexinas. J& na
formacdo de micorrizas a falta da RH ap6s o reconhecimento do FMA indica a ndo ativacéo,
baixo nivel de resposta ou supressdo do sistema de defesa da planta, podendo ocorrer acimulo
de fitoalexinas apenas nos estdgios mais tardios da simbiose e em concentracbes muito
inferiores as observadas nas interagdes com fungos patogénicos (Souza, 2006).

Os principais genes de defesa ja estudados na associagdo micorrizica estdo associados
a via biossintética de fitoalexinas isoflavonoides (chalcone-sintetase, chalcone-isomerase), a
codificacdo de hidrolases que degradam a parede celular fungica (quitinases, p-1,3-
glucanases) e a codificagdo de proteinas envolvidas no aumento da rigidez da parede celular
vegetal e em processos de oxi-reducdo (peroxidases, catalalases) (Lambais, 2003). Devido ao
possivel efeito desses genes sobre o controle da simbiose micorrizica, pesquisas recentes tém
se concentrado na analise da sua expressdo ao nivel de proteina e/ou mRNA. Blilou et al
(2000) observaram um acumulo de transcritos codificando uma peroxidase em raizes de fumo
inoculadas com G. mossae, induzido pela colonizacdo do fungo durante os primeiros dias
apos a inoculacdo. No mesmo sentido, Ruiz-Lozano et al (2001) estudaram a inducéo de 7
genes relacionados a defesa vegetal, pl206, pl 49, pl176, PR10, acido transcinamico 4-
hidrolase, chalcona isomerase e uma quitinase basica Al, em raizes de ervilha micorrizadas
por Glomus mossae e Glomus intraradices. Eles observaram que houve um acimulo desses
transcritos durante as primeiras semanas da interagdo micorrizica, seguido de supressdo nas
semanas seguintes, indicando que tais genes podem estar relacionados com a formacdo de
estruturas como apressorios e arbusculos e com o controle da simbiose.

Apesar das analises realizadas ainda sdo grandes as limitacdes a respeito dos genes e
biomoléculas e suas respectivas fun¢des durante o desenvolvimento da simbiose micorrizica,

especialmente para a associa¢do formada com o tomateiro.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O tomate- uma breve descricéao

Solanum esculentum Mill, conhecido popularmente como tomate, € um fruto
pertencente a familia Solanaceae, a qual representa um dos maiores grupos de angiosperma
eudicotiledénea, com diversas plantas de interesse econdémico e importancia alimenticia. Esta
familia retne cerca de 150 géneros e 3000 espécies de distribuicdo cosmopolita, sendo
Solanum o género de maior representatividade (Souza; Lorenzzi, 2008). O tomateiro (Fig 1) é
uma espécie originaria da costa Oeste da América do Sul, sobretudo na Regido dos Andes
(Fig 2), onde a temperatura e precipitacao pluviométrica sdio moderadas. Segundo Camargo
Filho (1997), a ancestralidade andina do tomateiro se deu a partir da espécie S. esculentum

var. cerasiforme, o tomate cereja, que se expandiu por toda América Tropical.

= & (55

Farmas diferentes do fruto:
A cultivar tempord com frutos achalados, canelados
B cullivar tardia com frutos grandes
C: cultivar anglo-holandesa
Atada aa lenga do caule D cultivar con frutos oblongos
E: varias cultivares do tomate cergja

Figura 1: Esquema generalizado dos diferentes cultivares do tomate.
Disponivel em http://Jumaquintanacidade.files.wordpress.com/2012/02/a-cultura-do-tomate.pdf

Apesar de ser encontrado em locais com caracteristicas climaticas bastante diversas,
apresentando distribuicdo cosmopolita, a temperatura minima tolerada para germinacao de suas
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sementes é de 8 a 11 °C e a maxima de 34 °C. Também o excesso de chuvas prejudica o seu
ciclo por favorecer o surgimento doencgas (Carvalho; Pagliuca, 2007).

Seu cultivo no continente Europeu se deu por volta do século XVI, mas devido a
referéncia com solanaceas contendo alcaloides toxicos, seu uso foi restrito a ornamentacéo,
sendo pouco utilizado como alimento (Camargo Filho, 1994). A producdo do fruto no Brasil
teve inicio por volta do século XX, com a queda da hegemonia do café e a diversificacdo
agricola, quando na década de 30 ja era possivel encontrar seu cultivar mais importante, o Santa
Cruz (Camargo Filho, 1997). Entre 1940 e 1987 houve um aumento da participacdo da
olericultura no cenario econémico, sobretudo para batata, tomate e cebola que somaram em
1985 5,7% da producdo, ao lado de outras hortalicas e produtos que ao longo das décadas se

expandiram no cendrio nacional (Carvalho; Pagliuca, 2007).

o W umes S R i, el iy g vV
[ souvifi! Camod BRASIL -~ ylortronte
L ove | ¢ PARAGUN O ““ { 0%
{ 13 c .{n—-ﬁ PARO N
. Te 5 =
Aetosgmatn |- - =y ’J.m’?"" C ot gt RO - Shonada, g e
i (| S B ¥ r oo de
c. VOS5 iguet P he e .
| ANDES Qnuyw ov,_"a'ou. " r'e
San Feranco -V&“-’,"mce “o‘w
Lamom, | oswo b * MO CRANDE
Latloway § | e P J
-2 R 6 megre
Onie /| o -l“”“ 1]
\‘ San Jun| - |55
Vi |wamo |
o't o.| | URUGUAL
| antiage™ 15 1B/ wenos Afenl -l
1T Suontevaio
Tece
c’.&"‘“ ARGE ITINA [ i
iyt e
OCEAND Wovag, o A==
PACIFKCO | Vol
www.apole11.com
- OCEANO
Cormanr | 97 Comators Rnesmie ArLANTICO

Figura 2: Mapa parcial da América do Sul com destaque para a regido que representa o provavel
local de origem do tomateiro (FABBRI, 2009).

A utilizagdo de variedades melhoradas do tomateiro, mais resistentes e com maior
capacidade produtiva auxiliou a demanda mundial nos ultimos 20 anos, que duplicou como
consequéncia do aumento do consumo, tanto na forma processada quanto na fresca. Além
disso, foram realizados importantes investimentos em areas de cultivo no continente Asiatico
e no Africano (Carvalho; Pagliuca, 2007) e de acordo com dados da Organizacdo das NacOes
Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO, 2011) a China representa o maior produtor

mundial, juntamente com os Estados Unidos e india.
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Em 2008, o Brasil ocupou a nona posi¢do na producdo mundial (FAO/ONU, 2011) e
atualmente apresenta um crescimento acima da média mundial. Esse fato est4 intimamente
relacionado com a ampliacdo de técnicas de irrigacdo, uso de insumos e de hibridos com
caracteristicas nutricionais diferenciadas para melhora ndo apenas na producdo, mas no
consumo (Giordano et al, 2003). Apesar dos avancos ja obtidos, ainda ha dificuldades na
comercializacdo do tomate in natura devido a necessidade de adaptacdo logistica em funcéo
da perecividade e de barreiras tarifarias e fitossanitarias impostas entre os paises, que
dificultam a insercéo brasileira no mercado internacional (Heine, 2012).

As lavouras de tomateiro tem representatividade em todas as regides brasileiras,
destacando-se a Sudeste com 39% da producéo e a Centro- Oeste com 28%, sendo o Estado
de Goias o principal produtor nacional. De acordo com dados do IBGE (2011), o Nordeste
apresentou uma pequena reducdo produtiva de 2010 para 2011, mas manteve sua area
plantada, ao contrario das demais regides.

Nos Ultimos anos tem sido reconhecida a importancia da insercdo do tomate na dieta,
pela presenca de substancias como as vitaminas A e C e, sobretudo o licopeno, que agregam
um alto valor nutricional. O licopeno é um pigmento carotenoide, encontrado principalmente
em frutas e vegetais vermelhos. Esta substancia possui ligagdes duplas conjugadas o que lhe
confere propriedade antioxidante, reagindo com os radicais livres, suprimindo-os e
protegendo o sistema biol6gico humano, estando por esse motivo associado a diminuicdo de
diversos tipos de canceres e doencas cardiovasculares (Pereira, et al., 2009). Devido a esse
potencial quimiopreventivo e antiaterosclerético, o licopeno tem sido importante alvo de
pesquisas, ao lado de outros carotenoides como fitoeno, fitoflueno, beta-caroteno e
flavonoides como a quercetina, que potencializam o efeito antioxidante do fruto (Vitale, et al.,
2010). Estudos demonstraram que o percentual de inibicdo da carcinogénese em tumores de
prostata de camundongos foi maior com a utilizagcdo do p6é do fruto em comparagdo com o
licopeno isolado, o que demonstra o efeito sinérgico dos compostos. Os frutos do tomate
podem ser consumidos de forma fresca, em saladas ou processados (Faria, 2005; Heine, 2012;
Oliveira et al, 2012).

2.2 Micorrizas arbusculares: Caracteristicas gerais

As micorrizas arbusculares (MAs) sdo reconhecidamente a mais antiga relacao

simbidtica existente entre fungos e plantas. Em 1974, Pirozynski e Malloch sugeriram que 0s
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fungos micorrizicos arbusculares (FMA) colaboraram com as plantas para tornar a terra “mais
verde”, auxiliando, assim, na colonizagdo e dominancia das mesmas. Esses autores sugeriram
que a associacdo deveria ser de natureza mutualistica, que beneficiaria o fungo e a planta, na
qual o fungo melhoraria a absorcdo de minerais e dgua pela planta e em troca receberia 0s
fotossintatos. Essas propostas foram confirmadas anos depois através de estudos dos registros
fosseis, sugerindo que desde os primdrdios da ocupagdo terrestre pelos vegetais, ha
aproximadamente 400 milhdes de anos, existiam fungos com atributos comuns aos atuais
FMAs, que diante de uma série de mudancas climaticas e ambientais contribuiram para a
evolugéo e sobrevivéncia desses vegetais (Redecker et al, 2000).

Os FMAs estdo atualmente classificados no Filo Glomeromycota e Classe
Glomeromycetes, sendo ainda poucas as espécies descritas, considerando a grande
diversidade de plantas com as quais podem associar-se (Souza et al, 2006). Tais comunidades
tem aumento de matéria seca e maior extensdo radicular através da associagdo com o FMA,
mas nem sempre efeitos benéficos sdo observados pois os fungos podem estar em pequena
quantidade ou ndo haver reconhecimento entre os simbiontes (Maia et al., 2005).

Dentre os grupos que ndo realizam associacdo com fungos arbusculares, pode-se citar
Caryophyllaceae, Proteaceae, Cuprecaceae, Polygonaceae, Resedaceae, Urticaceae,
Portulareaceae (Takahashi, 2005) e Brassicaceae (Souza.et al., 2007). Ainda que ndo seja
exigida alta especificidade entre os simbiontes, a grande diversidade de interagdes mutualistas
que ocorre entre fungo e hospedeiro vegetal evidencia a complexidade genética existente e
influencia na ciclagem dos nutrientes, produtividade e estabelecimento dos vegetais (Smith,
2002).

Os fungos micorrizicos arbusculares, estdo dentre os microrganismos mais abundantes
do solo, tém seu crescimento radicular caracterizado por hifas intracelulares e um micélio
extraradicular. Esse aparelho externo permite uma maior captacdo de macronutrientes (P, N) e
micronutrientes (Cu, Zn) totais, aumento da estabilidade fisica radicular, bem como da
resisténcia contra microrganismos patogénicos (Latef, 2011; Smith et al, 2011). Por
apresentarem habito biotréfico obrigatério, seu ciclo de vida torna-se limitado quando
cultivado sem que haja colonizacdo de raizes compativeis. Nesse sentido, para 0
estabelecimento da simbiose, uma série de eventos é necessaria antes mesmo do contato do
fungo com a planta hospedeira, como a germinacdo dos esporos e formacdo do tubo
germinativo, a chamada fase assimbiética. Na fase pré-simbidtica ocorre a comunicacao entre

os simbiontes, quando moléculas sinalizadoras (fatores de ramificacdo) séo liberadas pela



18

planta, através do exsudato das raizes e estimulam a formac&o das hifas fangicas, que por sua
vez se diferenciam em apressorios e, em seguida, na fase simbidtica, hifas colonizadoras do
cortex vegetal (Walter, 2009; Sandra, 2012). Dentre os compostos sinalizadores ja
conhecidos, estdo aqueles pertencentes a classe das estrigolactonas como 5-desoxi-estrigol,
sorgolactona, estrigol e GR24, capazes de induzir a ramificacdo hifas de Gigaspora margarita
mesmo em baixas concentragdes (Akiyama, et al 2005).

Durante a fase simbiotica, ocorre a penetracdo das estruturas através do aumento da
pressdo na parede celular seguida de degradacdo por enzimas hidroliticas produzidas pelos
FMAs, como celulases, pectinases e hemicelulases (Silveira; Freitas, 2007). A colonizagdo €
acompanhada por diversos eventos como alteracdes na parede celular fangica, incluindo
deposicdo de material semelhante a parede celular vegetal ao redor da hifa com criacdo de
uma interface de caracteristicas especificas, aumento da sintese de membrana plasmatica e do
volume citoplasmatico e rearranjo do citoesqueleto. A partir de entdo, algumas hifas
diferenciam-se em arbusculos, estruturas responsaveis pelas trocas de carboidratos e
nutrientes entre simbiontes e a parede celular se torna amorfa, como consequéncia de diversas
alteracdes moleculares. Também ocorrem mudancgas metabdlicas na planta, que implica em
modificacfes na expressdo génica de enzimas e proteinas envolvidas no transporte de
sacarose e acumulo de fosfato inorganico (Pi) (Douds, 2000; Lambais, 2000; Siqueira et al.,
2010).

O processo de colonizagdo parece ser altamente regulado, uma vez que a
transformacéo de hifas em arbusculos ndo ocorre em todas as células e a prépria colonizacéo
sO ocorre em regides especificas da raiz (Silveira; Freitas, 2007). Entretanto os fatores sdo
desconhecidos, mas a regulacdo envolve troca de sinais, controlada por fatores ambientais
(Kiriachek et al, 2009). Dentre os fatores abidticos mais estudados estd a influéncia da
concentragdo de P no controle do desenvolvimento das MAs, controlando a taxa de
colonizagéo.

A absorcdo deste tdo importante nutriente estd diretamente relacionada com a
necessidade de desenvolvimento da planta, de forma que, quando o P atinge as concentrag0es
adequadas para a manutencdo do crescimento vegetal, a colonizacdo micorrizica pode ser
inibida e incompativel com condi¢des de altos niveis de nutrientes no solo. Ou seja, em
condi¢des Otimas a infeccdo € reduzida, tornando-se muitas vezes dispensavel (Lambais,
2000). Assim, normalmente, concentragdes mais altas de P no solo inibem a colonizagéo das

raizes, e as concentragdes mais baixas, por sua vez, favorem-na (Smith et al., 2011).
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Vérias hipdteses tém sido sugeridas para explicar o efeito do fosfato no
desenvolvimento das micorrizas arbusculares. O acimulo de fosfatases em condigdes de alta
concentracdo de P faria com que estas formem dimeros com lectinas na raiz, bloqueando a
penetracdo do fungo ou inibindo o seu crescimento. Em contrapartida, uma menor quantidade
de P no meio reduziria a sintese de fosfolipidio, tornando a membrana plasmética mais fluida
e permeavel, facilitando a penetracdo fungica na raiz (Lambais, 2000). Mesmo com pouco
conhecimento a respeito da influéncia do P no controle da simbiose micorrizica, acredita-se
que as plantas tenham mecanismos auto-regulatérios na formacdo da simbiose, quando a
concentracdo de fosforo afeta diretamente a infecgdo fungica (Bucking; Heyser, 2003).

A simbiose micorrizica é conhecida, entre outras coisas, pela a¢do biofertilizadora
sobre as plantas (Sampaio et al, 2012), por maximizar a absorcdo de nutrientes do solo
através do aumento da area de absorcdo das hifas (Cavalcante et al, 2009). A acdo
biocontroladora se expressa na reducdo de danos e estresses causados pela acéo de patdgenos
ou por fatores abidticos, como metais pesados e outros poluentes (Maia et al., 2005). Além
disso, a associacdo micorrizica pode ajudar na melhor agregacdo das particulas do solo,
auxiliando na recuperacdo de areas degradadas, pelo aumento da biomassa vegetal e apresenta
caracteristicas bioquimicas diversas que refletem no acumulo de certos metabdlitos
secundarios (Carneiro, 2004).

Estudos transcriptdmicos tém sido fundamentais para o entendimento dos mecanismos
moleculares envolvidos na formacdo da micorriza arbuscular e o tomateiro € um dos modelos
vegetais mais utilizados neste tipo de abordagem. Os padrdes de expressdo associados
especificamente com estruturas da simbiose (arbusculos e vesiculas) foram explorados pela

primeira vez em tomateiros por Balestrini, em 2007, através de microdissecgéo.

2.3 O sistema de defesa vegetal

Para protegerem-se contra 0s estresses bidticos (ataques de microrganismos
patogénicos) e abidticos (mudancas climaticas, salinidade, poluicdo ambiental) os vegetais
apresentam uma série de mecanismos de defesa, fisicos ou quimicos. Dentre as estratégias
fisicas, estruturais ou morfologicas, estdo 0s espinhos e pelos, ceras e cuticula, enquanto que
como defesa quimica produzem substancias quimicas como flavonoides, glicosideos

cianogénicos e inibidores proteicos, a partir dos quais podem ser criados outros derivados
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através de enzimas que agem nas vias biossintéticas finais, o que resulta em modifica¢Bes na
bioatividade contra o organismo atacado (Soares; Machado, 2007).

A cuticula e parede celular vegetal constituem as primeiras barreiras encontradas pelos
microrganismos durante o estabelecimento da infeccdo, pois eles necessitam secretar
substancias degradadoras que facilitem sua penetracdo, a exemplo da pectinase e celulase
(Mussury et al., 2012). Esses compostos membranares podem formar complexos protéicos
com acucares, lipideos e outras proteinas, podendo desempenhar também diversas funcdes no
estabelecimento da simbiose micorrizica: a penetracdo da hifa na raiz se dad por uma
combinacdo de pressdo mecanica e degradacdo enzimatica da parede celular vegetal por
pectinases, celulases e hemicelulases fungicas. O baixo nivel de atividade dessas enzimas e a
producdo localizada das mesmas mantém a integridade do tecido vegetal permitindo a
colonizacdo do FMA (Hallmann et al., 1997; Moreira; Siqueira, 2006).

O reconhecimento mutuo entre a planta hospedeira e 0 FMA se da, na maioria das
vezes, através de moléculas elicitoras, as quais podem ser enddgenas (secretadas por
microrganismos) ou exdgenas (geradas através de clivagem quimica/ fisica da parede celular
vegetal) e é acompanhado por mudancas na permeabilidade membranar, ativacdo de enzimas
e liberacdo de sinais moleculares, resultando na ativacdo ou supressdo de varios genes do

sistema de defesa vegetal (Bari; Jones, 2009).

PERCEPCAO DE —> | TRANSDUCAO | — | TRANSCRICAO DE
MOLECULAS DE SINAL GENES DE
ELICITORAS DEFESA

Figura 3: Esquema dos mecanismos de defesa apds o reconhecimento entre simbiontes
durante a interacdo micorrizica arbuscular.

Sendo assim, durante a interacdo planta-patdgeno, inimeros mecanismos de defesa sdo
ativados em consequéncia da infeccdo microbiana, acompanhados pelo aumento da
concentracdo de espécies ativas de oxigénio (EAO), como o peroxido de hidrogénio (H,0)
(Soares, 2007). Respostas da planta a infeccdo, semelhantes aquelas de ataques de patdgenos,
sdo observados durante a associacdo micorrizica, entretanto, reacdes de resisténcia sdo mais
perceptiveis quando ha incompatibilidade molecular entre FMA e plantas ndo hospedeiras, ou
seja, em uma interacdo perfeitamente compativel sdo observadas respostas defensivas rapidas
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e transitdrias as quais poderiam ser justificadas pela inducdo de mecanismos de supressao da
defesa, permitindo a penetragdo do fungo (Agrios, 2005). Dessa forma, a falta da Respostas
de Hipersensibilidade apos o reconhecimento do fungo micorrizico arbuscular (FMA) indica a
ndo ativacao, baixo nivel de resposta ou a supressdo do sistema de defesa da planta, com
mudancas no nivel de expressao de proteinas (Souza, 2006).

Algumas moléculas presentes na membrana celular dos FMA sdo idénticas as
encontradas em fungos patogénicos e segundo Harris (2005), podem existir diferencas
estruturais sutis entre elas. Analises bioquimicas e moleculares tém mostrado que moléculas
relacionadas & defesa sdo liberadas durante o estabelecimento da simbiose, mas em baixos
niveis e transitoriamente, quando comparado a reacdo da planta frente a um microrganismo
patogénico. Além disso, alguns pesquisadores apontam para a possibilidade de os FMA
induzirem alteracbes no hospedeiro vegetal, clivando essas moléculas e inativando-as,
tornando-as incapazes de induzir reagdes defensivas, o que demostra a necessidade de um
grau elevado de combinagédo de sinalizacdo celular e conversdo desses sinais em respostas
fisioldgicas adequadas tanto para a defesa induzivel - provocada por agressores pontuais -
guanto para a permanente (Salzer et al., 2000; Kiriachek, 2009).

Os principais genes do sistema de defesa vegetal, j& estudados em micorrizas
arbusculares, estdo associados a via biossintética de fitoalexinas isoflavondides (chalcone-
sintetase, chalcone-isomerase), a codificacdo de hidrolases que degradam a parede celular
fangica (quitinases, B-1,3-glucanases) e a codificagdo de proteinas envolvidas no aumento da
rigidez da parede celular vegetal e em processos de oxi-reducdo (peroxidases, catalalases)
(Souza, 2002; Kiriachek, 2009).

2.3.1 Proteinas relacionadas a patogénese: quitinase e f3-1,3-glucanase

Quitinases e B-1,3-glucanases sdo enzimas associadas a defesa das plantas contra
patégenos, pois degradam os polissacarideos quitina e 8-1,3-glucana respectivamente (Lebeda
etal., 2001).

As quitinases possuem atividade hidrolitica, sendo capazes de degradar as ligagdes [-
1,4 entre os residuos de N-acetilglucosamina da quitina componente de maior abundancia na
parede celular dos fungos em geral, representando, portanto, um importante componente na
interacdo planta-fungo. Compreende uma familia de seis classes de proteinas com diferentes
estruturas moleculares e localizagdes espacial e temporal, aléem de substratos especificos com

mecanismos hidroliticos diversos (AAM et al., 2010).
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Tem sido cada vez mais relatado o papel da quitinase como componente de defesa da
planta, induzivel em situacGes especificas e por isso elas sdo classificadas como proteinas
relacionadas a patogénese- PRs (Xie, 2010). A expressdo de genes que codificam as PRs é
induzida pela presenca de patdgenos (virus, bactérias, fungos) ou fatores ambientais como
salidade e estresse hidrico (Van Loan et al., 2006).

Apesar de ja existirem relatos de quitinases que mostraram atividade antifungica in
vitro, como as quitinases das classes | e V, aumentando a resisténcia vegetal (Seidl, 2008;
Palma-Guerrero et al., 2009), o papel das mesmas em interacdes simbioticas ainda ndo esta
esclarecido. Entretanto, sabe-se que elas participam da interacdo de leguminosas com rizobio
e da micorrizacdo (Salzer et al., 2000). No caso da simbiose nodular, ha evidéncias de que a
quitinase cliva e desativa uma parte dos fatores ‘Nod’- lipo-quito-oligossacarideos (LCOs)
bacterianos- caso ndo haja compatibilidade entre as raizes e a bactéria, os fatores Nod passam
a ser reconhecidos como moléculas elicitoras, acionando a defesa vegetal, que se iguala
aquela ativada pela presenca de patdgenos. Na micorrizagdo, por outro lado, diante da
compatibilidade entre os simbiontes, as quitinases vegetais clivam os LCOs fungicos e
reduzem a resposta de defesa da planta (Kiriachek, 2009).

Frettinger et al (2006) destacaram que a expressdo de quitinases em raizes de
Mendicato trunculata micorrizadas foi diferente da expressdo das mesmas em raizes contendo
rizébios ou fungos patogénicos. Quitinases dos tipos I11-2, 111-3 e 111-4 foram encontradas
apenas nas raizes de Mendicato trunculata fortemente colonizadas por Glomus intraradices,
ndo sendo induzidas durante o processo infeccioso com fungo patogénico Phytophthora
megasperma. Em contrapartida, as quitinases do tipo I, Il e IV ndo tiveram sua expressao
aumentada em funcéo da simbiose arbuscular.

No mesmo sentido, Costa e colaboradores (2010) verificaram 0 aumento na
concentracédo de quitinases em porta enxertos de videiras inoculadas com Glomus intraradices
e Fusarium oxysporum, que foi acompanhada de uma reducdo dos sintomas da doenca,
através da ativacdo temporaria de respostas de defesa pela simbiose mutualistica, que
estimulou a expressao de diferentes isoformas da enzima.

A atividade de quitinases em tomateiros colonizados com FMA tem sido relacionada a
capacidade da simbiose micorrizica proteger a planta frente a ataques de patdgenos (Azcon-
Aguilar et al., 2002). Raizes de tomateiro previamente inoculadas com G. mossae e infectadas
com Phytophora parasitica foram investigadas através de SDS-PAGE desnaturante,
mostrando uma inducdo de isoformas de quitinases nas raizes colonizadas pelo FMA,
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diferente das isoformas expressas nas raizes infectadas pelo fungo patogénico (Pozo, 1996).
Esses trabalhos indicam uma regulagdo diferencial e especifica em funcdo da presenca da
simbiose arbuscular, que pode exercer efeito protetor contra microrganismos fitopatogénicos,
evitando a reducdo das raizes em comparagdo com as nao-inoculadas e reduzindo as lesdes
necroticas (Salzer, et al., 2000).

Os indutores do sistema defensivo vegetal podem atuar através da acdo de moléculas
elicitoras ou ativacdo de genes responsaveis pela codificacdo de fatores de resisténcia. A
resposta de resisténcia inclui a morte celular programada, producdo de metabdlitos
antimicrobianos e de proteinas relacionadas a patogénese, como a fB-1,3 glucanases. As f-
glucanases sdo enzimas multifuncionais que hidrolisam polissacarideos como celulose e
participam diretamente do controle biolégico por estarem envolvidas na degradacdo da parede
celular fungica, além de atuar em diversos processos fisiologicos das plantas e respostas a
estresses como infecgdes patogénicas (Kemp et al., 1999; Morohashi; Matsushima, 2000). A
supressao de B-1,3 glucanases e do nivel de mRNA codificando isoformas especificas dessas
enzimas também tem sido observada em raizes micorrizadas, regulando o crescimento
fangico intraradicular e influenciando o controle da simbiose (Lambais; Mehdy, 1996; Pozo et
al., 2002).

2.3.2 Enzimas antioxidantes: peroxidase e catalase

As enzimas do sistema antioxidante, como catalase, peroxidase ascorbato e peroxidase
guaiacol, desempenham um importante papel nos processos oxidativos das células vegetais
expostas a estresses ambientais. Em condi¢fes de baixa concentragdo de oxigénio no solo, ha
um aumento de radicais livres nas células, levando a modificagbes nas estruturas
membranares e a danos celulares em fungdo do acumulo de espécies reativas de oxigénio
(EAO) (Blilou et al., 2000). As espécies mais comuns de EAO s&o aquelas formadas como
consequéncia da reducdo do oxigénio molecular (O,), peroxido de hidrogénio (H.0,) e
hidroxila (OH), que podem levar & peroxidacao lipidica, inativagdo de enzimas e degradagédo
de acidos nucléicos (Lamb; Dixon, 1997).

A peroxidase estd envolvida em muitos processos metabdlicos da celula, como
regulacdo do crescimento celular, biossintese de lignina, protecdo contra estresses bioticos e
abioticos. Esté localizada principalmente nos compartimentos vacuolares e na parede celular,

por catalisar a oxidacdo de compostos fendlicos para formacdo de bifenilas hidrofobicas,
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polimeros ou quinonas, reforcando a parede vegetal contra a acdo de certas enzimas e agindo
como barreira fisica contra invasdo de agentes patogénicos (Spanu; Bonfante-Fasolo, 1998;
Blilou, 2000; Pereira, 2010). Tanto a peroxidase quanto a catalase sdo enzimas de defesa que
protegem a célula contra danos oxidativos através da reducédo do H,O, em O, e H,0.

Durante a fase inicial da micorrizagdo arbuscular também ocorre 0 aumento transitério
no nivel dos transcritos dessas enzimas de defesa, seguida, geralmente de supressdo. A
inoculacdo de raizes de alho com Glomus vesiforme resultou na regulacdo inicial de
peroxidase, em 10 dias apds a inoculacdo, quando comparado as plantas controles (Spanu;
Bonfante-Fasolo, 1998); da mesma forma, Mathur e Vyas (1995) observaram o aumento do
nivel de peroxidase em funcdo do aumento de P no solo, que induziu isoformas enzimaticas.

Lambais e colaboradores (2003) observaram aumento de transcritos de enzimas
antioxidantes como catalase e peroxidase na fase inicial da coloniza¢do micorrizica, seguido
de diminuicdo apos o estabelecimento da simbiose. A presenca de espécies ativas de oxigénio
(EAOs) pode induzir essa expressao e deixar a parede celular vegetal permeavel ao FMA;
além disso, a medida que a colonizacdo micorrizica é estabelecida, peroxidases relacionadas a
defesa podem atuar no controle do crescimento flngico e a0 mesmo tempo proteger a planta
contra patdgenos presentes no solo. Em tomateiro, os estudos abordando a regulacdo
diferencial de enzimas do sistema oxidativo sdo mais escassos, sendo relevantes trabalhos que

identifiquem e caracterizem o comportamento génico dessas enzimas.

2.4 Expressao diferencial de genes de tomateiros em resposta a inoculagdo
com FMA

Para o estudo da regulacdo micorrizica através de diversas vias bioquimicas e
moleculares, varias pesquisas vém sendo desenvolvidas com o intuito de identificar genes
diferencialmente regulados na presenca das MAs. Para isso, estdo sendo empregadas técnicas
como hibridizacdo em microarrays (arranjos ordenados de milhares de genes em laminas de
vidro), analises de EST (Expressed Sequence Tag), SAGE (Serial Analyses of Genes
Expresssion), “display” diferencial de mRNA (Hibridizag¢&o Subtrativa Supressiva) e PCR em
tempo real. Essas técnicas estdo permitindo a identificacdo de genes que estdo tendo a sua
funcdo na simbiose micorrizica arbuscular determinada (Lapopin et al., 2001; Requena et al.,
2002).
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Muitos trabalhos tém sido realizados focando modificacdes da expressdo génica tanto
mediante estresses bioticos e abidticos, quanto nos estagios iniciais da micorrizagdo. Alguns
autores tém caracterizado, por exemplo, genes codificadores de H*-ATPase (Requena et al.,
2003). As H*-ATPases transportam protons para o exterior das células, com consumo de
ATP, acidificando a interface fungo-planta e com isso geram um gradiente eletroquimico que
atua como forca para a transferéncia dos nutrientes (Krajinski et al., 2002).

Estudos de H'-ATPases, também tém sido realizados utilizando raizes de tomateiro
inoculadas com FMA. Nesse sentido, Ferrol e colaboradores, em 2002, estudando raizes de
tomateiros mutantes, incapazes de formar micorrizas, tentou relacionar o desenvolvimento da
associacio a expressdo génica de H*-ATPases (LHA1 e LHA2) nas células radiculares. Nessa
abordagem foram identificadas estruturas como arbusculos e apressorios nas raizes
colonizadas com Glomus mossae, enquanto que nas raizes das plantas ndo-micorrizadas ndo
houve penetracdo no tecido epidérmico da raiz. Além disso, transcritos do LHAL
apresentaram supressdo nas raizes micorrizadas, o que poderia indicar que a isoforma de H*-
ATPases codificando LHAL estaria envolvida na geracdo de gradiente de prétons necessario
para adquirir o fosfato em células de raizes ndo micorrizadas, ja que a captacdo de fosfato do
solo para as raizes pode ser inativada durante o estabelecimento da simbiose micorrizica. Por
outro lado, transcritos LHA2 foram estimulados, sugerindo que essa proteina contribui para
energizacdo da membrana arbuscular, necessaria para direcionar a absorcdo do fosfato pelo
hospedeiro vegetal, transferido pelo FMA.

O alto percentual de colonizacdo, geralmente, encontra-se associado a uma maior
expressdo de genes codificando elementos transportadores de fosfato e também estdo
envolvidos na biossintese de carotenoides relacionados a micorrizagdo (Walter et al., 2007).
Neste sentido, a quantificacdo dos niveis diferenciados de horménios que estdo relacionados a
defesa. Lopez-Raez (2011), verificou que a simbiose implica em mudancas de fitohormonios
influenciado pelas mudancas na expressao de genes que estdo envolvidos na sua biossintese.

Gomez-Ariza et al (2009) identificou em amostras do cortex, epiderme e cilindro
central de células radiculares de tomate colonizadas com Glomus mossae 5 genes
transportadores de fosfato inorganico (Pi). LePT1 e LePT2 foram localizados na epiderme e
tecido cortical, independentemente presenca de FMA, indicando que as células corticais
requerem Pi mesmo na auséncia da associacdo. A localizacdo desses transcritos na epiderme
pode ocorrer devido ao fato de o Pi absorvido por essas células ser rapidamente transportado

para outras camadas celulares, como as corticais, levando a uma baixa concentragdo de Pi na
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epiderme e a expressdo de LePT1 e LePT2. O gene LePT1 foi localizado também nas células
do cilindro central, mas apenas em condi¢6es de deficiéncia de fosforo. Transcritos de LePT3,
LePT4, e LePT5 estiveram presentes apenas nas células contendo arbusculos, onde os FMA
podem exercer controle sobre o Pi liberado para as células hospedeiras.

A regulacdo de alguns genes codificadores de proteinas transmembrana, envolvidos no
transporte de nutrientes e agua em funcdo da micorrizagdo, também vendo sendo alvo de
trabalhos tendo o tomateiro como modelo vegetal. De acordo com Ouziad e colaboradores
(2006) a expressdo de genes codificadores de aquaporinas, por exemplo, em raizes de
tomateiros cultivados sob estresse salino, também ¢é influenciada pela micorrizagdo. As
aquaporinas sdo familias de canais transmembrana que contribuem significativamente na
passagem seletiva de agua e parecem ser presumivelmente reguladas por FMA em condicdes
de estresse salino (Gaspar, 2011). Apesar do numero de transcritos terem sido alterados pelo
efeito da salinidade, o efeito da presenca de FMA nas raizes foi maior, mas ainda néo estéo
claros os mecanismos envolvidos. Sabe-se que Glomus geosporum € encontrado em
condicdes de salinidade e por isso pode conferir maior resisténcia a planta através de
modificacdes na alocacdo de NaCl nas raizes.

Ouziad (2004) realizou um trabalho com tomateiros cultivados em solo com metais
pesados, colonizados ou ndo com Glomus intraradices. Utilizando as técnicas moleculares
Northen Blot e RT-qPCR, analisou a familia de 5 genes- Lemtl, Lemt3, Lemt4, Nramp2 e
LePCS1- envolvidos no transporte de metais pesados. Ndo houve regulacdo diferencial dos
mesmos em quaisquer das condi¢bes analisadas: solo contaminado com metais pesados, solo
controle, com ou sem FMA, apesar de nas analises de Northen Blot terem sido detectados
sinais em baixa intensidade, indicando que estes genes podem estar envolvidos no aumento da
tolerancia a metais pesados em outras fases de vida da planta, diferentes da analisada.
Entretanto, outro gene, Lemt2, relacionado a resisténcia a metais pesados foi expresso apenas
em plantas cultivadas sob esse estresse. No mesmo sentido, a expressao de LeNramp3 e
LeNramp1 foi trés vezes menor em raizes colonizadas em solos com metais pesados.

Amplificagcbes por PCR permitiram também identificar um novo transportador de
nitrato (NRT2) em raizes de tomateiro, o qual teve sua expressdo aumentada nos tratamentos
com Glomus intraradices, demonstrando que a formacdo de MA afeta positivamente a
alocacdo de nitrato (Hildebrandt, 2002). Schaarschmidt, et al. (2006) estudaram a expressao
diferencial de uma invertase LING, que cumpre um papel essencial na micorrizagdo arbuscular

por estar envolvida no fornecimento de hexoses aos FMA. Através de RT-gPCR, foi
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detectado um aumento de 3 vezes nos niveis de LIN6 11 semanas ap0s a inocula¢do do
tomateiro com Glomus intraradices e de 1,8 vezes apds 5 semanas, enquanto que nas raizes
ndo inoculadas o aumento foi de 12 vezes, indicando menor reacdo de inducao de estresse.
Assim, a analise da expressdao de genes em larga escala ou o estudo da regulacdo
diferencial de genes especificos, em diferentes condi¢cdes de cultivo ou fases de

desenvolvimento, pode auxiliar a entender melhor os mecanismos da associagao.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a influéncia do FMA Glomus etunicatum e de niveis de fosforo no solo sobre a

expressao diferencial dos genes quitinase, glucanase, peroxidase e catalase, envolvidos na
resposta de defesa do tomateiro.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos da colonizacdo de FMA na expressdo dos genes Chi3 (quitinase),
BGL2 (B-1,3-glucanase), CAT2 (catalase) e APX1 (peroxidase) em raizes colonizadas
com Glomus etunicatum através de RT-qPCR.

o Verificar a influéncia de diferentes concentracdes de fésforo no solo (3, 8 e 15

mg/dm3) sobre a modulacdo de genes Chi3, BGL2, CAT2 e APX1 nas raizes de
tomateiro.
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CAPITULO 1

INFLUENCIA DA MICORRIZACAO E DO FO'SFORO SOBRE A EXPRESSAO
DIFERENCIAL DE UMA QUITINASE EM RAIZES DE TOMATEIRO (Solanum
esculentum)

Clarissa F. O. Silva, Roberta L. O. Silva, Carolina B. Malafaia, Manassés D. da Silva,
Ederson A. Kido, , Marcia V. Silva, Bartolomeu A. dos Santos, Leonor C. Maia.

Resumo

O tomateiro é uma solanécea herbacea com ampla capacidade adaptativa, sendo o Brasil um
dos maiores produtores mundiais. Essa cultura vem sendo utilizada como modelo vegetal para
0 estudo da regulacdo micorrizica, em alternativa a Arabdopsis thaliana, pois possui ciclo de
vida curto e genoma relativamente pequeno (950Mb), além disso sdo facilmente
micorrizaveis. O estabelecimento das MAs envolve uma série de eventos bioquimicos e
moleculares regulados por ambos simbiontes, ainda ndo totalmente esclarecidos. O estudo da
expressdo génica em raizes colonizadas permitird melhor compreensdo dos mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da simbiose, contribuindo para melhor aplicabilidade desta. O
objetivo deste trabalho foi analisar a expressdao diferencial dos genes Chi3, BGL2, CAT2 e
APX1, envolvidos na resposta de defesa do tomateiro em funcédo da colonizacdo com Glomus
etunicatum e do nivel de P no solo, através de RT-gPCR.

Introducéo

O tomate (Solanum esculentum Mills) é uma solanacea com ampla capacidade
adaptativa, sendo o Brasil um dos maiores produtores mundiais. A cultura do tomateiro exige
um conjunto de medidas de protecdo contra o ataque ciclico de patogenos, devido a
vulnerabilidade que esta apresenta (Tamiso, 2005). O produtor, mesmo tendo a disposicdo
uma gama de defensivos agricolas, sempre esta suscetivel a grandes prejuizos, pois o cultivo
deste fruto estd vulneravel ao ataque de fungos, bactérias, virus e namatoides, que limitam sua
producdo (Lopes; Avila, 2005). Algumas dessas doencas s6 podem ser controladas mediante
um adequado programa de manejo integrado (Kurozawa; Pavan, 2005), entretanto,
alternativas tém sido apresentadas como aplica¢do de biocontroladores de doengas e pragas,
como os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) (Maia et al., 2005).

Micorrizas arbusculares (MAs) séo associa¢des mutualistas entre raizes da maioria das
plantas e fungos do filo Glomeromycota. O estabelecimento da MA pode ser influenciado por
diversos fatores bioticos e abioticos e a colonizagdo nas raizes pode variar de acordo com a
disponibilidade de P no solo. Em geral, se observa que, em condicdes de alta concentracao de
P, a colonizacdo micorrizica é reduzida ou inibida, enquanto que baixos niveis de P facilita o
estabelecimento da simbiose (Silveira; Freitas, 2007). Os mecanismos envolvidos nessa
regulacdo ainda nao séo conhecidos com precisdo, mas hipoteses envolvendo modificagdes na
permeabilidade da membrana plasmatica vegetal & agucares e aminodcidos, em funcdo da
concentracdo de fosfato, tem sido documentada (Silveira; Freitas, 2007).

Durante a interacdo entre plantas e fungos patogénicos, podem ser observadas
respostas de hipersensibilidade (RH), que geralmente ndo sdo observadas na formacéo das
micorrizas arbusculares. A falta da RH apos o reconhecimento do FMA indica baixo nivel de
resposta ou supressdo do sistema de defesa da planta (Souza, 2006). Devido ao possivel efeito
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desses genes sobre o controle da simbiose, pesquisas recentes tém se concentrado na analise
da sua expressividade ao nivel de proteina e/ou mRNA (Ruiz-Lozano et al, 2001). Especial
atencdo vem sendo dada as quitinases, enzimas capazes de degradar as ligacfes B-1,4 entre 0s
residuos de N-acetilglucosamina da quitina, componente da parede celular dos fungos em
geral. A atividade da quitinase é induzida em resposta a varios estimulos como etileno
(Gomes, 2010), &cido salicilico e microrganismos patogénicos desempenhando um importante
papel contra invasdo de patdgenos. Contudo, ainda existem limitaces a respeito da funcéo
desempenhada pela quitinase no desenvolvimento da simbiose micorrizica arbuscular
(Frettingeret al, 2006; Costa et al, 2010).

Neste trabalho, foram utilizadas raizes de tomate, como modelo para andlise da
expressao diferencial do gene Chi3 sob o efeito da inoculacdo por fungo micorrizico Glomus
etunicatum em diferentes concentragdes de fosforo, através de PCR quantitativa em tempo
real a fim de contribuir para um melhor entendimento dos processos de defesa vegetal
envolvidos na micorrizacdo arbuscular.

Materiais e Métodos

Material biol6gico e inoculagéo micorrizica

Sementes de tomate do cultivar Santa Clara 1-5300 foram desinfestadas e postas para
germinar em areia esterilizada. Apds 8 dias da germinacdo as plantulas foram transferidas
para sacos de polietileno preto, contendo areia e vermiculita (v/v 2:1), momento no qual
inoculou-se os FMA, utilizando-se aproximadamente 100 esporos por planta. A coleta das
raizes para avaliacdo da colonizacdo e pesquisas moleculares foi realizada em 8, 15, 30 dias
apos a inoculacéo (dai).

As raizes presentes nas amostras de solo foram lavadas, diafanizadas e coradas com azul
de Trypan (Philips, 1970). O percentual de colonizacdo foi calculado pelo método de
intersecdo dos quadrantes (Giovanetti; Mosse, 1980). Os dados foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey (5%).

Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

As amostras de RNA total de cada tratamento (inoculado e n&o-inoculado) foram
extraidas das raizes coletadas, utilizando reagente Trizol (Invitrogen), de acordo com as
recomendacdes do fabricante e em seguida foram submetidas a corridas em gel de agarose
para verificacdo da qualidade do RNA total extraido, procedendo-se ao tratamento com
DNAse (RNAse-Free DNAse Set 50) e quantificadas em nanodrop. Para sintese de cDNA
utilizou-se o kit Super Script First Strand Synthesis System for RT-PCR (Qiagen), com o qual
foi obtida uma fita simples de DNA a partir do mRNA, pela atividade da enzima transcriptase
reversa.

Quantificacao génica por PCR em tempo real

Para a quantificacéo relativa do gene alvo Chi3 e dos genes constitutivos EF-1a e 18S
rRNA, iniciadores especificos (primers) foram desenhados utilizando o programa Primer3
com pequenas modificagdes nos pardmetros padrdo do programa (disponivel em:
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/) que incluiam amplicom entre 70 a 100 pares de bases,
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temperatura de dissociacdo (TM) do primer minima de 40, 6tima de 50 e maxima 60 e
contetildo GC variando de 45 a 55%.

Para confirmacdo da especificidade e eficiéncia dos primers, reacGes de
amplificagéo do tipo RT-gPCR foram realizadas em um volume final de 10 pL, sendo: 1 pL
de cDNA, 1 pL de cada primer gene-especifico (0,2 a 0,5 uM), 5 pL de HotStart-IT SYBR
Green gPCR Master Mix 2X® (USB®), 0,2 pL de fluoréforo passivo ROX (USB®) e 1,8 pL
de agua ultrapura estéril. As amplificacbes foram realizadas no termociclador Bioer, em
triplicatas, com incubagé&o inicial de 95°C por 2 minutos, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos,
58°C por 30 segundos e 70°C por 30 segundos. A normalizacdo das leituras e as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software fdpcr 4.1.00 (Bioer®) e o REST, com base
na comparacao entre as expressées do gene alvo e a expressao do gene controle constitutivo,
pouco varidvel nas mesmas condicBes experimentais. Para cada par de primer foram avaliadas
as curvas de dissociacdo dos produtos amplificados (curva de melting), com o intuito de
verificar possiveis contaminagdes das trés repeticdes de cada amplificacdo, além de controle
negativo (amostra sem cDNA). Essa comparacao foi realizada através do modelo matematico
de Pfaffl, que calcula a taxa de expressao relativa de um alvo, baseada em uma reacdo de
eficiéncia (E) e o ponto em que a fluorescéncia ultrapassa o limiar (Ct) de uma amostra
conhecida versus o controle, relacionando posteriormente, a um gene de referéncia (Pfaffl et
al. 2001). Foram considerados eficientes os primers cujos produtos de amplificacdo via PCR
(amplicons) fossem Unicos, com o peso molecular predito durante o desenvolvimento dos
respectivos iniciadores.

Resultados

Colonizacao micorrizica

As taxas de colonizacdo das plantas inoculadas com Glomus etunicatum e cultivadas
com baixo fosforo (BP), médio fosforo (MP) e alto fosforo (AP), sdo apresentadas na tabela 1.
Como se pode ver, em amostras com baixa concentracdo de fésforo (BP) houve um aumento
na taxa de colonizacdo, que variou significativamente pelo teste de Tukey de 3,1% na
primeira semana para 22% na segunda semana, mas nao diferiu estatisticamente da segunda
(22%) para a terceira semana (31%). Resultado semelhante foi encontrado nas raizes
cultivadas sob condicdo de medio fosforo (MP), havendo uma expressiva variacdo de 3,8% a
18% da primeira para segunda semana de cultivo (Figura 1).

Tabela 1. Colonizacdo vesicular por Glomus etunicatum (GE), de raizes de tomateiro,
cultivadas com diferentes niveis de P, em funcdo do tempo.

Niveis de P Dias ap6s a inoculacéo (d.a.i.)
(mg/dm?®)
8 15 30
BP +GE 3,1aB 22aA 31aA
MP+GE 3,8aB 18aA 24aA
AP+GE ObA 4,3bB 7,6bB

Médias seguidas pela mesma letra, minGsculas na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente
entre si pelo teste de tukey (p<0,05)
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Apds 8 dias de experimento, a taxa de colonizacdo de G. etunicatum ndo diferiu
expressivamente entre 0s tratamentos com baixo e médio P, apresentando um percentual de
3,1% e 3,1%, respectivamente, o que é de se esperar, ja que na primeira semana da formacao
da simbiose, poucas estruturas flngicas estdo presentes na raiz. Entretanto observa-se uma
mudanca relevante estatisticamente em relacdo a colonizacao de raizes quando cultivadas com
AP (p<0,05), pois ndo foram encontradas estruturas micorrizicas que indicassem infeccdo
radicular (0%).

Em 15 d.a.i foi observado um aumento da presenca de estruturas micorrizicas tanto
nas amostras das raizes cultivadas com BP (22%), quanto naquelas cultivadas com MP (18%),
ndo havendo diferenca relevante estatisticamente (p>0,05). Amostras de raizes com 30 dias de
experimento, cultivadas com BP (31%) também nao diferiram significativamente relacdo as
cultivadas com MP (24%). Tanto em 15 quanto em 30 d.a.i, houve uma significativa redugéo
do percentual micorrizico em funcdo de fdésforo (Tabela 1), indicando que uma maior
concentracdo de P no meio, pode reduzir ou inibir a formacdo da simbiose micorrizica.

Ficou evidenciado que os maiores valores de colonizacdo foram encontrados nas
amostras com baixa concentracdo de fésforo presente na solucdo nutritiva aplicada. Como
esperado, ndo se encontrou quaisquer estruturas relacionadas a micorrizagdo nas amostras
controle (ndo inoculadas com G. etcunicatum), em todos os periodos analisados.

Figura 1: Arbusculos (A) e vesiculas (B) presentes nas amostras de raizes de tomateiro
colonizadas com Glomus etucnicatum

Analise da expressao de Chi3 via RTg-PCR

Os transcritos do gene quitinase e os constitutivos 18S rRNA (Chen et al, 2011) e
EFa-1 (Exposito-Rodriguez et al, 2008), apresentaram eficiéncia maior que 90%, sendo
adequados para as analises de expressdo relativa (Anexo 2). Entretanto, os melhores dados
foram revelados quando considerado o gene EFa-1 como normalizador.

Para a quantificacdo do alvo Chi3 foram utilizadas amostras de cDNA (Figura 3)
obtidas a partir de RNAs anteriormente submetidos a analise de integridade através de
corridas em gel de agarose. As bandas obtidas indicaram boa qualidade e a relacdo da
densidade oOptica de Agsorzo foi em torno de 1,8 indicando pouca contaminagdo com
polissacarideos e proteinas.

Assim, a expressao relativa da quitinase foi feita de acordo com trés variaveis, que
sdo a inoculacao, nivel de fésforo no solo e os tempos TO (8 dias), T1 (15 dias) e T2 (30 dias).
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Figura 2: Em a, eletroforese em gel de agarose de fragmento amplificado via PCR pelo primer
18S rRNA com produtos de transcricdo reversa de amostras de raizes de tomateiro TO/BP (1),
TO/AP (2), T1/BP (3), T1/AP (4), T2/BP (5), T2/AP (6). Em b, amplificacdo do gene Chi3. (M)
marcador peso molecular 1 kb ladder.

A analise da expressdo da quitinase ao longo do tempo em raizes cultivadas com baixo
fésforo revelou que houve uma redugdo no acimulo de transcritos, variando de 13,95 em 8
d.a.i. a 0,01 em 30 d.a.i. (Tabela 2). Esses resultados foram semelhantes em raizes cultivadas
em MP, encontrando-se uma variacao de 11,25 na primeira semana de micorrizagdo a 0,09 na
segunda semana, seguida de um aumento ndo significativo em 30.d.a.i para 0,25 (r >1). De
uma forma geral, nas primeiras semanas de cultivos a expressdo da quitinase foi induzida,
enguanto que nas semanas seguintes, suprimida permitindo dessa forma o estabelecimento da
simbiose. Em contrapartida, nas amostras cultivadas em altas concentracdes de fésforo, houve
um aumento da expressdo de Chi3 de 8 d.a.i (0,57 ns) para 15 d.a.i. (2,32 ns), mas de forma
ndo significativa. 1sso pode indicar que no inicio da formagdo micorrizica ha um aumento
temporario de genes do sistema de defesa vegetal, em resposta a presenca do FMA.

Tabela 2. Analise por RTQPCR do nivel da expressdo relativa do gene Chi3 em tomateiro
inoculado com Glomus etunicatum (GE), cultivado com diferentes niveis de P, em funcéo do
tempo.

Niveis de P Dias apo6s a inoculagéo (d.a.i.)
(mg/dm?)
8 15 30
BP +GE 13,95 (8,42-23,12)aB 0,04 (0,02-0,06)aA 0,01 (0,00-0,03)aA
MP+GE 11,25 (5,85-21,66)aB 0,09 (0,02-0,51)aA 0,25 (0,05-1,19)aA
AP+GE 0,57 (0,17-1,9 )bA 2,32 (0,64-8,35)aA 0,02 (0,02-0,01)bB

O gene EFa-1 foi usado como controle endbgeno. Os dados representam a média de trés repeticdes
independentes, com os desvios padréo baseado na equacdo 22", Médias seguidas pela mesma letra, mindsculas
na coluna e maidscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de tukey (p<0,05).

Na avaliagdo do efeito da disponibilidade de fosforo sobre a expressdo da quitinase,
em cada tempo de desenvolvimento da associacdo, observou-se que em 8 d.a.i., Chi3 foi super
expressa em BP e MP, mas reduziu proporcionalmente com o aumento do teor de fdsforo,
chegando a 0,57 no tratamento com AP (ns), ou seja, a provavel reducdo da colonizagéo
micorrizica (Tabela 1), pelo efeito de uma maior concentracdo de fosforo, manteve o nivel de
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quitinase baixo. Em 15 d.a.i e 30 d.a.i. Chi3 manteve-se suprimida, independente do
tratamento de fosforo aplicado, com excegdo do tratamento com AP, que apresentou um
aumento na expressao de 2,32, mas de forma ndo significativa, mostrando uma relacao
inversamente proporcional ao aumento do percentual da colonizagdo micorrizica. A medida
que a simbiose foi mantida ou aumentada, houve supressao génica, que pode ser explicada
pelo fato de ja ter havido reconhecimento entre os simbiontes e consequentemente a
micorrizacdo ja estar bem estabelecida, sendo desnecessaria uma provavel resposta de defesa
vegetal.

Isso confirma que o desenvolvimento de MAs depende das condi¢des do meio e
torna-se importante diante da baixa disponibilidade de alguns elementos; além disso, esse
resultado confirma que durante os primeiros estagios dessa formacdo pode haver um aumento
temporario no nivel de expressdo dos genes do sistema de defesa vegetal.

Discussao

A técnica de PCR em tempo real vem sendo bastante empregada para o estudo da
regulacdo diferencial em tomateiro, sobretudo para quantificacdo de genes envolvidos em
processos patogénicos provocados por virus, bactérias e fungos (Nascimento et al., 2013).
Apesar de trabalhos de expressdo diferencial em raizes de tomateiro inoculadas com FMA
ainda serem escassos, alguns vém demonstrando o comportamento diferencial da quitinase e
seu envolvimento no controle do crescimento fangico e na colonizacdo micorrizica, junto a
outras proteinas (Lambais; Mehdy, 1995).

A baixa taxa de colonizacdo observada nos primeiros dias ap6s a inoculagédo é devido
ao fato de que no inicio da micorrizacdo, ha ainda poucas modificagdes morfoldgicas no
cortex vegetal, tendo em vista que ainda ndo houve o total reconhecimento entre o0s
simbiontes. A presenca de quantidades significativas de arbusculos e vesiculas no periodo de
15 d.a.i. e 30 d.a.i., sugere transferéncia de parte da energia para o fungo e de minerais para a
planta, com acimulo de substancias nas estruturas flngicas, em decorréncia da manutencéo
da simbiose (Angelini, 2008).

A regulacdo de quitinases geralmente ocorre quando had inducdo por estresse
provocado por agentes patogénicos, quimicos, fisicos ou ambientais, mas, a presenca de FMA
parece induzir de forma especifica novas isoformas de quitinases, variando de acordo com as
espécies de FMA (Pozo, et al, 1996). Realizando um experimento do tipo “time-course”, Pozo
(2002) observou que a atividade de isoformas de quitinase diminuiu de acordo com a idade da
planta e desapareceu nos ultimos estagios de desenvolvimento. Da mesma forma, no presente
trabalho, durante a primeira semana de experimento (8 d.a.i.), houve um aumento temporéario
na expressao de Chi3, corroborando os resultados obtidos por Salzer e colaboradores (2000),
em que a expressdo de diferentes quitinases foi transitoriamente incrementada nos estagios
iniciais da micorrizacdo. Esse comportamento génico é esperado devido a presenca do FMA,
gue possui 0s mesmos componentes da parede celular de fungos patogénicos, como a quitina.
Nas primeiras fases da infeccdo parece haver, entdo, um aumento enzimatico de quitinases,
enquanto que no segundo periodo de infeccdo micorrizica h4 uma provavel diminuig&o,
induzida pelo FMA associado (Lambais, 2003). Assim, 0 nivel de expressdo da quitinase
manteve-se baixo a partir da segunda semana de experimento (15 d.a.i.).

Em contrapartida, achados de outros autores mostraram que MRNA codificando
quitinases foram acumulados em altas concentracdes de fosforo e nas fases tardias do
desenvolvimento da simbiose (Lambais; Mehdy, 1998). Esses contrapontos podem ser
explicados pelo fato de que a duracdo do experimento presente ndo foi suficiente para chegar
ao estagio final da simbiose micorrizica, quando provavelmente, a quitinase retornaria ao seu
nivel de normalidade, ndo detectado nesse estudo.
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Vaérios trabalhos vém sendo relatados a respeito do possivel efeito do fosforo no
desenvolvimento da simbiose micorrizica (Vierheilig, 2004; Javot et al, 2007; Gomez-Ariza et
al, 2009), mas o seu papel fisiologico ndo esta claro. Em estudo a respeito da colonizacao do
tomateiro, Araujo et al.,, em 1994, observou que o nivel de fosforo disponivel no solo
influenciou a efetividade dos FMA nas raizes, mas sem aumento significativo de producéo da
matéria seca da parte aérea e radicular. Outros autores observaram que plantas de tomateiro
inoculadas com FMA tiveram um incremento da matéria seca ou resisténcia contra patégenos
(Salzer et al., 2000). Dennet e colaboradores realizaram em 2011, experimento no qual
Solanum centrale J.M. Black- variedade de tomate presente na zona arida da Australia- foi
inoculado com trés isolados de FMA- Glomus sp e Glomus mossae- utilizando solucéo
nutritiva de Hoagland com baixa (1,02 g.L™?) e alta (2,04 g.L™) concentracdo de P. Foi
observada formacéo de micorrizas arbusculares em apenas uma das 12 plantulas inoculadas e
tratadas com alta adicdo de P, enquanto que as plantas mantidas em baixo P tiveram uma
média de 47.7% de colonizagdo e aumento do peso seco. Fiorilli et al., em 2009, afirmou que
genes envolvidos na resposta de defesa ou organizacdo celular em tomateiro, foram
identificados como diferencialmente expressos através de microarranjos e inicialmente
modulados pelas mudancas nutricionais de fosforo. Raizes de batata infectadas com fungos
micorrizicos arbusculares e cultivadas em solo com baixo P produziram uma pequena
guantidade de etileno quando comparado as raizes cultivadas em condicdes de alto P e, sendo
o etileno um importante regulador de genes relacionados a defesa, como a quitinase, ele
permite o estabelecimento de uma simbiose funcional (Gomes, 2010).

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram que na primeira semana de
experimento, a baixa concentracdo de fosforo permitiu o inicio da colonizacdo micorrizica e,
consequentemente, 0 gene da quitinase teve um aumento na expressdo, como resposta
temporéria de defesa. Esse efeito indica também que a colonizacdo pode beneficiar a planta
em condi¢fes limitantes de nutrientes. Em contrapartida, a concentragdo mais elevada de
fésforo pode interferir no estabelecimento da interacdo, limitando a colonizacdo. Segundo
alguns autores, o maior teor de P faria com que houvesse uma diminuicdo na permeabilidade
da membrana, com consequente reducao do efluxo de agucares e aminoacidos, suprimindo o
crescimento das hifas, enquanto que o exsudato de raizes cultivadas em condicdes de baixo P
estimularia o desenvolvimento dos FMAs (Smith; Read, 1997).

Mesmo com informacGes limitadas a respeito da simbiose micorrizica, as plantas,
juntamente com os FMA, possuem mecanismos auto-regulatérios que sdo afetados
diretamente pela disponibilidade de nutrientes no solo, sobretudo pelo fésforo, o qual € um
nutriente limitante. Assim, quando a absorcao de fésforo atinge as concentracdes adequadas, a
colonizagdo é automaticamente inibida, tornando a formacdo de MAs desnecessarias e até
mesmo dispendiosa.

Quitinases vegetais devem desempenhar um importante papel no controle do
desenvolvimento da simbiose. Sua fungdo ainda ndo esta totalmente clara, mas sabe-se que
sua atividade pode envolver a degradacdo de elicitores de FMA, bem como elicitores
liberados pelos FMA podem reduzir a capacidade da quitinase de induzir respostas de defesa
(Souza, 2006). Durante a fase inicial da infecgéo, ela pode ser temporariamente induzida e
logo depois suprimida, ap0s o reconhecimento entre simbiontes, de forma a permitir a
infeccdo, ou seja, a Chi3 estd envolvida na supressdo de reacOGes de defesa vegetal, nos
estdgios mais tardios. Dessa forma, percebe-se também que esta enzima apresenta uma
relevante fungio como bioprotetora em processos infecciosos patogénicos. E possivel sugerir,
baseado nas informacdes obtidas, que experimentos futuros com modificacGes na planta para
expressdo do gene codificante da quitinase, possam elucidar seu papel efetivo na simbiose
arbuscular.
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Concluséao

Diante dos resultados obtidos durante o trabalho pode-se concluir que a alta concentracao de
fésforo na solugdo nutritiva inibiu o desenvolvimento da micorriza arbuscular e como
consequéncia a expressao da quitinase foi reduzida, ja que respostas de defesa temporarias
seriam desnecessarias. Nas raizes coletadas durante os primeiros dias ap6s a inoculagdo, este
gene foi superexpresso em relacéo as amostras coletadas aos 15 e 30 d.a.i. 1sso demonstra que
quitinases vegetais devem desempenhar um importante papel no controle da simbiose
micorrizica, sendo necessarios experimentos futuros, com o intuito de definir sua
essencialidade na associagé&o.
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5. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho demonstram que a concentracdo de fésforo na
solucdo nutritiva pode influenciar no desenvolvimento da micorriza arbuscular e como
consequéncia a expressdo da quitinase. Nas raizes coletadas durante os primeiros dias apos a
inoculacdo, este gene foi superexpresso em relacdo as amostras coletadas aos 15 e 30 d.a.i.
Isso demonstra que quitinases vegetais devem desempenhar um importante papel no controle
da simbiose micorrizica. Sendo assim, temos como perspectivas de continuacdo deste trabalho

experimentos necessarios para definir sua essencialidade na associacao.
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6. ANEXOS

6.1. Reagdes de cDNA dos alvos APX, CAT, BGL2 e Chi3

Os oligonucleotideos peroxidase, catalase e f-1,3 glucanase ndo foram funcionais para
o0 trabalho em questdo, uma vez que ndo foram eficientes nas reagdes de PCR em tempo real,
dessa forma, ndo puderam ser validados. Entretanto, foram realizadas reacGes de cDNA dos

mesmos com o primer constitutivo 18S rRNA, sendo obtidas os padrdes de bandas a seguir.

Figuras 8: Reacdo dos alvos peroxidase (1), catalase (2), quitinase (3) e B-1,3 glucanase (4)
com o primers controle 18S rRNA. (M) marcador peso molecular 1 kb ladder.
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6. 2. Graficos da obtencéo da eficiéncia dos primers

Figura 1: Quantificacdo absoluta de cinco dilui¢des seriadas (1, 1:10, 1;1000,1:10.000) para Chi3.
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Figura 2: Curva de eficiéncia para CHI3 resultante da quantificagdo absoluta de 5 dilui¢Ges
seriadas (1,1:10... ...1:10.000) e sues respectivos valores de Slope.
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Figura 3: Quantificacdo absoluta de cinco diluigdes seriadas (1, 1:10, 1;1000,1:10.000) para
EFa-1.
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Figura 4: Curva de eficiéncia para EFa-1 resultante da quantificacdo absoluta de 5 dilui¢Ges
seriadas (1,1:10... ...1:10.000) e seus respectivos valores de Slope.
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Figura 5: Quantificacdo absoluta de cinco dilui¢des seriadas (1, 1:10, 1;1000,1:10.000) para 18S
rRNA
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Figura 6: Curva de eficiéncia para 18S rRNA resultante da quantificacéo absoluta de 5 dilui¢des
seriadas (1,1:10... ...1:10.000) e seus respectivos valores de Slope
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Figura 7: Curva de dissociacdo ou desnaturacéo do produto de amplificacdo de CHI3
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Figura 8: Curva de dissociacdo ou desnaturacdo do produto de amplificacdo de 18S rRNA



52

100 - X ®
I B | :
s F
w60 A
¥ o A\

T dndiaadl 1
0
L1 1 [ | L1 1 & I I | I T | I TR
65 70 75 80 85 a0
Temperature(T)

Figura 9: Curva de dissociacdo ou desnaturacéo do produto de amplificacdo de EFo-1

6.3. Tabela de pares de oligonucleotideos

Gene Primers
Quitinase (Chi3) 5’-ATGGTGGTAGTGCAGGAACATT- 3’
5-GCTCGTTCGTAGTTAGATTGGTGTG-3’
Catalase (CAT) 5’-TACAAGTACCGTCCGTCAAGTG-3’
5>-TGGTAATCCTCAAGCAACACAG-3’
Peroxidase (APX1) 5’-AGGAAACTCAGAGGACTCATTGC-3°

5’-CACATCGTAGGTACCAGCAGAG-3’
B-1,3 glucanase (BGL2) 5’-ACCATTTGTCTTCTCCTCTTCG-3’
5’-GTAAGTTGTTAGCTACACGTCCA-3’

EFla 5’-TCAGGCTGACTGTGCTGTTCTCAT-3’
5’-GACACCAAGGGTGAAAGCAAGCAA-3’
18S rRNA 5’-AAACGGCTACCACATCCAAG-¥’

5’- CCTCCAATGGATCCTCGTTA-3’
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