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CARACTERIZACAO DE MUTANTES CONDICIONAIS DE Arabidopsis
thaliana L. EM ORGANOFOSFATOS!

Autora: Karine Gustavo Pinto
Orientadora: Carla Andrea Delatorre

RESUMO

Entre os minerais, o fosforo € um dos mais limitantes ao crescimento
e desenvolvimento vegetal. Como ¢é altamente requerido para os mais diversos
processos fisiolégicos e celulares, as plantas desenvolveram complexos
mecanismos para manejar sua deficiéncia. As respostas a limitacdo de fosforo
sao bem conhecidas, mas sobre a sua percepg¢ao e a transdug¢ao do sinal
pouco se sabe. Os mutantes p9, p23 e p37 estudados neste trabalho s&o
provenientes de uma selecdo que busca identificar genes regulatérios
envolvidos na sinalizacdo de fosforo. Desta forma, fez-se através da
caracterizagdo morfolégica, fisiolégica e bioquimica destes mutantes
condicionais de Arabidopsis thaliana, deficientes quando acidos nucléicos sao
a unica fonte de fosfato (Pi), a ampliagdo do conhecimento da rota de
sinalizacao da limitagdo de Pi. Os fenétipos dos mutantes devem-se a mutacgao
em um gene recessivo para cada mutante, sendo estes complementares.
Analises do sistema radicular, acumulo de amido e antocianinas, teor de Pi livre
e do P total e atividade de nucleases em diferentes disponibilidades de fosforo
e a avaliagao da especificidade dos fendtipos a deficiéncia de P possibilitaram
a criagdo de hipoteses para a agdo dos genes mutados. A mutagédo de p9
causa, provavelmente, alteracbes na sensibidade as concentragbes de Pi,
podendo estar relacionada tanto aos sensores da raiz quanto a interacado da
transdugdo dos sinais entre o sensor local e o status da planta. Devido a
limitacdo de sementes nao foi possivel desenvolver hipotese sobre a acdo do
gene mutado em p23. Enquanto o gene mutado em p37 age primordialmente
sobre o elongamento e a divisdo das células radiculares, estas respostas
podem estar sendo influenciadas pelos niveis de citocinina. Assim, a
complexidade da transducgao do sinal a limitacdo de Pi e a interacdo com outras
rotas de sinalizagdo em plantas vasculares evidencia a importancia de estudar
suas respostas e esclarecer como esses processos sdo regulados.

! Dissertacéo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil, (82p.) Agosto de 2005.
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ABSTRACT

Phosphorus (P) is one of the most limitant minerals to plant growth
and development. Because of its importance in several physiological and
cellular processes, plants have evolved complex mechanisms to cope with its
deficiency. The responses to P limitation are well known, but it's not the case of
its perception and signal transduction. The mutants p9, p23 and p37 used here
came from a genetic selection developed aiming to identify regulatory genes
involved in P signaling. Based on that, by characterizing the morphology,
physiology, and biochemistry of these conditional Arabidopsis thaliana mutants,
which are deficient in the presence of nucleic acids as the only source of
phosphate (Pi), we studied and amplified the knowledge of Pi-deficiency
signaling pathway. The phenotypes are due to single gene mutations, the
mutations complement each other. Through the analysis of root system, starch
and anthocyanin accumulation, free-Pi and total P levels, nuclease activities at
different P availability, and evaluation of phenotype specificity, we developed
hypothesis to explain the mutated gen functions. p9 mutation is probably,
involved in Pi sensitivity alterations, it may be related either to root sensors or to
the signal transduction interaction between local sensor and total plant status.
The gen mutated in p37 acts basically, on root cell division and elongation.
These responses might be influenced by cytokinin level. Due to seed limitations
we could not hypothesize the function for the mutated gen in p23. The Pi-
deficiency signal transduction complexity allied the crosstalk with other signaling
pathways in vascular plants stressed the importance of discovering the
regulatory properties of these processes.

> M. Sc. Dissertation in Crop Science (Fitotecnia), Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (82p.) August, 2005.
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1 INTRODUCAO

A caréncia de nutrientes minerais e a sua disponibilidade sao alguns
dos problemas enfrentados na agricultura. O fésforo € um dos elementos mais
criticos para a produgdo agricola, devido a elevada retengdo por parte da
matriz do solo, a falta de reposi¢cao natural e a progressiva escassez das fontes
naturais, sendo sua limitagdo um dos maiores estresses abiodticos, afetando o
crescimento e o rendimento dos cultivos.

As plantas absorvem o fésforo na forma de ortofosfato (Pi),
extremamente insoluvel em muitos solos devido a reagao com outros minerais.
A sua disponibilidade se da em fungao das oscilagdes de fésforo labil no solo e
contra gradientes elétrico e de concentragao. Para produgao agricola intensiva,
usam-se largamente fontes inorganicas e organicas de fésforo, mas parte
desse Pi nao é recuperada do solo, pois cerca de 80% torna-se adsorvido ou
complexado na fragdo organica, junto com residuos de metais pesados.

O fésforo é crucial no metabolismo vegetal. A concentracdo de Pi
nas plantas alcangca de 0,05 a 0,50% do peso seco. Este elemento
desempenha papel importante em diversos processos, incluindo geragao de
energia, sintese de acidos nucléicos, fotossintese, glicdlise, respiragao, sintese
e estabilidade de membranas, ativacdo e inativacdo de enzimas, reacoes

redox, sinalizagao, metabolismo de carboidratos e fixagao de nitrogénio.



Pesquisadores tém direcionado seus estudos para o melhor
aproveitamento dos recursos minerais para que, no futuro, haja maiores
rendimento e eficiéncia na producéo das culturas. A eficiéncia na utilizagao dos
recursos minerais € uma alternativa para redugdo dos custos de produgao,
diminuicdo de contaminagdo e maximizacdo da produtividade. Para isto, é
fundamental o conhecimento dos processos regulatorios de aquisicdo de Pi e
das respostas adaptativas a sua disponibilidade pelas plantas. Uma das
estratégias que levaria ao sucesso, segundo ABEL et al. (2002) seria a
identificacdo dos componentes regulatorios envolvidos na sinalizagao de Pi, e
sua utilizacdo no desenvolvimento de cultivares mais eficientes na remocao de
fésforo do solo e na sua utilizagdo no metabolismo, contornando o problema de
déficit nutricional.

Arabidopsis thaliana é atualmente a planta vascular mais bem
estudada, tendo seu genoma inteiramente sequenciado, disponibilizando
muitas ferramentas moleculares, € hoje considerada uma planta modelo para
estudos genéticos. Além do rapido ciclo de vida, inabilidade em interagir com
micorrizas e demonstrar respostas classicas de deficiéncia nutricional, fatores
estes de suma importancia para estudo da limitagao de Pi.

Seguindo esta linha de pensamento, optou-se pelo uso de estratégia
genética para buscar informagbes que auxiliem na elucidagdo da rota de
sinalizagao da deficiéncia de fosfato. Neste trabalho foram avaliados mutantes
de Arabidopsis que apresentam seu crescimento prejudicado quando o fésforo
e fornecido exclusivamente na forma organica, buscando identificar os

processos afetados pela mutagédo. Os objetivos deste trabalho foram estimar o



numero de genes mutados e determinar a agdo destes no fenoétipo raizes
curtas nos mutantes de Arabidopsis thaliana, caracterizar as respostas
fisiologicas, morfolégicas, bioquimicas e moleculares dos mutantes em

organofosfatos e propor mecanismo de agédo dos genes mutados.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O fésforo no solo

Existem diferentes niveis de exigéncia nutricional entre as espécies
e cultivares vegetais. Mesmo sob mesmas condi¢des de fertilidade € percebida
grande diversidade no crescimento e no desenvolvimento das plantas. Este
comportamento pode ser de ordem interna ou externa, estando relacionado a
caracteristicas de absorcdo, translocagao, remobilizagcdo e de utilizacao dos
nutrientes minerais. Muitos pesquisadores creditam a um controle genético, o
comportamento nutricional entre as plantas. Sao varios os mecanismos que
tém sido usados para explicar esse controle, entretanto aqueles relacionados
com a interface solo-raiz e aqueles intrinsecos as plantas sdo os mais aceitos
(MARTINEZ et al., 1993).

Na maioria dos ecossistemas naturais e terras araveis, um dos
principais fatores limitantes de crescimento e desenvolvimento das plantas é a
indisponibilidade do fésforo (P) (LIU et al.,, 1998). Além de ser um dos
elementos mais requisitados € também um dos mais limitantes, depois apenas
do nitrogénio. Embora a quantidade total de P no solo seja relativamente alta,
na maioria das vezes este ndo se encontra em sua forma labil ou ao alcance da
rizosfera, pois é transportado essencialmente por difusdao, sendo a velocidade

desse transporte regulado por diversos fatores, tais como: teor de agua no



solo, a interacdo entre P e os colbdides e a distancia a ser percorrida pelo
nutriente até atingir as raizes da planta (MARSCHNER, 2002).

A forma de fosforo absorvida pelas plantas € o ortofosfato (Pi), o
qual ocorre no solo em baixas concentragdes (0,1-10uM) (HINSINGER, 2001).
O pH 6timo para absorgédo de Pi pelas plantas é 4,5 — 5,0 (RAGHOTHAMA,
1999). E dificil distinguir as formas de Pi adsorvidas e precipitadas, mas a
retencdo ou fixagdo de Pi por componentes do solo é grande na presencga de
ferro e aluminio sob baixo pH e na de magnésio e calcio sob alto pH (VANCE
et al., 2003). Assim, a disponibilidade de Pi & controlada pelo pH do solo,
resisténcia idnica, concentracdo de P e metais e pela presenga de anions
competidores.

Sob condigbes fisiolégicas normais, existe um requerimento
energético grande para o transporte de Pi do solo para a planta, que se da
através da membrana plasmatica devido a alta concentragdo de Pi no
citoplasma e ao potencial negativo de membrana caracteristico das células
vegetais. O mecanismo preciso do transporte de membranas ainda néo é claro.
Contudo, a absorcao de Pi do solo através de um processo de co-transporte de
protons (H'), via um gradiente eletroquimico de membrana gerado com
consumo de ATP, é aceito. Essa teoria baseia-se na despolarizagdo da
membrana plasmatica e na acidificagdo do citosol, provocadas pela reposi¢cao
de Pi a planta sob deficiéncia de fosforo (ULRICH & NOVACKY, 1990). Em
seguida, a repolarizacdo da membrana plasmatica é realizada pela H -

ATPase, que bombeia prétons para o meio externo, mantendo o pH interno



celular e gerando a forga motriz para aabsorgao de fésforo (SCHACHTMAN et
al., 1998).

Diferentes analises da cinética de absor¢do de Pi mostram que as
plantas possuem dois sistemas de absor¢do, um de baixa afinidade e outro de
alta afinidade. Em baixas concentragdes de Pi (uM) o sistema que prevalece
operante € o de alta afinidade, sendo induzido quando existe deficiéncia do
nutriente, enquanto o sistema de baixa afinidade & constitutivamente expresso.
A bibliografia cita a existéncia de apenas um sistema em raizes de cevada
(DREW & SAKER, 1984) e de até sete em raizes de milho (NOVAIS & SMYTH,
1999). Apesar de inumeros transportadores de alta afinidade terem sido
clonados em Arabidopsis, apenas um transportador de baixa afinidade foi
identificado e este ndo é expresso nos tecidos de raizes (RAGHOTHAMA,
2000).

Nos diversos sistemas de produgdo agricola, principalmente os
tropicais e subtropicais, sdo necessarias aplicagdes de Pi no solo para garantir
a produtividade. A recuperacdo do fosforo durante o ciclo de produgao é
drasticamente limitada. Cerca de 80% do total de Pi aplicado torna-se
indisponivel, sendo imobilizado, adsorvido ou se encontra na fragdo organica,
na qual ja foram documentadas mais de 170 formas (HOLFORD, 1997).
Contudo, a aplicagao de fertilizantes € um problema, pois em longo prazo pode
causar eutrofizagédo e hipoxia em lagos e estuarios marinhos. Outra razédo para
a preocupante disponibilidade de Pi € a deplecdo das reservas de rochas
fosfaticas, pois calcula-se a quase extingdo dessas num prazo entre 60 e 80

anos. O uso desses fertilizantes aumentou de quatro a cinco vezes entre 1960



e 2000, sendo projetado até 2030, um aumento de 20 milhdes de toneladas por
ano (VANCE et al., 2003).

Segundo MARTINEZ (1993), avaliagbes da eficiéncia nutricional
podem levar a diferenciacdo entre gendtipos, de modo a obter-se material
adaptado a diferentes condicdes de fertilidade do solo. Em termos praticos,
quando o suprimento de P do solo é reduzido, gendtipos mais eficientes na

absorgao, translocagao e na conversao de P s&o de grande interesse.

2.2 O fésforo na planta

O fosforo depois do nitrogénio € o macronutriente mais importante
aos vegetais. E crucial no metabolismo vegetal. Este elemento é importante
para os mais diversos processos metabdlicos, incluindo geragdo de energia,
sintese de acidos nucléicos, fotossintese, glicdlise, respiracdo, sintese e
estabilidade de membranas, ativacéo e inativacido de enzimas, reagdes redox,
sinalizagao, metabolismo de carboidratos e fixagao de nitrogénio.

A compartimentalizacdo no citoplasma e no vacuolo é essencial para
a manutencdo das concentracbes internas de Pi. No citoplasma, a
concentragdo de Pi gira em torno da faixa milimolar, por exemplo, 6 mM em
milho e 4,2 mM em ervilha, podendo, sob limitagdo, estes valores chegarem a
0,2 mM. Durante o dia, os niveis de Pi no cloroplasto estdo em tornode 2 € 2,5
mM e sdo essenciais para obter-se niveis 6timos de fotossintese, enquanto
concentragbes abaixo de 1 mM inibem este processo (PLAXTON, 1998). Em
condicdes ndo limitantes, os vacuolos sao os principais reservatorios do Pi total

celular, que funciona como tampao para flutuagdes do Pi citoplasmatico. Este



mecanismo evita perturba¢gées no metabolismo e protege a célula de respostas
adaptativas mais caras energeticamente durante as alteragbes de curta
duracao nos niveis de Pi. Quando existe limitacdo e exaustdo do que foi
acumulado nos vacuolos, podendo chegar a niveis indetectaveis, as plantas
passam a apresentar praticamente todo o Pi no citoplasma e nos cloroplastos
(MARSCHNER, 2002).

A eficiéncia na translocagcdao de fésforo para a parte aérea
condiciona o suprimento do nutriente aos sitios fotossinteticamente ativos da
planta. A translocacgao é influenciada pelo estado nutricional das células da raiz
(plantas deficientes retém mais fosforo na raiz), pela taxa de transpiragdo e
pela tolerancia ao aluminio (precipita fésforo na raiz) (MARCHNER, 2002).

A maior eficiéncia de utilizacdo de Pi pode estar relacionada a
menor necessidade para as reagdes bioquimicas da planta, a maior
redistribuicdo para os pontos de crescimento, a maior mobilizacdo do fésforo
armazenado nos vacuolos das células em situacdo de deficiéncia, ao maior

sistema radicular e, consequentemente, a maior taxa de absorgéo.

2.3 Aclimatacéao a limitacao de fésforo

Devido a importancia de Pi no metabolismo das plantas e a sua
baixa disponibilidade nos solos, as plantas desenvolveram mecanismos
complexos para manejar sua deficiéncia (RAGHOTHAMA, 1999). A bibliografia
divide em grupos as respostas a limitagdo de Pi, um que objetiva a
conservagao e 0 seu uso, sendo estas respostas imediatas a limitagao, e outro

que busca a aquisi¢cao e a absorcao, sendo repostas tardias que promovem a



sobrevivéncia quando maior o tempo de exposi¢céo a deficiéncia. Estes grupos
envolvem respostas morfologicas, fisiologicas, bioquimicas e,
consequentemente, moleculares. (RAGHOTHAMA, 1999; VANCE et al., 2003;
HAMMOND et al., 2004)

Dentre as respostas morfoldgicas, a alteragdo do sistema radicular é
a mais importante, sendo o fator chave na absor¢do de Pi. Diferentemente do
calcio e outros nutrientes, a raiz inteira, independente da idade, € capaz de
absorver Pi (DREW & SAKER, 1984). A baixa disponibilidade de fdsforo
favorece o desenvolvimento de raizes laterais, o aumento da densidade e
comprimento dos pélos radiculares e reduz o crescimento da raiz principal
(LYNCH, 1995; GAHOONIA et al., 1998; BATES & LYNCH, 2001; MA et al.,
2001; WILLIAMSON et al., 2001; FITTER et al., 2002). O menor comprimento
da raiz principal se deve a diminui¢do do elongamento (WILLIAMSON et al.,
2001) e/ou a reducédo da divisdo celular (SUZUKI et al., 2004; TICCONI et al.,
2004). Todas essas alteragbes levam ao aumento da raz&o da area de
superficie de raiz pelo seu volume, resultando em um sistema radicular mais
raso e ramificado, o qual esta diretamente ligado ao aumento da habilidade de
explorar o solo e de absorver Pi (LYNCH, 1995; MA et al., 2001; WILLIAMSON
et al., 2001).

A contribuicdo de micorrizas para a nutricdo de fésforo das plantas
tem sido documentada como fator de impacto. Esse fenbmeno é de grande
valor para o desenvolvimento de agrossistemas sustentaveis, menos exigentes
em adubacgdes fosfatadas, onde os solos apresentam baixos teores de fosforo

(RAUSCH et al., 2001), ja que cerca de 90% das plantas terrestres possuem
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associagdo simbidtica com fungos, tendo as hifas importante papel na
aquisicao de Pi do solo.

A formacgado de regides na raiz com alta densidade de radiculas e
grande emaranhado de pélos radiculares (raizes protedides) especializadas na
sintese e secrecdo de acidos organicos é resposta comum em plantas da
familia Proteaceae as limitagbes de Pi (TADANO & SAKAI, 1991). Um sistema
modelo bem caracterizado é a secrecéo de citrato pelas raizes protedides de
Lupinus albus, uma leguminosa. A formagado dessas raizes, a atividade de
genes envolvidos na sintese e na liberagdo de acidos orgéanicos e o incremento
na habilidade para adquirir fosfato estdo intensamente associados com a
deficiéncia de Pi (RAGHOTHAMA, 2000).

Em relacdo as respostas fisioldgicas e bioquimicas, muitas plantas
mostram flexibilidade em ajustar suas taxas metabdlicas e em usar rotas
metabdlicas alternativas, que visam a conservacdo interna de Pi. A mais
importante delas € a manutencdo dos niveis citoplasmaticos de Pi, sendo
essencial quando ha persisténcia da limitagdo de fosforo (SCHACHTMAN et
al., 1998). Para manter as rotas glicoliticas, a respiragcdo mitocondrial e o
metabolismo de carbono, as plantas fazem uso de doadores alternativos que
agem no citosol: uridinas, adeninas e pirofosfato. Destes, o pirofosfato é o
unico que nao apresenta alteracdes sob deficiéncia de fésforo, sendo o mais
importante doador alternativo quando os niveis de ATP s&o reduzidos
(THEODOROU & PLAXTON, 1996). Durante a deficiéncia de Pi, a
conversao de sacarose em P-hexoses pode se dar através do pirofosfato

(CIERESZKO et al., 2001), além disso, este aparece com importante papel na
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regulacdo dos varios passos que requerem Pi e adenilato na glicélise, sendo
dependentes deste doador a fosfofrutoquinase e a fosfoenolpiruvato
carboxilase. Para otimizar o uso de fésforo interno, as plantas reciclam Pi dos
tecidos velhos para os novos. A substituicdo e reciclagem de fosfolipidios
durante a deficiéncia de fosforo podem liberar Pi destes grupos. A proporgéo
de monolipidios, sulfolipidios e galactolipidios aumentam nas membranas dos
tilacoides, dando continuidade a fotossintese pela redugdo do conteudo de
fosfolipidios, mantendo a integridade destas membranas e sustentando outros
processos celulares como, por exemplo, a sintese de acidos nucléicos
(DORMANN et al., 2002; ANDERSSON et al., 2003).

O acumulo de amido, antocianinas e de compostos secundarios
também s&o respostas tipicas a deficiéncia de Pi. A diminuigdo nos niveis de Pi
provoca alteragdes no metabolismo de carboidratos, tendo como uma das
consequéncias o acumulo de amido (ESSIGMANN et al., 1998). Este acumulo
se deve a reducdo do transporte antiporte de 3-fosfo-gliceraldeido e de Pi,
acumulando trioses no cloroplasto e reduzindo os teores de Pi, induzindo a
sintese de amido (BUCHANAN et al., 2000). Em relacdo ao acumulo de
antocianinas, caracteristico em plantas com deficiéncia de Pi, este se deve a
limitagdo das reag¢des fotoquimicas da fotossintese e busca proteger as folhas
de um processo de fotoinibigdo (TRULL et al., 1997). Segundo VANCE et al.
(2003), o metabolismo secundario, em geral, consome menos Pi, podendo
servir para sua reciclagem dos ésteres de fosfato.

A producédo de enzimas intracelulares e extracelulares € considerada

parte integrante da resposta bioquimica das plantas a falta de Pi
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(RAGHOTHAMA, 1999; BALDWIN et al., 2001; COELLO, 2002). As fosfatases
acidas liberam Pi de organosfosfatos, sendo esta uma resposta universal a
limitacdo de P (DUFF et al., 1994). Outras enzimas nucleoliticas secretadas
séo fosfodiesterases (ABEL et al., 2000) e ribonucleases (NURNBERGER et
al., 1990). As ribonucleases participam de processos relacionados a reciclagem
de nutrientes durante a senescéncia e acaptura de Pi de RNA em combinacéao
com as fosfatases (BARIOLA et al.,, 1999). Supde-se que ribonucleases
vacuolares induzidas pela limitacdo de Pi também atuam como enzimas
recicladoras, tal como as enzimas nucleoliticas (LOFFLER et al., 1992), quanto
produtos finais e intermediarios da degradacado de RNA foram encontrados em
vacuolos de tomate (ABEL et al., 1990).

A secregao de acidos orgéanicos pela raiz aumenta a atividade de
enzimas relacionadas com a sintese desses acidos, incluindo a
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC), a citrato sintase (CS) e a malato
desidrogenase (MDH) (WATT & EVANS, 1999). A secregcdo destes acidos
organicos altera o pH na rizosfera, aumentando a mobilizagdo do fosfato ligado
a calcio, ferro ou aluminio em solos acidos e calcarios (JONES, 1998).

O transporte de Pi nas plantas tem distintas propriedades cinéticas
em baixas (M) e altas (mM) concentragdes de Pi em relagdo ao meio externo.
Os transportadores de alta afinidade sao proteinas associadas a membrana
que translocam Pi do meio externo, contendo baixas concentragcdes de P, para
o citoplasma (RAGHOTHAMA, 1999). Os transportadores de alta afinidade
estdo bem caracterizados em plantas, cujo numero aumenta durante a

limitagdo de Pi. Entretanto, os transportadores de Pi de baixa afinidade



13

permanecem com atividade inalterada, pois sdo expressos constitutivamente e
operam sob maiores concentragcdes de Pi disponivel (FURIHATA et al., 1992).
A existéncia de multiplos transportadores de alta afinidade, como exemplo,
nove ja identificados apenas em Arabidopsis thaliana (RAGHOTHAMA, 1999;
SHIN et al., 2004), reflete a complexidade do processo de transporte.

O Pi adquirido pelas raizes € rapidamente descarregado no xilema.
O floema também tem papel no descarregamento e carregamento de Pi na
parte aérea, sendo um importante componente para o movimento interno de Pi

nas plantas (DELHAIZE & RANDALL, 1995).

2.4 O sistema de sinalizacao

Segundo RAGHOTHAMA  (1999), as plantas possuem
provavelmente dois mecanismos sinalizadores que mantém a homeostase de
Pi, um com ag¢ao em nivel celular e outro mais complexo, envolvendo diferentes
orgaos vegetais. A magnitude das respostas a limitagdo de Pi €& controlada
tanto pelas concentracdes locais externas de P, envolvendo sinalizacao local,
quanto pelo status na planta, envolvendo sinalizagdo em longa distancia.
(FRANCO-ZORRILLA et al., 2004). Sabe-se que os niveis de Pi sdo indicativos
para aclimatacdo das plantas a sua deficiéncia e que as modificacbes séo as
respostas a esse estimulo, mas o processo que percebe e transduz o sinal
ainda é desconhecido (DELATORRE, 2002).

Em levedura, ja foi estabelecido um sistema de resgate multigénico
que controla as respostas a deficiéncia de Pi, sendo conhecido como sistema

PHO. Neste estdo envolvidas proteinas reguladoras positivas e negativas numa
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cascata que controla em nivel transcricional a expressao de genes estruturais e
componentes regulatorios. GOLDSTEIN et al. (1988) foram os primeiros a
propor este sistema analogo ao sistema regulatorio PHO dos microrganismos.
Similaridades em relagdo a este sistema, ja foram encontradas em vegetais
transportadores de alta afinidade (RAGHOTHAMA, 1999), fosfatases acidas
(DUFF et al.,, 1998; BALDWIN et al., 2001; COELHO 2002), ribonucleases
(NURNBERGER et al., 1990), fosfoenolpiruvatocarboxilase e fosfofrutoquinase
dependente de pirofosfato (PLAXTON & CARSWELL, 1999) e outros genes
(AtIPS1 e AtIPS2) e polipeptidios, como TPS1 e MT4, com fun¢des ainda n&o
conhecidas (LIU et al., 1997; MARTIN et al., 2000). Esses mecanismos
bioquimicos e moleculares identificados compdem um sistema de resgate de Pi
multigénico induzido pela limitagdo de Pi em plantas. No entanto, sugere-se
que a regulacdo nas plantas seja bastante divergente da que ocorre em
levedura, uma vez que nao foram encontrados componentes correspondentes,
como exemplo, fatores de transcrigao.

Varias suposicdes sao feitas em relagdo aos mecanismos
moleculares das rotas de sinalizagdo. Alguns autores, como WILLIAMSON et
al. (2001), sugerem que ceélulas das raizes seriam responsaveis pela
percepgao das concentragdes de Pi exdgeno e enddgeno. Algumas evidéncias
da existéncia de um sensor interno de Pi foram obtidas em experimentos onde
as raizes foram divididas, com uma parte do sistema radicular submetido a
deficiéncia de P e a outra ndo, observou-se a repressdo de genes
conhecidamente induzidos pela limitagcdo (MARTIN et al., 2000; BALDWIN et

al., 2001). TICCONI et al. (2004) demonstraram através do mutante pdr2 de
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Arabidopsis thaliana, que o ajuste da arquitetura do sistema radicular é
dependente da disponibilidade externa de Pi e ndo do status nutricional da
planta. DONG et al. (1998) relatam que o mutante de Arabidopsis thaliana,
pho2, € um hiperacumulador de Pi na parte aérea, sugerindo entdo a indugao
da expressao dos genes em resposta as alteragbes da concentragcdo de Pi
interna na parte aérea das plantas superiores. Segundo WU et al. (2003) a
sinalizagdo para as raizes se da através de assimilados de carbono ou por
alteragbes no refluxo de Pi. Recentemente, MULLER et al. (2005) sugeriram
que nao necessariamente as raizes precisam do sinal da parte aérea ou vice-
versa, demonstrado através do estudo da expressdo de genes em plantas
resgatadas da deficiéncia de Pi, onde as mudancgas na atividade transcricional
nas raizes precederam as mudangas na parte aérea, ocorrendo o resgate de
forma independente. Devido ao uso neste experimento de plantas com raiz e
parte aérea excisadas, ndo pode ser excluida a sinalizacdo entre estas partes
em plantas intactas.

Também existem algumas evidéncias sobre o envolvimento de
horménios na sinalizagdo, por agirem sobre o elongamento celular, arquitetura
de raiz e formacao de pélos radiculares, quando a planta esta sob limitacdo de
fosforo (CASSON & LINDSEY, 2003).

As auxinas parecem ter importante papel na formagao de raizes
laterais em resposta a deficiéncia de Pi em Lupinus e Arabidopsis (LOPEZ-
BUCIO et al., 2005). Além disso, LOPEZ-BUCIO et al. (2002) e AL-GHAZI et al.
(2003) demonstraram que a sinalizacdo de auxinas esta relacionada as

respostas na arquitetura radicular sob deficiéncia de Pi. Por outro lado,
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WILLIAMSON et al. (2001) e LINKOHR et al. (2002), avaliando respostas de
mutantes resistentes a auxinas, que responderam normalmente a mudanca nas
concentragbes externas de Pi, sugeriram que este regulador n&do é requerido
para as respostas de limitagcao de Pi.

BORCH et al. (1998) mostraram que as respostas de raizes ao
etileno dependem da disponibilidade de fésforo e que as plantas sdo capazes
de manter a extensdo de suas raizes mesmo em condi¢des limitantes, mesmo
que haja reducéo na densidade de raizes laterais. LOPEZ-BUCIO et al. (2002)
e MA et al. (2003) sugeriram o papel do etileno no elongamento radicular, mas
nao na formacéao de raizes laterais em limitagdo de Pi.

A citocinina é outro regulador de crescimento que influi
significativamente nas repostas a deficiéncia de Pi. Segundo WAGNER &
BECK (1993), a aplicagédo exdgena de citocinina promove o crescimento da
parte aérea e inibe a proliferacdo de raizes laterais e também reprime alguns
genes induzidos na limitagdo de Pi. LOPEZ-BUCIO et al. (2002) indicam as
citocininas como reguladores negativos do crescimento radicular. Porém,
segundo MARTIN et al. (2000), a citocinina exdgena n&o afeta a formacéo de
pélos radiculares. Sugere-se que as citocininas inibam as respostas ao status
de Pi total da planta, mas nao as respostas devidas aos teores locais.

Varios genes estruturais induzidos por limitacdo de Pi ja foram
clonados, por exemplo, os transportadores de Pi AtPT1 e AtPT2 (MUCHHAL et
al., 1996), ATACPS uma fosfatase acida (DEL POZO et al.,, 1999), as
ribonucleases RNS1, RNS2 e RNS3 (GREEN et al., 1994) e outros genes

(AtIPS1 e AtIPS2) e polipeptidios, como TPS1 e MT4, com fun¢des ainda n&o
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conhecidas (LIU et al., 1998; MARTIN et al., 2000). No entanto, os sensores e
0s componentes regulatorios da rota de transdugédo do sinal que integra as
respostas a Pi ainda estdo por ser identificados (DELATORRE, 2002). Até o
momento apenas um gene envolvido com a transdugéo do sinal de limitagao de
Pi foi clonado.

RUBIO et al. (2001) inseriram em plantas de Arabidopsis thaliana um
gene reporter AtIPS1::GUS especificamente responsivo a limitagdo de Pi. Apos
a geracao de populacdo mutagenizada, um dos mutantes foi selecionado, phrl
(phosphate starvation response 1) apresentou reduzida expressao do gene
reporter na limitagdo de fésforo, identificando-se como um mutante defeituoso
na expressao desses genes responsivos a Pi; umas das repostas deste
mutante foi o acumulo de antocianinas. PHR1 foi clonado e mostrou
semelhanga com o gene psrl (phosphorus starvation response 1) de
Chlamydomonas reinhardtii. Esse gene codifica um fator de transcricdo do tipo
MYB. Segundo RUBIO et al. (2001), a sequéncia a que PHR1 se liga esta
presente no promotor de genes estruturais responsivos a limitagdo de Pi,

indicando que esta proteina age na rota de sinalizag&o.

2.5 Estratégias para identificacao da rota de transducao
Até o presente momento, diversos tipos de selecdo foram
desenvolvidos com proposito de identificar genes envolvidos na resposta a

limitacdo de Pi (ABEL et al., 2002).
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Uma das seleg¢des identificou dois mutantes acumuladores de Pi. O
phol apresenta taxas normais de absor¢ao de Pi do solo para as raizes, mas
tem prejudicada a habilidade de carregar Pi via xilema, sendo deficiente na sua
translocacdo (POIRIER et al.,, 1991). Ja o pho2 apresenta possivelmente
defeito nos genes que percebem e regulam o status de Pi, pois o acumula em
niveis toéxicos na parte aérea, além de apresentar exagerada resposta na
arquitetura radicular (DONG et al., 1998; WILLIAMSON et al., 2001).

Um outro mutante, pupl, apresenta problemas em relacdo ao
controle enzimatico através de coloragao histoquimica, se mostrou deficiente
apenas na secrecao de fosfatases acidas e, em nenhuma outra resposta, a
limitagdo de Pi (TRULL & DEIKMAN, 1998).

A selecdo de RUBIO et al. (2001) mostrou eficiéncia no uso de
linhas transgénicas utilizando o gene reporter AtIPS1::GUS. Estes ent&o
identificaram o gene PHR1 que codifica fatores de transcricdo do tipo MYB e
ndo acumula antocianinas.

CHEN et al. (2000) desenvolveram uma selecdo de mutantes
condicionais de Arabidopsis thaliana para dissecar a sinalizagdo da limitacao
de fosfato. A selegdo genética foi baseada na habilidade facultativa de tipos
silvestres de Arabidopsis em metabolizar acidos nucléicos exogenos (DNA)
quando ha limitagdo de fosfato inorganico. Foram isoladas linhas mutantes que
mostravam o crescimento severamente prejudicado, mas que em solugéo
contendo Pi recuperavam-se. Esta selegdo considerava que a inabilidade de
crescer em acidos nucléicos sugeriria uma mutagdo na cadeia sinalizadora,

uma vez que as plantas produzem varias enzimas capazes de degradar acidos
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nucléicos (DELATORRE, 2002). Estes mutantes poderiam ser entédo
defeituosos na percepcao de baixos niveis de Pi, nos eventos de transducao do
sinal subsequente, na indugcdo de genes responsivos a limitagdo de Pi, na
secregdao de enzimas nucleoliticas ou na absor¢cdo de Pi. Os mutantes
identificados, com respostas alteradas a limitagao Pi, nesta selegao foram pdrl
(phosphate-deficiency response 1) e pdr2.

DELATORRE (2002) sugere que PDR1 codifique um componente
regulatorio da expressao génica em resposta a limitagcdo de P, uma vez que
este apresenta mais de 20 genes responsivos a Pi com menor expressao. E
que PDR2 codifiqgue um componente de alta afinidade da sinalizacdo de Pi
externo, devido ao fato de plantas pdr2 apresentarem um crescimento radicular
lento, condicionado a limitacdo de P, havendo inibicdo da divisao celular no
meristema primario radicular (TICCONI et al., 2004).

TICCONI et al. (2001) utilizaram uma selegdo buscando mutantes
constitutivos para respostas a limitagdo de P, usando um homdlogo, o fosfito,
que tem capacidade de desativar a sinalizagdo da deficiéncia de Pi mesmo
quando ha total auséncia deste. Esses mutantes seriam capazes de degradar
acidos nucléicos na presenca de fosfito e manter o crescimento, pois
expressariam os genes de resposta a deficiéncia de Pi constitutivamente,
enquanto a planta normal seria incapaz de ativar tais genes.

Essas selegbes buscam identificar reguladores positivos e negativos
na rota de sinalizagdo de Pi, sendo os mutantes defeituosos nas repostas a

limitacao, valiosas ferramentas para dissecar a cascata de sinalizagao.



3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi executado em duas etapas. Na primeira,
etapa os mutantes foram caracterizados em termos morfoldgicos, fisiolégicos e
bioquimicos. Na segunda etapa, buscou-se identificar o numero de genes
mutados envolvidos com o fendtipo dos mutantes e o carater da ac&o génica.

Os trabalhos foram realizados nos Laboratérios de Fisiologia Vegetal
e Biotecnologia Vegetal do Departamento de Plantas de Lavoura da Faculdade
de Agronomia da Universidade Federal do rio Grande do Sul, em Porto Alegre

(RS).

3.1 Material vegetal

Foram utilizadas plantas silvestres de Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh., ecdétipos Columbia e Landsberg, considerada espécie modelo para
estudos de genética e biologia molecular e incapaz de associar-se a micorrizas,
a planta transgénica CycB1l::GUS (acesso Columbia), cedidas por Colon-
Carmona, a expressao do gene reporter evidencia as células entre as fases
G2-M, e as linhas mutantes do ecétipo Columbia (COL), p9, p23 e p37, com
alteracdes no crescimento radicular em meio contendo acidos nucléicos como
unica fonte de Pi, desenvolvidos e selecionados por DELATORRE (2002). A
escolha de acidos nucléicos como fonte de fosfato organico se deve ao fato de

que os mutantes defeituosos no crescimento neste meio devam apresentar
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inativagdo de varias enzimas que degradam DNA ou RNA e sejam induzidas
pela limitagdo de Pi, sugerindo mutagdes em genes regulatérios e ndo em
genes estruturais. Os mutantes foram obtidos por meio de mutagdo quimica
pelo uso do EMS (ethyl-methane-sulfonate), um agente alquilante, doador de

grupos etil ao acido nucléico.

3.2 Condicgdes de crescimento

A germinagéo e o crescimento das plantas foi realizado em sala de
crescimento ou em camara BOD. A temperatura manteve-se entre 20 e 25°C
em todos os experimentos e a luminosidade em sala de crescimento foi
constante enquanto que, em cadmara BOD usou-se fotoperiodo de dia curto (8

horas luz e 16 horas de escuro), para obtengao de maior numero de folhas.

3.3 Descontaminacao e meios de crescimento

As sementes foram superficialmente descontaminadas em solucao
contendo 30 % de hipoclorito de sdédio a 2 % e 0,1 % de Tween 20
(polyoxiethyleno-sorbitan monolaurate) por 7 a 8 minutos sob agitagdo, sendo
entdo extensivamente lavadas em agua deionizada estéril.

O meio sodlido para crescimento foi composto por 5mM de KNOsg,
2mM de MgSOg4, 2mM de Ca(NOs3)z, 2,5mM de KHyPO4, 50uM de Fe-EDTA,
70uM de H3BO4, 14uM de MnCl,, 0,5uM de CuSOs, 1uM de ZnSO4, 0,2uM de
NaMoO,4, 10uM de NaCl, 0,01uM de CoCl,. Como fonte de vitaminas foi
utilizado 100mg/L de mioinositol, 0,5mg/L de acido nicotinico, 0,5mg/L de

piridoxina e 0,1mg/L de tiamina. Foi adicionado 2,5mM de MES [2-(N-
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morpholino)-acido etanosulfénico] pH 5,5, e sacarose 0,5%. O pH da solugéo
foi ajustado em 5,5 com KOH. O agente solidificante usado foi 0,8% de
PHYTAGAR COMMERCIAL GRADE (Gibco). O meio acima citado sera
referido como tratamento +Pi, e/ou meio completo de crescimento, o qual
possui alto teor de fésforo. Para o meio sem fosforo, tratamento denominado
-Pi, foi omitido o KH;PO4. Enquanto que para o meio contendo acidos
nucléicos, tratamento denominado -Pi/+RNA, o KHy;PO4 foi substituido por

0,4mg/mL de RNA, o que fornece aproximadamente 1,0mM de fésforo total.

3.4 Purificagdo do acido ribonucléico

Optou-se pelo uso de RNA (Ribonucleic acid from Torula yeast,
typeVIl — Sigma) como fonte de fosforo organico, devido ao fato de ja serem
conhecidas algumas respostas destes mutantes em DNA, e também pela
origem. O DNA ¢é obtido de esperma de peixe, enquanto o RNA de levedura,
assim os niveis de contaminantes sdo menores neste ultimo, tornando mais
acessiveis 0s processos de purificacdo e permeacido, tanto em termos
econdmicos quanto em termos praticos. O RNA usado como fonte de fosforo
organico passou pelos processos de purificacdo e permeagao cromatografica
para remog¢ao de proteinas, polissacarideos e contaminantes de baixo peso
molecular. 5 a 8g de RNA foram diluidos em 50mL de 1M de Tris-HCI (pH 9).
Apoés a adicdo de 50mL de tampédo TE [10mM de Tris-HCL (pH8) e 1mM de
EDTA (acido etileno diamino dissédico)], o material foi centrifugado por 15
minutos a 7300 rpm. Ao supernadante foi acrescentado 1,5x do seu volume de

8M de LiCl para precipitagdo do acido ribonucléico e mantido a temperatura de
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4°C por, no minimo, 12 horas (overnight). Nova centrifugagcéo de 30 minutos a
7300 rpm foi realizada para a coleta do pellet, o qual foi ressuspendido em
50mL de tampdo TE. A extracdo se deu pela adicido de 50mL de
fenol:cloroférmio (50:50), seguida por centrifugagdo de 30 minutos a 7300 rpm.
Tal processo foi repetido até a interface aquosa-orgénica se tornar
transparente. A solugdo extraida foi adicionado 0,1x do seu volume de 3M de
acetato de sodio (pH 5,5) e 1,5x o volume de etanol absoluto gelado para
precipitacdo do acido ribonucléico, sendo mantida a temperatura de —20°C por,
no minimo, 15 minutos, para entdo a solugéo ser centrifugada por 30 minutos a
7300 rpm. O pellet coletado, ressuspendido em 30mL de tampao TE foi
submetido a uma coluna cromatografica.

Para o processo de permeacdo cromatografica, foi utilizada bomba
peristaltica (Tecnopon, DMC100), com taxa de vazdo igual a 60 mL/h
desenvolvida em coluna de vidro com dimens&o de 100x3cm, preenchida com
SEPHADEX™ G-25 COARSE (Amersham-Biosciences) hidratado com tampéo
composto por 10mM de Tris-HCI, 1mM de EDTA e 50mM de NaCl (pH 8).
Aproximadamente 150mL de solugcdo contendo RNA permeado foi coletado
para entdo ser adicionado 0,1x o volume de 3M de acetato de sodio (pH 5,5) e
1,5x o volume de etanol absoluto gelado para nova precipitagdo do acido
ribonucléico a temperatura de —20°C por no minimo 15 minutos. O pellet
coletado foi ressuspendido em tampao TE. A solucdo foi filtroesterilizada e
mantida a -20°C até o preparo do meio e solugao nutritiva. Uma aliquota da
solugdo foi quantificada em espectrofotdmetro (Spectronic® Genesys™ 2). A

concentracdo de RNA foi calculada considerando que uma unidade de
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absorcao corresponde a 40ug de RNA. A qualidade do RNA foi avaliada pela

relagéo Azso/Azgo nm.

3.5 Tratamento do phytagar

O phytagar foi tratado com trocador aniénico basico para remogao
de fosforo e para total controle da sua concentragao nos tratamentos utilizados.
Aproximadamente 100g de phytagar foram diluidos em 3L de agua destilada.
Apoés diversas lavagens, foram imersos na solugdo quatro sacos de material
poroso com dimensdes de 6x2cm preenchidos com o trocador anidnico
DOWEX G55 (Sigma-Aldrich). A solugdo ficou a 4°C sob agitacdo por, no
minimo, 12 horas. Apds remoc¢ao da agua e secagem em temperatura maxima

de 35°C, o phytagar foi armazenado até o uso em temperatura ambiente.

3.6 Caracterizacdo dos mutantes

3.6.1 Caracterizacdo das alterac6es de morfologia e arquitetura
de raiz

Aproximadamente 90 sementes dos mutantes e do ecétipo COL
foram semeadas em placas de petri contendo meios nutritivos com diferentes
fontes de Pi. Estas ficaram a uma temperatura de 4°C por 48 horas para
quebra da dorméncia, sendo entdo levadas para a sala de crescimento,
permanecendo nesta por sete dias em posigao vertical. Todas as plantas foram
fotografadas com camera digital (Sony DSC-F828) aos cinco e sete dias apos
emergéncia, para analise do comprimento de raizes principais e laterais,
densidade de raizes laterais e taxa de crescimento radicular, para isso usou-se

o software de dominio publico IMAGE J (http://rsb.info.nih.gov/ij/), versao para
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WINDOWS do NIH (National Institute Health). Estas plantas foram pesadas e
seccionadas em raiz e parte aérea, nova pesagem foi realizada para o calculo
da razdo parte aéreal/raiz. Para determinagdao do peso seco, o material foi
desidratado em estufa a 60°C.

A resposta do ecétipo COL e dos mutantes a diferentes
concentracdes de Pi também foi verificada através do comprimento da raiz
principal de 15 plantulas aos 10 dias apds a germinagao em meios com 0;10;

50; 100; 500; 1000 e 2500uM de KH2POa.

3.6.2 Caracterizacdo do crescimento radicular sob deficiéncia
nutricional

Verificou-se o comprimento da raiz principal em aproximadamente
15 plantulas do ecotipo COL e dos mutantes aos 12 dias apds emergéncia, em
meios deficientes em ferro, nitrogénio, enxofre e potassio. Para verificar a
resposta em relagdo a deficiéncia de ferro (-Fe) omitiu-se o Fe-EDTA do meio
completo. Para o meio deficiente em nitrogénio (-N) omitiu-se o KNOj e
substituiu-se o Ca(NOs), por CaCl,. Para o meio deficiente em potassio (-K)
omitiu-se o0 KNOj3 e substituiu-se o KH,PO,4 por Ca(H,PQO,4), a concentragao de
Ca(NOs), foi aumentada de 2mM para 5mM e o pH corrigido com NaOH. Para
o0 meio deficiente em enxofre (-S) substituiu-se o0 MgSO, por MgCl,, 0 CuSO4
por CuCl; e 0 ZnSO4 por ZnCls.

As imagens para as analises acima citadas foram avaliadas com o

auxilio do software de dominio publico IMAGE J.
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3.6.3 Acumulo de amido e de antocianinas

Durante sete dias os mutantes p9, p23 e p37 e o ecdtipo COL
cresceram em meios +Pi, -Pi e -Pi/+RNA. Aproximadamente 15 plantulas de
cada fendtipo foram seccionadas em raiz e parte aérea. As raizes foram
desprezadas e a parte aérea, apds remogao dos pigmentos em etanol 95%
durante 24 horas, foi submetida a reacédo histoquimica para deteccdo de
acumulo de amido de forma qualitativa. O material foi imerso em Solugao
lodine (1,5% iodeto de potassio e 0,3% de iodo), por 30 minutos e
extensivamente lavado apds este periodo. As imagens foram obtidas
imediatamente utilizando-se camera digital.

Para quantificacdo de antocianinas utilizou-se a metodologia de
LANGE et al. (1971). Foram utilizadas trés repeticdes de 20-30 plantas do
ecotipo COL e dos mutantes p9 e p37. Apds 21 dias em meios +Pi, -Pi e
-Pi/+RNA, o material foi seccionado em raiz e parte aérea, sendo esta
imediatamente pesada e macerada em nitrogénio liquido. Ao extrato vegetal foi
adicionado 1mL de propanol:HCI:H,O (18:1:82, v/v/v), e a extracdo de
antocianinas se deu em banho-maria por trés minutos. Apés centrifugacao por
cinco minutos a 13000 rpm, o supernadante foi coletado e a absorbancia
mensurada em 535 e 650nm. O teor de antocianinas foi calculado através da

formula AA=As35-Asso/peso fresco.

3.6.4 Atividade de enzimas nucleoliticas
Inicialmente as plantas mutantes p9 e p37 e o ecodtipo COL

cresceram em sala de crescimento em meio +Pi por sete dias para
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desenvolvimento do sistema radicular. Apos este periodo foram transferidas e
mantidas em meios +Pi, -Pi e -Pi/+RNA durante mais cinco dias. Utilizou-se
nestas analises trés repeticbes com aproximadamente 600 plantas. O material
foi seccionado em raiz e parte aérea, pesado e imediatamente congelado.

Para verificacdo da atividade de fosfatases acidas, as raizes foram
analisadas separadamente da parte aérea. A extracdo de proteinas se deu
conforme DELATORRE (2002). Ao material macerado em nitrogénio liquido, foi
adicionado 250uL do tampéao de extragdo [100mM de Tris-Acetato pH8, 100mM
de K-Acetato pH8, 2mM de EDTA, 5mM de DTT (Dithiothreitol), 250mM Na-
Acetato e 10% de glicerol], ficando a solugéo sob agitagado por uma hora a 4°C.
Apoés centrifugagdo por 10 minutos a 14000 rpm em baixa temperatura, o
supernadante foi coletado e congelado. A concentragao de proteina extraida foi
mensurada, usando-se uma aliquota do extrato diluido em H,O e adicionando-
se o0 reagente BRADFORD (Sigma). Apdés cinco minutos em temperatura
ambiente, fez-se a quantificacdo em espectrofotometro da absorbancia em
595nm, usando-se como padrdo uma curva de calibragcdo com BSA (soro de
albumina bovina).

Para analise da atividade de fosfatases acidas, utilizou-se 7ug de
proteina para sete diferentes tempos. Junto ao extrato de proteinas foram
adicionados 100mM de acetato de sédio pH 5.5 como solugao tampéao e, como
substrato para atividade enzimatica de fosfatases acidas, 10mM de fosfato de
fenila dissédico hexahidratado. A solucao foi entdo incubada em temperatura
de 37°C sob agitacdo. Amostras da solugdo foram retiradas em intervalos de

10 minutos e imediatamente colocadas em 1mL de 1M de carbonato de sddio,
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para inibir a atividade enzimatica. A absor¢do foi verificada em 405nm. A
atividade das enzimas fosfatases acidas totais, foi estimada pelo angulo da

curva dos valores obtidos para cada amostra. h :'ZL;I; onde A=inclinacéo;

vol=0,3cm?®; d=0,5cm; E=coeficiente de extingdo (18,5umol'cm™).

A secrecao de enzimas também foi avaliada. Para isso,
aproximadamente 20 exemplares de cada gendtipo foram crescidos em meio
+Pi durante 15 dias, sendo entdo transferidos para solugédo nutritiva contendo
-Pi/+RNA (0,15mg/mL). A cada 24 horas uma aliquota da solugdo nutritiva foi
amostrada durante sete dias. Sendo a verificagdo da degradagdo de RNA

observada por analise em gel de agarose a 0,8%.

3.6.5 Papel da elongacao e da divisdo celular na composigcéo
do fendtipo

Durante sete dias cresceram 30-50 plantas do ecétipo COL e dos
mutantes p9 e p37 em meios +Pi, -Pi e -Pi/+RNA. A raiz e a parte aérea foram
seccionadas e as raizes imersas em formaldeido 4%, montadas em léaminas
histologicas com glicerina 50% e levadas ao microscopio 6ético (Eclipse E-400,
Nikon). A area da raiz observada foi a do elongamento celular, identificada
através da presenca de pélos radiculares. Cerca de 2500 células foram
medidas por gendtipo. As imagens foram capturadas em aumento de 400x.
Usou-se o software livre Image J para mensurar o tamanho das células desta
regiao.

A diviséo celular foi avaliada através da expressao do gene reporter

GUS. Neste experimento, fez-se uso da planta transgénica que contém o
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transgene CycB1::GUS, o qual expressa a enzima [3-glucuronidase apenas nas
células que estao entre a fase G2 e M. Os mutantes p9 e p37 foram cruzados
com a planta transgénica, afim de transferir o transgene para estes. Tanto a
geracdo F1 quanto a geragdo F2 foram testadas e selecionadas em meio
-Pi/+RNA e transferidas para o solo para obtengcédo de sementes. A geragéo F1
foi testada em relagdo ao tamanho das raizes principais, para conferir se o
cruzamento havia sido eficiente. A geragdo F2 foi avaliada para conferir a
homozigose para os dois caracteres, mutagdo, a qual foi verificada através do
comprimento das raizes primarias, e presencga do transgene, usando o meétodo
nao destrutivo para analise do GUS. No método n&o destrutivo para analise do
GUS, as plantas foram retiradas do solo e uma parte das raizes foi imersa na
solugédo de tingimento [25% de solugao nutritiva completa, 50mM de NaPO4
pH7, 1mM de X-GLUC [5-bromo-4-cloro-3-indol--D-glucuronidase (USB)
dissolvido em N,N dimetilformamida (USB)] a 37°C por aproximadamente seis
horas, verificando-se entdo em estereomicroscopio a presenga ou nao de
células com colorac&o azul, localizadas no meristema radicular (OONO et al.,
1998).

Aproximadamente 15 plantas da geracdo F3 cresceram nos meios
+Pi, -Pi e -Pi/+RNA durante cinco dias, e apds este periodo foram submetidas
ao método destrutivo para analise do GUS (DELATORRE, 2002). O material foi
fixado em acetona 80% e incubado em gelo por 15 a 20 minutos. Apos
remogao da acetona o material vegetal ficou imerso durante 10 minutos em
solugdo tampao [50mM de NaPO,4 pH 7,2; 0,5mM de KsFe(CN)s e 0,5mM

KsFe(CN)s] para entdo ser submetido a solugdo de tingimento [50mM de
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NaPO4 pH 7,2; 0,5mM de Ki;Fe(CN)g; 0,5mM KsFe(CN)s e 2mM de X-GLUC] a
37°C. Ap6s um periodo maximo de 11 horas exposto a solugédo de tingimento, o
material vegetal passou por duas séries etilicas de seis minutos, a primeira
crescente (15, 50, 75 e 100%) e a segunda decrescente (75, 50, 15, e 0%),
para posterior montagem em l|aminas histologicas em glicerina 50%. As
ldminas histologicas foram observadas em microscopio 6tico e as imagens
capturadas em aumento de 100X e 400X. Foi verificado o numero de células

radiculares com coloragao azul (na transi¢ao das fases G2-M).

3.6.6 Teores de fosforo total e fosfato livre

Os mutantes p9 e p37 e o ecétipo COL cresceram em meio +Pi
durante sete dias. Sendo transferidos para os meios +Pi, -Pi e -Pi/[+RNA,
permanecendo nestes por mais sete dias. As plantas foram seccionadas em
raiz e parte aérea, colocadas em temperatura de 60°C, maceradas e pesadas.

Para analise de Pi livre, aplicou-se a metodologia de AMES (1966).
A extracado de Pi livre foi em HCI 0,5N, durante uma hora em temperatura de
37°C. Aliquotas do extrato foram retiradas e a estas acrescentou-se uma
mistura oxi-redutora de molibdato de aménio 0,42 % em 1N de H,SO,4 e acido
ascorbico 15 % (6:1 — v/v). Apés uma hora em temperatura de 37°C, a
absorbancia foi verificada em espectrofotbmetro na faixa de 820nm e
comparada com a curva calibrada (0-1uM de KH;POy,).

O material vegetal utilizado para analise de P total foi levado a mufla
em temperatura de 550°C por trés horas para obtengdo de cinzas. As cinzas foi

adicionado HCI 0,5N. Sendo o material mantido por 15 minutos em banho-
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maria a temperatura de 100°C. Apés esfriar, seguiu-se a metodologia de AMES

(1966) também utilizada para detecgao de Pi livre.

3.6.7 Resposta aos reguladores de crescimento

Durante 10 dias aproximadamente 30 plantas de cada mutante e do
ecotipo COL cresceram em meios com 1mM de KHyPO, e diferentes
concentragcdes de reguladores de crescimento. Foram utilizadas as seguintes
concentracdes: 10°, 10°, 107, 10®mM para giberelina (GA3) e citocinina
(n-benziladenina) e 107, 108, 10° 10"mM para auxina (2-4 D) afim de
verificar a influéncia destes reguladores de crescimento na resposta a limitagao
de fésforo. As plantas foram fotografadas e o comprimento das raizes

principais foi medido com auxilio do software IMAGE J.

3.7 Identificacdo do numero de genes mutados e do carater da
acao génica

As plantas mutantes p9, p23 e p37 foram retrocruzadas com o pai
(ecotipo Columbia). O fendtipo da geragédo F1 foi conferido para determinar o
carater recessivo ou dominante da mutacdo. As plantas da geragdo F1
cresceram em meio -Pi/+RNA por sete dias, quando foi verificado o fendtipo. As
plantas foram entdo transferidas para o solo, para permitir obtencdo de
sementes através de autofecundacdo. Cerca de 100 plantas da geragédo F2
cresceram em -Pi/+RNA. Apds sete dias, a analise do fendtipo indicou o
numero de genes mutados envolvidos. Para isto, utilizou-se o teste do Qui-

quadrado, valor obtido pela formula:
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Onde:
F, = frequéncia observada para cada classe;
Fe = frequéncia esperada para cada classe, com base na proporgao

mendeliana.

3.8 Desenvolvimento de populagcdo para mapeamento

Plantas mutantes de Arabidopsis thaliana (fémeas) foram cruzadas
com o ecotipo Landsberg (macho). Sendo as siliquas colhidas individualmente.
Plantas F1 foram avaliadas em meio —Pi/+RNA para verificar a eficiéncia do
cruzamento, transferidas para solo e autofecundadas. As sementes F2 foram
semeadas em meio —Pi/+RNA e as que apresentavam raiz curta (fenotipo
mutante) foram selecionadas e transferidas para o solo. Folhas destas plantas
F2 foram removidas para extragdo de DNA. Sementes F3 foram coletadas para

posterior confirmag&o da homozigose para mutacéo.

3.9 Analise estatistica

Os dados foram avaliados com auxilio do programa SAS (Statistical
Analysis System). Utilizou-se analise de variancia (ANOVA) one-way ou analise
de modelos lineares (GLM) para delineamento completamente casualizado. Foi

utilizado o teste de Duncan, em nivel de significancia de 5%.



4 RESULTADOS
4.1 Caracterizacdo das mutacdes
O ecodtipo Columbia e os mutantes p9, p23 e p37 de Arabidopsis
thaliana foram caracterizados morfologicamente, fisiologicamente e
bioquimicamente. Os mutantes p9 e p37 estiveram presentes em todas
as analises realizadas, diferentemente do mutante p23 que, por
problemas na germinacdo e no desenvolvimento, ndo obteve repeticdes
suficientes, para a andlise estatistica. Desta forma, o mutante p23 n&o
foi incluido nas seguintes analises: comprimento total de raizes, numero
de raizes laterais, taxa de crescimento da raiz principal, razdo parte
aérealraiz, teor de antocianinas, atividade de fosfatases acidas,
elongacéo e divisédo celular, teores de P livre e P total e influéncia dos
reguladores de crescimento
4.1.1 Caracterizagdo das alteracdes de morfologia e arquitetura
de raiz
Os mutantes de Arabidopsis thaliana foram previamente
selecionados devido ao menor crescimento de suas raizes principais em meio
contendo DNA (acido desoxirribonucléico) como unica fonte de fosforo. Assim,
era necessario avaliar a resposta em termos de crescimento e arquitetura da

raiz sob diferentes condicdes.
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O comprimento da raiz principal do ecétipo Columbia (COL) e dos
mutantes p9, p23 e p37 foi verificado em quatro meios com diferentes
disponibilidades de Pi (Figura 1). Observou-se no tratamento +Pi (2,5mM)
comprimento de raiz principal equivalente entre COL e o mutante p9 aos cinco
dias mas nao aos sete dias. No entanto, p23 reduziu em torno de 55% e p37
cerca de 65% o comprimento das raizes principais em relagdo a COL aos 12 e
sete, respectivamente). No tratamento —Pi todos, os mutantes apresentaram
drastica reducdo no comprimento de raiz principal, assim como o ecotipo
Columbia. No tratamento —Pi/+RNA (0,4mg/mL), onde o acido nucléico foi fonte
de fosfato organico, o comprimento de raiz principal foi similar ao observado
em +Pi apenas para COL aos cinco dias, enquanto que os mutantes p9, p23 e
p37 apresentaram severa redugcdo no comprimento da raiz principal, tanto em
relacdo a COL neste tratamento (58%, 62% e 75%, respectivamente), quanto
ao comprimento de suas raizes no tratamento +Pi (58%, 37,5% e 33,3%
respectivamente). Os padrdes de comportamento dos gendtipos foram
semelhantes aos cinco e aos sete dias apds emergéncia (Figuras 2A e 2B,
respectivamente).

Quando a concentragao de RNA foi reduzida significativamente para
0,13mg/mL, por consequéncia reduzindo a quantidade de fésforo, observou-se
resposta ainda mais severa nos mutantes, onde o desenvolvimento da raiz foi
drasticamente atingido, reduzindo cerca de 90% do comprimento radicular de
COL em mesma condigao (Figura 1).

O comprimento total de raiz também foi medido aos cinco e sete

dias, e se deu pela soma dos comprimentos da raiz principal e das raizes
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laterais. O comprimento de raiz total ndo apresentou aumento significativo em
relagdo ao comprimento da raiz principal em nenhuma das condi¢cdes avaliadas
(Figura 3).

Além do comprimento total de raiz, 0 numero de raizes laterais em
COL e nos mutantes p9, e p37 foi verificado sob diferentes disponibilidades de
Pi (Figura 4). Em geral, COL apresentou maior nimero de raizes laterais na
auséncia de Pi, diferentemente dos tratamentos +Pi e —Pi/+RNA, aos cinco e
sete dias, sugerindo um sistema de compensacdo. Este padrdo nao foi
observado nos mutantes. Aos cinco dias apdés germinacgao, foi observado maior
namero de raizes laterais em COL em relacdo aos mutantes em —Pi (figura 4A).
No tratamento +Pi, p9 e p37 apresentaram maior numero de raizes laterais do
que COL (Figura 4) aos sete dias. O mutante p9 apresentou numero de raizes
laterais em —Pi/+RNA igual ao p37 em +Pi. Aos sete dias COL e os mutantes
apresentaram mais raizes laterais do que aos cinco dias, mantendo COL o
maior numero destas em —Pi. Em +Pi, p37 aumentou cerca de seis vezes o
namero de raizes laterais, e p9 duas vezes, diferentemente de COL que
praticamente n&o apresentou alteragdes quando comparado ao numero de
raizes laterais apresentado aos cinco dias (Figura 4). Em —Pi/+RNA p9 dobrou
0 numero de raizes laterais, enquanto p37 aumentou cerca de quatro vezes
também em relacdo ao numero dessas apresentado aos cinco dias.

A taxa de crescimento da raiz principal foi verificada em COL e nos
mutantes p9 e p37 (Tabela 1). Quando comparados os tratamentos +Pi e —Pi
todos os gendtipos apresentaram reducdo da taxa de crescimento,

apresentando p37 a resposta mais severa. No tratamento +Pi tanto p9 quanto
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p37 em relagdo a Columbia diminuiram a taxa de crescimento (24% e 68%
respectivamente). Em relagdo ao tratamento —Pi/+RNA, apenas Columbia
manteve a taxa de crescimento similar ao tratamento +Pi (0,227 mm/h e 0,207
mm/h, respectivamente). Os mutantes diminuiram a taxa de crescimento tanto
em relagéo a Columbia em —Pi/+RNA (cerca de 83% para ambos os mutantes),

e p9 em 79% e p37 em 49%, em relagéo a eles mesmos em +Pi.
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Figural Crescimento de raizes do ecétipo Columbia (COL) e dos mutantes p9, p23 e
p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes fontes de Pi, aos sete dias apos

germinagdo em +Pi (2,5mM), —Pi, —Pi/+RNA (0,4mg/mL) e aos 10 dias em
0,13mg (—Pi/+RNA).

-Pi/+RNA
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Figura2 Comprimento da raiz principal do ecoétipo Columbia (COL) e dos mutantes
p9, p23 e p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes fontes de Pi. (A) aos
cinco, (B) aos sete e (C) aos 12 dias ap6s germinagdo. -Pi (preto), +Pi
(2,5mM) (branco), -Pi/+RNA (0,4mg/mL) (cinza). Letras iguais ndo diferem
significativamente em Duncan 5%. Letras maiusculas comparam dentro de
genotipos e minusculas entre gendtipos.
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Figura3 Comprimento de raiz total do ecétipo Columbia (COL) e dos mutantes p9 e

p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes fontes de Pi. (A) aos cinco e (B)
aos sete dias apds germinagdo. -Pi (preto), +Pi (2,5mM) (branco),
-Pi/+RNA (0,4mg/mL) (cinza). Letras iguais nao diferem significativamente
em Duncan 5%. Letras mailsculas comparam dentro de gendétipos e
minusculas entre gendtipos.
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Numero de raizes laterais do ecoétipo Columbia (COL) e dos mutantes p9 e
p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes fontes de Pi. (A) aos cinco e (B)
aos sete dias apds germinagdo. -Pi (preto), +Pi (2,5mM) (branco),
-Pi/+RNA (0,4mg/mL) (cinza). Letras iguais ndo diferem significativamente
em Duncan 5%.
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Tabelal Taxa de crescimento da raiz principal do ecétipo Columbia (COL) e dos
mutantes p9 e p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes fontes de Pi. —Pi,
+Pi (2,5mM) e -Pi/+RNA (0,4mg/mL).

Taxa de crescimento (mm/h)

Raiz Principal

COL p9 p37
—Pi 0,021 +0,002Ba 0,013+0,002Cb 0,014£0,002CDb
+Pi 0,227 £+0,010Aa 0,171+£0,017Ab 0,071 £0,008 Ac

—Pi/+RNA 0,207 £ 0,007 Aa 0,035+0,003Bb 0,036 £ 0,06 B b

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente em Duncan
5%. Letras maiusculas comparam dentro de gendtipos (colunas) e minusculas
entre gendtipos (linhas).

Conforme observado na figura 2B os mutantes comportaram-se
diferentemente entre si e ao ecotipo COL em relagdo ao comprimento da raiz
primaria em meio contendo Pi. Desta forma, a resposta do comprimento da raiz
primaria do ecétipo COL e dos mutantes p9, p23 e p37 foi verificada em meios
nutritivos com concentragdes intermediarias de Pi. Usou-se 0, 10, 50, 100, 500,
1000 e 2500uM de Pi, buscando-se determinar se havia diferencas na resposta
a concentragdes intermediarias de P (Figura 5). A percepgéo da limitagdo de Pi
ocorre nas plantas, em geral, entre as concentragdes de 50 e 100uM. Foi
observado que ecotipo COL manteve crescimento progressivo da raiz principal
em relacao ao aumento da dose de Pi no meio, aumentando cerca de quatro
vezes o0 comprimento entre a dose inicial e a final. O mutante p9 também
demonstrou crescimento progressivo, no entanto o comprimento da raiz
principal ndo foi equivalente ao ecétipo COL (Figura 5), diferindo do
demonstrado anteriormente (Figuras 1 e 2). Os mutantes p23 e p37
apresentaram, na ultima dose de Pi, 50% do comprimento da raiz principal do

ecoétipo COL. Enquanto o mutante p9 dobrou o comprimento da raiz principal a
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partir da dose de 100uM, p23 e p37 precisaram de uma concentracdo de Pi
cinco vezes maior, para alcangar crescimento equivalentes a p9, mesmo assim
apresentando crescimento 60% menor do que COL na mesma concentragao

(500uM) de Pi (Figura 5).

—{1—col —p9 —&—p23 —A—p37

3,0

2,5 1

2,0

1:5 =/ /F +M

1,0 1

Comprimento raiz principal (cm)

0,5 A

0,0

0 10 50 100 500 1000 2500
uM de Pi

Figura5 Comprimento da raiz principal do ecoétipo Columbia (COL) e dos mutantes

p9, p23 e p37 de Arabidopsis thaliana em diferentes concentracdes de Pi

(uM), aos sete dias apds germinagéo.

Uma das alteragdes mais comuns em resposta a deficiéncia de Pi
em plantas € a modificagao da alometria. O desenvolvimento da parte aérea é
mais afetado que o do sistema radicular, uma vez que ha priorizagéo da busca
por recursos minerais. A razao raiz/parte aérea foi verificada nos tratamentos
+Pi, —Pi, —Pi/[+RNA (Figura 6). Tanto COL quanto os mutantes reduziram a
razao parte aérea/raiz em —Pi. COL e p9, mas nao apresentaram diferenca na
alometria das plantas crescidas em +Pi, p37 nesta condicdo favoreceu o

crescimento da parte aérea. Em —Pi/+RNA os mutantes p9 e p37 aumentaram

a razao parte aérea/raiz em relagao aos seus comportamentos no meio —Pi.
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Figura6 Razao parte aérea/raiz do ecotipo Columbia (COL) e dos mutantes p9 e
p37 de Arabidopsis thaliana em -Pi (preto), +Pi (2,5mM) (branco),
-Pi/+RNA (0,4mg/mL) (cinza). Aos sete dias apdés germinacdo. Letras
iguais nao diferem significativamente em Duncan 5%. Letras maiusculas
comparam dentro de genétipos e minusculas entre gendtipos.

4.1.2 Caracterizagdo do crescimento radicular sob deficiéncia

nutricional

O crescimento das raizes principais tanto em COL como nos
mutantes foi verificado em relagao a deficiéncia de outros nutrientes minerais
além de fésforo, com o intuito de determinar se os mutantes condicionais
apresentavam fendtipo apenas em resposta a fosfato ou se diferiam na
resposta a deficiéncia de outros nutrientes. Os gendtipos foram submetidos a
deficiéncia em nitrogénio (-N), enxofre (-S), potassio (-K) e ferro (-Fe) e os
tratamentos +Pi e —Pi foram usados como controles (Figura 7).

O ecodtipo COL apresentou aumento do comprimento da raiz
principal no tratamento —K, assim como o mutante p9 em relagdo ao
tratamento +Pi. Os mutantes p9 e p23 também apresentaram aumento do
comprimento da raiz principal no tratamento —Fe. A raiz principal do mutante

p23 aumentou também nos tratamentos —N e —S, no entanto o comprimento da
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raiz principal deste mutante mostrou-se sempre inferior ao comprimento do
ecotipo COL nestestratamentos. Em relacdo ao tratamento —K, as raizes dos
mutantes p23 e p37 apresentaram redugdo quando comparadas com +Pi,
porém nao tdo drastico quanto ao que ocorreu em —Pi. O mutante p37 também
apresentou no tratamento —S comprimento de raiz principal diferente do
tratamento +Pi. Nenhum dos genoétipos avaliados tem respostas alteradas

drasticamente em relacdo a deficiéncia de outros minerais.
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Figura7 Comprimento da raiz principal do ecétipo Columbia (COL) e dos mutantes
p9, p23 e p37 de Arabidopsis thaliana em meios com diferentes
deficiéncias nutricionais, aos12 dias apds germinagdo. Médias seguidas
de mesmas letras ndo diferem significativamente. Letras iguais ndo diferem
significativamente em Duncan 5%. Letras maiusculas comparam dentro de
gendtipos e minusculas entre gendtipos.

4.1.3 Acumulo de antocianinas e amido
Outra resposta relacionada a deficiéncia de fésforo foi o acumulo de

antocianinas e amido nos tecidos vegetais.
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O acumulo de amido foi verificado qualitativamente na parte aérea

do ecétipo COL e dos mutantes (Figura 8). Tanto COL quanto os mutantes p9,
p23 e p37 responderam de forma semelhante ao tratamento —Pi, demonstrando
acumulo de amido. Quando submetidos ao tratamento —Pi/+RNA, apenas COL
e o mutante p23 ndo acumularam amido, os mutantes p9 e p37 se

comportaram neste tratamento igualmente como em —Pi.

+Pi -Pi/+RNA -Pi

Figura8 Acumulo de amido na parte aérea do ecotipo Columbia ( COL) e dos
mutantes p9, p23 e p37 de Arabidopsis thaliana em -Pi, +Pi (2,5mM)
-Pi/+RNA (0,4mg/mL). Aos sete dias apds germinacdo. Coloragdo preta
demonstra a presenga de amido.

Em relagdo ao acumulo quantitativo de antocianinas, tanto COL

quanto os mutantes p9 e p37 apresentaram alto teor deste pigmento no
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tratamento —Pi. No tratamento —Pi/+RNA, o mutante p9 acumulou este

pigmento em quantidade superior ao acumulado em +Pi (Figura 9).
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Figura9 Acumulo de antocianinas na parte aérea do ecétipo Columbia ( COL) e dos
mutantes p9, p23 e p37 de Arabidopsis thaliana. Aos 21 dias apos
germinagdo. -Pi (preto), +Pi (2,5mM) (branco), -Pi/+RNA (0,4mg/mL)
(cinza). Aos 21 dias apds germinagdo. Letras iguais ndo diferem
significativamente em Duncan 5%. Letras maiusculas comparam dentro de
genaotipos e minusculas entre gendtipos.

4.1.4 Atividade de fosfatases acidas

A atividade de fosfatases acidas totais foi analisada no ecdtipo
Columbia e nos mutantes p9 e p37 nas raizes e na parte aérea separadamente
(Figura 10A e 10B). Na parte aérea (Figura 10A), tanto COL quanto os
mutantes apresentaram semelhante atividade destas enzimas nos tratamentos
—Pi e —Pi/+RNA. O mutante p37 no tratamento +Pi também apresentou
atividade enzimatica igual aos tratamentos —Pi e —Pi/+RNA, diferentemente de
COL e p9, que reduziram a atividade em relagdo a esses tratamentos. No
tratamento —Pi/+RNA, apesar de n&o significativo, houve uma tendéncia de
queda na atividade de tais enzimas no mutante p9, diferentemente de COL que
manteve o mesmo comportamento do tratamento —Pi. A atividade enzimatica

nas raizes (Figura 10B) nos tratamentos —Pi e +Pi ndo diferiu entre COL e os
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mutantes. Moderada diminuicdo na atividade de fosfatases acidas foi

observada no tratamento —Pi/+RNA nos mutantes em relagdo a COL.
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Figura 10 Atividade de fosfatases acidas totais na parte aérea (A) e raiz (B) do
ecdtipo Columbia (COL) (preto) e dos mutantes p9 (branco) e p37 (cinza)
de Arabidopsis thaliana. As plantas cresceram por sete dias em +Pi e
depois foram transferidos para os tratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA
(0,4mg/mL) por cinco dias. Letras iguais ndo diferem significativamente em
Duncan 5%. Letras mailsculas comparam dentro de tratamentos e
minusculas entre tratamentos.

A atividade e a secrecdao de nucleases foram indiretamente
verificadas pela analise da degradacao de RNA da solugao nutritiva em gel de

agarose (Figura 11). Foi observado que o ecétipo Columbia apresentou forte
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degradacédo de RNA a partir do 2° dia de tratamento, e que aos sete dias ja
havia consumido todo o RNA disponivel na solugdo. Os mutantes p9 e p23,
também demonstraram consumo de RNA. No entanto, este ocorreu de forma
mais lenta em relacdo a COL, demonstrando visualmente diferentes
concentragbes de RNA presentes apds os sete dias. J& o mutante p37 ndo

mostrou degradagédo de RNA durante o periodo avaliado.

1 2 3 5 7 dias

coL

P9

p23

p37

Figura 11 Consumo de RNA em solugdo nutritiva, observado em gel de agarose em
eletroforese. Os fendtipos de Arabidopsis thaliana cresceram em meio +Pi
(2,5mM). Apos 15 dias as plantas foram transferidas para solugao nutritiva
—Pi/+RNA (0,4mg/mL) por sete dias.

4.1.5 Papel da elongacédo e da divisdo celular na composicao
do fendtipo

O tipico fendtipo de raiz curta sob deficiéncia de fésforo se deve a
alteragdes no elongamento e/ou na divisdo das células das raizes. Os
mutantes p9, p37 e o ecdtipo Columbia tiveram avaliados o elongamento das
células da raiz (Tabela 2), enquanto os mutantes transgénicos p9 e p37 e
planta transgénica CycB1l::GUS foram avaliados em relagdo ao grau de
expressdo do gene repoérter GUS, e a contagem do numero de células

radiculares na transicdo das fases G2-M (Figura 12 e Tabela 3).
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Foi observado no tratamento +Pi, diferenca entre todos os gendtipos,
apresentando p9 e COL os maiores comprimentos nas células radiculares
(132um e 126um respectivamente), em relacdo ao mutante p37 (102um)
(Tabela 2). No tratamento —Pi, todos os gendtipos apresentaram drastica
reducdo do comprimento das células radiculares em relacdo ao tratamento +Pi
(67um, 64um e 46um para COL, p9 e p37, respectivamente). O ecdtipo
Columbia apresentou maior o comprimento celular radicular no tratamento
—Pi/+RNA, quando comparado ao tratamento +Pi (136um), enquanto os dois
mutantes demonstraram reducgado (92um em p9 e 76uym em p37). O mutante
p37 mostrou menor elongagdo em relagao aos outros gendtipos para todos os

tratamentos avaliados.

Tabela2 Comprimento de células elongadas da raiz principal do ecétipo Columbia e
dos mutantes p9 e p37 de Arabidopsis thaliana. Os fenétipos cresceram
nos tratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA (0,4mg/mL) durante sete dias.

Comprimento celular (um)

-Pi +Pi -Pi/+RNA
COL 67,3+1,0Ca 126,5+1,3BDb 136,0+1,3Aa
p9 64,8+08Chb 1329+16Aa 920+11Bb
p37 459+06Cc 101,8+1,3Ac 76,4+09Bc

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente em Duncan 5%.
Letras mailsculas comparam dentro de gendtipos (linhas) e minusculas entre
genadtipos (colunas).

Em relacdo ao grau de expressao do gene reporter GUS, pouca
diferencga visual foi observada entre CycB1::GUS e os mutantes transgénicos
em +Pi e —Pi, sendo alto e baixo o grau de expressdo nestes tratamentos,

respectivamente. Em relacdo ao tratamento —Pi/+RNA o mutante p37

demonstra redugao na expressao deste gene em relagdo aos outros genodtipos
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analisados (Figura 12), o que se confirma quando o numero de células na
transicdo das fases G2-M é contado (Tabela 3). Enquanto CycB1::GUS e p9
apresentaram em torno de 10 e 11 células na transigcdo G2-M respectivamente,

p37 apresentou média de quatro a cinco células nesta condicéo.

-Pi/+RNA

CycB1::GUS

p37

Figura 12 Divisdo celular no meristema apical na planta transgénica CycB1::GUS e
nos mutantes p9 e p37 de Arabidopsis thaliana, aos cinco dias apds
germinagao, nos tratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA (0,4mg/mL). As
células marcadas estdo em fase de transigcao G2/M.
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Tabela3 Numero de células visiveis expressando a enzima beta-glucuronidase na
raiz principal dos fendétipos CycB1::GUS, p9 e p37 de Arabidopsis thaliana,
através da expressdo do gene repdrter GUS. As plantas cresceram
durante cinco dias nos ftratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA

(0,4mg/mL).
Numero de células visiveis em G2/M
-Pi +Pi -Pi/+RNA
CycB1l::GUS 6,08+0,72Ba 10,57 £ 0,66 A a 10,46 £ 0,79 A a
p9 5,66 + 0,66 B a 10,57 £ 1,52 A a 11,71+0,78 A a
p37 462+0,56Ba 8,66 +0,77 Aa 455+0,78Bb

Médias seguidas de mesmas letras ndo diferem significativamente em Duncan 5%.
Letras maiusculas para genétipo (linha) e minusculas (coluna) para tratamento.

4.1.6 Teores de fosfato livre e fosforo total

Os valores obtidos nos teores de fosfato livre (Pi livre) nas raizes
foram geralmente 1/3 menores do que aqueles encontrados na parte aérea em
todos os tratamentos analisados (Figura 13A e 13B). Nenhuma diferenga
significativa foi observada entre p9, p37 e COL em —Pi, tanto na parte aérea
quanto nas raizes nos baixos teores de Pi livre verificados. Em relagdo ao
tratamento +Pi, igual teor de Pi livre entre os genotipos foi observado na
analise das raizes. Porém em relacdo a parte aérea o mutante p9 apresentou
reducdo quando comparado ao ecotipo Columbia e ao mutante p37. Quando
verificado o teor de Pi livre em —Pi/+RNA, observou-se similaridade entre os
genotipos na parte aérea, mas ndo nas raizes, onde p9 demonstrou redugéo
em relacdo a COL e p37. Tanto p9 e p37 apresentaram redugao no conteudo
de fosfato livre nas raizes no tratamento —Pi/+RNA em relacdo ao tratamento
+Pi, diferentemente do ecétipo COL que manteve-se igual.

Em relacdo aos teores de fosforo total (P total), semelhante ao
observado na analise de Pi livre, em todos os tratamentos obteve-se na parte

aérea em média o dobro dos teores quando comparados com os obtidos nas
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raizes (Figura 14A e 14B). Em —Pi nado foi verificada diferenca significativa
entre Columbia e os mutantes em relacdo aos teores de fésforo total na parte
aérea e nas raizes. No tratamento +Pi todos os gendétipos apresentaram teores
altos de P total, ndo havendo diferenca entre suas respostas quando avaliada a
parte aérea, diferentemente do observado nas raizes, onde o mutante p37
mostrou reducédo quando comparado a COL e p9. No tratamento —Pi/+RNA, a
analise dos teores de fosforo total tanto na parte aérea quanto nas raizes nao
mostrou diferengas entre os gendtipos, no entanto foi observada reducéo

desses teores nas raizes p37 em relagédo ao tratamento +Pi.
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Conteudo de fosfato livre na parte aérea (A) e nas raizes (B) do ecotipo
Columbia (preto) e nos mutantes p9 (branco) e p37 (cinza) de Arabidopsis
thaliana. Os gendtipos cresceram por sete dias em +Pi sendo transferidos
para os tratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA (0,4mg/mL) por sete dias
Letras iguais nao diferem significativamente em Duncan 5%. Letras
maiusculas comparam dentro de tratamentos e minusculas entre
tratamentos.



54

A
34 A
a

o 2,5 A A
] a A
(] A a
(@] a
g - A
£ b
2 15 - A A i
S ': a tf’ T
e g = |-
o
5 |
\U‘)
S 0,5

0

-Pi +Pj -Pi/+RNA
B

3
g
S 25-
w
@]
N
g 24
(@)
£ A A B
:3_315* a a a
) A
|9 14 A A b
S AP . =
‘0 0,5 o} T 7
oM

0

-Pi +Pj -Pi/+RNA

Figura 14 Conteldo de fosfato total na parte aérea (A) e nas raizes (B) do ecétipo
Columbia (preto) e nos mutantes p9 (branco) e p37 (cinza) de Arabidopsis
thaliana. Os gendtipos cresceram por sete dias em +Pi sendo transferidos
para os tratamentos -Pi, +Pi (2,5mM), -Pi/+RNA (0,4mg/mL) por sete dias.
Letras iguais nao diferem significativamente em Duncan 5%. Letras
maiusculas comparam dentro de tratamentos e minusculas entre
tratamentos.
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4.1.7 Influéncia dos reguladores de crescimento

O crescimento das raizes principais tanto em COL como nos
mutantes foi verificado em relagcdo a deficiéncia de outros nutrientes minerais
além de fésforo, com o intuito de determinar se os mutantes condicionais
apresentavam fendtipo apenas em resposta a fosfato ou se diferiam na
resposta a deficiéncia de outros nutrientes. Os gendtipos foram submetidos a
deficiéncia em nitrogénio (-N), enxofre (-S), potassio (-K) e ferro (-Fe) e os
tratamentos +Pi e —Pi foram usados como controles (Figura 7).

O ecdtipo COL apresentou aumento do comprimento da raiz
principal no tratamento —K, assim como o mutante p9 em relagdo ao
tratamento +Pi. Os mutantes p9 e p23 também apresentaram aumento do
comprimento da raiz principal no tratamento —Fe. A raiz principal do mutante
p23 aumentou também nos tratamentos —N e —S, no entanto o comprimento da
raiz principal deste mutante mostrou-se sempre inferior ao comprimento do
ecotipo COL nestes tratamentos. Em relagao ao tratamento —K, as raizes dos
mutantes p23 e p37 apresentaram redugdo quando comparadas com +Pi,
porém nao tao drastico quanto ao que ocorreu em —Pi. O mutante p37 também
apresentou no tratamento —S comprimento de raiz principal diferente do
tratamento +Pi. Nenhum dos genoétipos avaliados tem respostas alteradas

drasticamente em relacdo a deficiéncia de outros minerais.
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4.2 Identificagdo do numero de genes mutados e do caréter da
acao génica

As mutacdes foram geneticamente caracterizadas. O cruzamento
dos mutantes p9, p23 e p37 (maes) e Columbia (pai) resultou em fendtipo com
raiz longa para toda progénie F1 em meio com —Pi/+RNA, indicando que as
mutagdes apresentavam carater recessivo (Tabela 4). Para verificar o numero
de genes mutados envolvidos com o fenétipo dos mutantes, a F1 passou por
autofecundagéao, sendo a progénie F2, avaliada em meio —Pi/+RNA. Obtiveram-
se dois fendtipos, um de raiz longa e outro de raiz curta. Seguindo a
segregacao mendeliana, ndo se obteve diferenca estatistica para a relagao 3:1
(raiz longa:raiz curta), podendo-se, portanto, afirmar que o fendtipo de cada

mutante se deve a uma unica mutagao recessiva.

Tabela4 Andlise genética do carater da mutagdo. As populagbes F1 e F2 do
retrocruzamento dos mutantes com o ecétipo Columbia de Arabidopsis
thaliana foram fenotipadas em meio —Pi/+RNA (0,4mg/mL) e as
segregacodes testadas.

Numero de plantas

Geracao

Raiz longa Raiz curta Relacdo X2
p9 x Col o 260 100 31 0,75™
p23 x Col E% gg 203 3:1 0,20
p37 x Col E% 13076 205 311 0,12™

"s N&o significativo em nivel de 5% de probabilidade
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4.3 Desenvolvimento de populacédo para mapeamento
Os mutantes p9 e p37 foram cruzados com o ecoétipo Landsberg.
Foram selecionados na F2 em —Pi/+RNA as plantas com o fenétipo raiz curta.

Esta populagao sera utilizada no mapeamento das mutagdes.



5 DISCUSSAO

O uso de mutantes € uma estratégia genética importante e vem
sendo amplamente utilizada para identificacdo de rotas de sinalizagdo para os
mais variados processos fisioldgicos, bioquimicos e moleculares em
microorganismos, animais e vegetais. Tal estratégia tem servido para
identificacdo de componentes estruturais e regulatorios na rota de sinalizagao
de Pi. Devido a importancia deste macronutriente para os vegetais e pelo fato
de processos como assimilagdo, estocagem e homeostase serem altamente
regulados, a dissecacgdo da rota de transducdo € complicada. A sua interagao
com outras rotas envolvidas na sinalizacdo da disponibilidade de outros
nutrientes, como nitrogénio, e com o metabolismo do carbono adicionam
complexidade ao estudo.

Dentro da linha de pesquisa da limitacao de fésforo, varias selecoes
genéticas foram desenvolvidas, identificando mutantes de Arabidopsis thaliana
com as mais variadas respostas. A maior parte dos genes clonados até o
momento esta relacionada com componentes estruturais, principalmente os
transportadores. A primeira selegéo a identificar um componente regulatério foi
a de RUBIO et al. (2001). Nesta selecéao, foi identificado o gene PHR1, que
codifica um fator de transcri¢do do tipo MYB. Os autores sugerem a acgao deste
gene no controle transcricional parcial da limitagao de Pi, afetando algumas das

respostas moleculares de resgate a este nutriente.
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No presente trabalho, foram utilizados mutantes de Arabidopsis
thaliana L. identificados na selecdo de CHEN et al. (2000). Esta selecéo é
baseada na habilidade facultativa de tipos silvestres de Arabidopsis em utilizar
fosfohidrolases para metabolizar acidos nucléicos quando a disponibilidade de
Pi é limitada. As vantagens desta selecdo de mutantes se devem basicamente
a dois motivos. O primeiro consiste no fato dos mutantes que apresentam
alteragcbes no comprimento de raizes, provavelmente estarem limitados na
utiizacdo do Pi presente nos acidos nucléicos. Como ha varias enzimas
capazes de quebrar estes compostos, o fenétipo tem maior chance de dever-se
a mutacdo em um dos componentes regulatérios envolvidos na rota de
resposta da sinalizagao a deficiéncia de Pi. O segundo motivo esta relacionado
ao uso de Arabidopsis thaliana, hoje uma planta modelo para estudos
genéticos. Arabidopsis € atualmente a planta vascular mais bem estudada,
tendo seu genoma inteiramente sequenciado, assim disponibilizando muitas
ferramentas moleculares. Além do rapido ciclo de vida, a inabilidade em
interagir com micorrizas e de demonstrar respostas classicas de deficiéncia
nutricional, fatores estes de suma importancia para estudo da limitagao de Pi.

E sugerido que os mutantes identificados nesta selegdo, sejam
potencialmente defectivos na percepcao de baixos niveis de Pi, nos eventos de
transducado de sinais (sinalizagdo), na expressdo de genes induzidos ao
resgate de Pi, na secre¢cdo de enzimas nucleoliticas ou na absorg¢do de Pi

(DELATORRE, 2002).
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Para verificar em qual hipétese melhor se enquadram, os mutantes
foram caracterizados e identificados em relagdo as respostas morfolégicas,
fisioldgicas e bioquimicas relacionadas a deficiéncia de Pi.

A identificagdo genética dos mutantes demonstrou que os seus
fendtipos devem-se a mutagdo em apenas um gene em cada mutante, os quais
sao recessivos e complementares. Todas as modificagdes observadas para
cada mutante sdo decorréncias da alteragdo do funcionamento de um unico
gene. Estas modificagbes sdo em diferentes aspectos morfoldgicos, fisiologicos
e bioquimicos da planta, sugerindo que o gene mutado nado seja estrutural, mas
sim de ac&o regulatéria. Estes resultados adicionam mais uma vantagem no
uso destes mutantes como ferramentas para fornecimento de informacgdes que
venham a ampliar o conhecimento da complexa cascata de sinalizacdo da
limitagdo de Pi.

Dentre as analises para caracterizagdo de mutantes, fez-se algumas
relacionadas a especificidade dos fendtipos em relacdo a fosforo. O
comportamento de Columbia (COL) e dos mutantes foi verificado em
tratamentos com deficiéncia de nitrogénio, ferro, enxofre e potassio, e como
controle foram usados os tratamentos +Pi e —Pi (Figura 7). Os resultados da
analise do comprimento da raiz principal indicam que os gendtipos dos
mutantes p9, p23 e p37 sao especificos a deficiéncia de Pi.

No entanto, apesar dos mutantes responderem a deficiéncia de
alguns nutrientes de forma diferente em relagdo ao comportamento de
Columbia (COL), estas diferencas ndo sdo tdo criticas quanto aquelas

apresentadas em relagcao a deficiéncia de P. No caso de —K, ocorreu uma
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reducdo do crescimento da raiz nos mutantes p23 e p37 e no caso do —Fe
houve maior crescimento do mutante p23 do que no meio completo, porém nao
o suficiente para resgatar o fenétipo. Apesar disso, ndo se deve descartar
totalmente a possibilidade de interacdo, uma vez que as plantas podem utilizar
a mesma rota para diferentes sinais do ambiente ou rotas que se integram. A
bibliografia traz diversos exemplos destas interagdes.

DELATORRE (2002) sugeriu que o fenotipo de raiz curta do mutante
pdrl, de Arabidopsis thaliana, em meio completo possa ser causado por
hipersensibilidade a doses altas de nitrogénio, quando observou que, na
auséncia de N, o fendtipo € completamente resgatado, apresentando o mutante
comprimento de raiz principal semelhante ao de Columbia. WANG et al. (2002)
mostraram em raizes de tomate rapida indugcdo de genes regulatérios e
transportadores sob deficiéncia de P, Fe e K, sugerindo a coordenagéao e a co-
regulacdo na absorcdo destes trés minerais. E em Chlamydomonas reinhardtii
foi demonstrado que o gene LPB1, que possui grande similaridade com
proteinas expressas em Arabidopsis € em arroz, € importante na aclimatacao
as deficiéncias de P e S (CHANG et al., 2005).

O mutante p23 de Arabidopsis apresenta respostas interessantes a
limitagdo de P, nos tratamentos +Pi e —Pi/+RNA. Além do comprimento da raiz
principal deste mutante ser menor em -—Pi/+RNA, também apresenta
significativa reducdo em relagdo a COL, quando o suprimento de Pi ndo é
limitado (Figuras 1 e 2C). Pelo alto numero de raizes laterais que este mutante

apresenta em +Pi (dados ndo apresentados), acredita-se que o comprimento
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de raiz total neste tratamento possa ser recuperado, aproximando ou
igualando-se ao de COL.

Os comprimentos das raizes principais de p23 e p37 sao
semelhantes em +Pi. Esta semelhanca foi mais evidenciada quando se avaliou
o comprimento das raizes principais em relagédo ao aumento nas doses de P no
meio. Ambos os mutantes ndo apresentam respostas expressivas ao gradual
aumento de P (Figura 5). No entanto, diferentemente de p9 e p37, nado foi
possivel verificar acumulo de amido em —Pi/+RNA no mutante p23 (Figura 8).
E intrigante este mutante ndo acumular amido quando a Unica fonte de Pi sdo
acidos nucléicos, pois foi verificado que p23 degrada RNA do meio de forma
mais lenta que Columbia (Figura 11). Este fato é consistente com a redugéo da
atividade de duas ribonucleases (RNS1 e RNS2) e de duas fosfatases acidas
(com tamanhos de 80kDa e 120kDa), verificada por DELATORRE (2002)
quando fez a analise do extrato total deste mutante em tratamento —Pi/+DNA
em relagdo a COL.

Estas analises sugerem limitagdo nos niveis internos de Pi livre e/ou
P total, que deveriam resultar em acumulo de amido. Uma possibilidade seria
alteracdo na alocacdo de Pi, lembrando o que ocorre no mutante de
Arabidopsis pho2, que acumula Pi em niveis excessivos na parte aérea,
enquanto o sistema radicular se mantém sob deficiéncia. Talvez p23 transfira o
Pi que absorve preferencialmente para a parte aérea e, por esta razdo, nao
acumula amido nos cloroplastos. No entanto, este mutante € mais complexo
que o pho2, pois a mutagéo afetou também a indugdo as respostas de enzimas

hidroliticas induzidas por Pi.
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Devido ao pequeno numero de analises realizadas no mutante p23,
nao é possivel o desenvolvimento de hipotese em relagdo a sua mutagao, pois
analises mais significativas, por exemplo, teores de Pi livre e P total, divisdo e
elongamento celular s&o necessarias para ampliar o conhecimento das
respostas de p23.

Os resultados obtidos pelas analises do comportamento do mutante
p9 em meio contendo RNA como unica fonte de fosfato orgénico,
demonstraram sensibilidade alterada, ja que este induz respostas a limitagéo.
Em relacdo a COL, na mesma condicdo, p9 reduziu cerca de 58% o
comprimento da raiz principal no tratamento -Pi/+RNA (Figura 2A) e aumentou
significativamente o numero de raizes laterais neste mesmo tratamento, em
relacdo as outras disponibilidades de Pi (Figura 4B). No entanto, o
comprimento total de raizes nesta condicdo n&o foi suficiente para equivaler-se
ao da raiz principal em meio +Pi (Figura 3B), mesmo utilizando uma estratégia
que visa ampliar a area de solo explorada. O aumento do numero de raizes
laterais poderia também aumentar a densidade de pélos radiculares (ndo
avaliado), resposta drastica em raizes protedides (GILBERT et al., 2000).

A reducgao do crescimento da raiz primaria do mutante p9 em meio
contendo RNA como fonte de Pi é devida principalmente a redugdo do
elongamento celular (Tabela 2). As células epidérmicas reduziram 31% o seu
tamanho em relagdo a +Pi. A redugdo da elongacdo é uma caracteristica
observada em resposta a deficiéncia de Pi em COL (Tabela 2). Nestas plantas
ocorreu uma reducgao de 47% no tamanho das células em —Pi em relacédo a

+Pi. Estes dados sugerem que p9 estaria sofrendo deficiéncia de Pi na
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presenca de RNA, provavelmente por alguma limitagdo na sua degradacgéo ou
na absorcéo do Pi liberado.

No entanto, foi verificado através da analise da degradacdo de RNA
da solugdo nutritiva, que p9 degradou RNA em uma taxa ndo igual, mas
semelhante a COL, sugerindo que o mutante p9 n&o tem severa alteracéo na
atividade e na secregao de nucleases (Figura 11). Este fato foi suportado por
DELATORRE (2002), que verificou um comportamento complexo na atividade
de enzimas especificas a limitagdo de Pi no extrato total das plantas do
mutante p9. Foi verificado por DELATORRE (2002), que o mutante p9 em
—Pi/+DNA tem, em relagdo a COL, maior atividade das enzimas RNS1 e RNS2
e menor atividade das fosfatases acidas de 80kDa e 120kDa.

Foi analisada no presente trabalho, a atividade das fosfatases acidas
totais nas raizes e na parte aérea, separadamente. Apesar de ambas as partes
vegetais ndo terem demonstrado diferenga significativa, foi percebida tendéncia
a reducdo da atividade em —Pi/+RNA em relagcdo a COL. Neste caso, os
resultados n&o foram similares aos obtidos anteriormente, devido a analise das
fosfatases acidas totais ndo ser uma avaliacdo especifica para as enzimas que
respondem a limitagdo de fosforo. Existe nos tecidos vegetais, em geral, muitas
fosfatases acidas, sendo expressas pelos mais variados motivos. Assim, ainda
se faz necessario analisar individualmente a atividade de nucleases especificas
a limitacdo de Pi nas raizes e na parte aérea em relacdo ndo apenas no
mutante p9, mas também em p23 e p37.

O comportamento do mutante p9, quando foram realizadas analises

relacionadas ao status interno de Pi, foi intrigante em relagdo as suas outras
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respostas. O mutante p9 acumulou amido na parte aérea, tanto em —Pi quanto
em —Pi/+RNA, tipica resposta a limitagdo de P (Figura 8). O acumulo de amido
na parte aérea e a limitacdo de fosforo estdo relacionados, devido a reducao
nos niveis de Pi causarem acumulo de trioses no cloroplasto, reduzindo assim,
o transporte antiporte de Pi e de 3-fosfo-gliceraldeido. Entretanto, foi verificado
teor similar de fosfato livre na parte aérea quando avaliados os tratamentos +Pi
e —Pi/[+RNA (Figura 13A e 13B), sendo estes teores significativamente
reduzidos em relagdo a COL em +Pi, mas iguais a COL em —Pi/+RNA. Uma
vez que Columbia, em ambos os tratamentos ndo acumulou amido, e p9
também nao o faz em +Pi, é curioso o fato do mutante ter apresentado acumulo
quando acidos nucléicos séo fonte de fosfato organico. Em relagdo ao P total
(Pi livre + P integrante de componentes organicos), p9 tende a acumular menos
em —Pi/+RNA do que COL (Figura 14A e 14B), sugerindo compensagéo para
manter os teores de Pi livre.

Depois de também verificado que p9 responde diferentemente de
COL ao aumento gradual das doses de Pi, mesmo atingindo comprimento de
raiz principal similar na dose mais alta (Figura 5), percebeu-se em baixa
disponibilidade de P resposta limitada, o que sugere percepg¢ao alterada dos
niveis de Pi. Desta forma, é possivel hipotetizar que este mutante nao tenha
eficaz percepcado das concentracbes de P nas suas raizes. Esta deficiéncia
explicaria respostas como o acumulo de antocianinas e a drastica redugéo do
sistema radicular em meio —Pi/+RNA, mesmo tendo favoravel sua condi¢céo

interna de Pi livre.
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No entanto, o acumulo de amido na parte aérea no tratamento
—Pi/+RNA pode estar relacionado com o crescimento, uma vez que o mutante
p9 apresentou drastica redugdo do comprimento celular nas raizes. E possivel
supor que ocorre menor consumo de carbono pelas raizes, provocando menor
utilizacdo e, por consequéncia, menor formacao de sacarose. Assim, o Pi &
mantido sequestrado em metabdlitos intermediarios do metabolismo de
carbono, impedindo sua troca com trioses fosfato e acumulando amido no
cloroplasto, similar ao que ocorre quando ha estresse por baixa temperatura.

Uma segunda hipotese para a mutagao de p9 pode estar vinculada a
existéncia de um sensor externo (ou local) de Pi. Apesar de muitas evidéncias
estabelecerem que boa parte das adaptacdes a limitacdo de Pi € controlada
pelo status da planta, diversos estudos mostram indicios da existéncia de um
sensor local, sugerindo que a regulagdo de algumas respostas nao estédo
submetidas ao status da planta, mas sim a situagdo local da raiz
(WILLIAMSON et al.,, 2001; LINKOHR et al.,, 2002; WANG et al.,, 2002 e
TICCONI et al., 2004). E possivel sugerir entdo que a interagdo entre estes
sensores possa ser requerida para as respostas a limitacdo. Neste caso, o
mutante p9, no tratamento —Pi/+RNA, teria o sinal do status da planta indicando
que as condi¢des internas sao favoraveis, mas um provavel defeito na sua
percepcao ou transducdo, impossibilitaria o uso desta informacédo. Assim, o
sinal do sensor externo que, por sua vez, detecta baixas concentragdes de Pi,
proveniente do RNA, sobrepde-se ao sinal do status, gerando respostas a
limitacdo de Pi. Porém, quando existe disponibilidade de P, no caso do

tratamento +Pi, mesmo que a sinalizagédo do status da planta seja defeituosa, o
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sensor externo informa nao haver limitagdo das concentragdes externas de Pi
e, desta forma, o mutante ndo expressa as respostas de resgate a Pi.

Como ja dito anteriormente, p37 apresentou algumas semelhangas a
p23, uma delas foi em relagdo ao comportamento das raizes. O comprimento
da raiz principal do mutante p37 foi analisado sob diferentes disponibilidades
de Pi. Foi observado que este mutante reduziu o comprimento de suas raizes
em torno de 65% em relacdo a COL no tratamento +Pi, e em 34% do seu
comprimento no tratamento —Pi/+RNA (Figura 2B). Estas redugdes refletem
menor taxa de crescimento das raizes deste mutante (Tabela 1).

A estratégia usada por p9 no meio —Pi/+RNA para ampliar a area de
exploracédo do solo por meio do aumento do numero de raizes laterais foi
utilizada por p37, tanto em —Pi/+RNA como em +Pi. Apesar de, em ambas
situagdes, ter superado COL no numero de raizes laterais (Figura 4B), p37 néo
obteve sucesso, pois o comprimento total de raizes permaneceu inalterado
(Figura 3). As raizes eram formadas, mas seu o crescimento destas era muito
lento, de tal forma que o comprimento de nenhuma raiz lateral alcangou o da
raiz principal.

O menor tamanho da raiz principal de p37 se deve ao somatério dos
efeitos de redugdo do elongamento celular (Tabela 2) e da menor taxa de
divisdo celular (Figura 12 e Tabela 3) em meio contendo RNA. Em +Pi, a
reducdo da raiz se deve principalmente ao menor elongamento celular que
COL, entretanto ndo € adequado eliminar a possibilidade da divisdo celular

também influenciar o resultado final.
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Por meio da analise de degradagdo de RNA em solug&o nutritiva foi
demonstrado que as concentragbes do acido nucléico permaneceram quase
que inalteradas (Figura 11), sugerindo entdo que p37 seja deficiente na
producao e/ou secregao de nucleases. DELATORRE (2002) também investigou
a atividade das ribonucleases RNS1 e RNS2 e a das fosfatases acidas de
80kDa e 120kDa em extrato total. Todas as enzimas demonstraram baixa
atividade em relagdo a COL em —Pi/+DNA. No entanto, quando analisada a
atividade de fosfatases acidas total nas raizes, separadamente da parte aérea,
p37 ndo apresentou diferengas significativas em nenhum dos tratamentos para
as duas partes vegetais avaliadas em relagéo a COL (Figura 10).

A hipotese de que o mutante p37 apresenta diferengas na expressao
de nucleases entre os 6rgédos vegetais ndo pode ser totalmente descartada.
Como dito anteriormente, a atividade de nucleases especificas a limitacdo de
Pi precisa ser analisada.

E interessante notar a resposta do comprimento de raiz principal de
p37 quando foi avaliado em diferentes concentragcdes de citocinina. A Unica
alteragdo do comprimento radicular demonstrada por este mutante se deu em
relacdo a primeira dose deste regulador de crescimento, diferentemente de
Columbia e de p9, que reduziram o comprimento das raizes proporcional ao
gradual aumento da concentragdo de citocinina. O comprimento alcangado por
p37 em 10® mM de citocinina equivaleu-se ao comprimento de COL em 107
mM (Figura 15A).

Devido a esta constatacdo, é possivel sugerir que o mutante p37

apresenta alteracdes na sensibilidade e/ou na transdugdo dos sinais que sao
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intermediados por citocininas. Em relacdo a sensibilidade, é possivel que a
resposta maxima a citocinina ja tenha sido alcangada, ou entdo o numero de
receptores livres tenha sido saturado na dose de citocinina exdgena mais
baixa. Como ja é sabido, as citocininas estdo envolvidas no controle do ciclo
celular, da organogénese, da senescéncia, da alometria e das relagdes fonte-
dreno (BUCHANAN, 2000).

O mutante p37 ndo acumulou antocianinas em —Pi/+RNA (Figura 9),
n&o respondeu significativamente ao aumento nas doses de Pi em relagéo ao
comprimento das raizes principais (Figura 5) e ndo apresentou redugao dos
niveis de Pi livre, tanto nas raizes quanto na parte aérea (Figuras 13A e 13B).
DELATORRE & ABEL (dados n&o publicados) verificaram que p37 nao tem a
taxa de absor¢cdo de Pi alterada em relagdo a Columbia e apresenta em
relacdo a este aumento da indugdo do transportador AtPT1 em resposta a
limitacao de Pi. Esses dados indicam que parte das respostas a limitacao de Pi
nao é induzida no mutante p37. A literatura evidencia que as citocininas
reprimem parte das respostas especificas a deficiéncia no status geral de Pi, e
afetam a translocacdo de nutrientes para a parte aérea, aumentando a
deficiéncia nas raizes, integrando respostas a deficiéncias minerais e
especificas a Pi (MARTIN et al., 2000).

Baseados nos dados obtidos com p37 e nas informagdes da
literatura, pode-se hipotetizar que devido a alteragdes na transducao do sinal
de citocininas, p37 tenha alocagao preferencial de massa para a parte aérea.

Esta modificagcdo afeta a taxa de crescimento da raiz principal,
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independentemente da concentragcédo externa de Pi, devido ao menor estimulo
a divisao celular.

Reducao na divisdo celular da raiz principal estimula a iniciacdo de
raizes laterais, resposta comum a deficiéncia local de Pi e ampliada no mutante
pdr2 de Arabidopsis (TICCONI et al., 2004). Além disso, a sinalizagado de
citocininas alterada em p37 causaria repressao de parte dos genes envolvidos
no resgate de Pi, as nucleases por exemplo, limitando a utilizagdo do RNA
como fonte de Pi. A menor captagdo de Pi por p37 conduziria a uma
reestruturagdo da sua utilizagdo do mesmo, reduzindo os teores de P organico
na planta, buscando manter a homeostase do Pi livre.

O acumulo de amido em p37 nao esta relacionado a limitagao de Pi
livre, assim como discutido anteriormente para o mutante p9. A reducao
drastica do crescimento radicular em p37 diminuiria severamente o uso de
sacarose, causando acumulo de amido.

Uma outra possibilidade surge quando se considera o mutante pdrl,
este mutante de Arabidopsis apresenta mais de 20 genes responsivos ao Pi
com expressao reduzida e também possui um menor crescimento em +Pi, e
parece ser resistente a citocininas (DELATORRE, 2002). O mutante pdrl &
resgatado pela remogdo de nitrato do meio, indicando interagdo entre aa
sinalizagdes de Pi e N. Sabe-se que o nitrato induz a sintese e a translocacao
de citocininas (ZHANG & FORDE, 1997). Desta forma poder-se-ia supor que
p37 possui defeito na percepcéo e/ou na sinalizagdo dos niveis de nitrogénio,
gerando o fendtipo acima relatado. Entretanto, quando p37 cresceu em meio

deficiente em N ndo houve resgate do fendtipo (Figura 7). Para confirmagéo
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das hipoteses para p37 se faz extremamente necessario outras analises, que
possam complementar as informacgdes até aqui obtidas, elucidando a rota de

sinalizagao de Pi, que envolve a drastica alteragao de seu sistema radicular.



6 CONCLUSOES

Apenas um gene recessivo para cada um dos mutantes de
Arabidopsis thaliana é o responsavel pelas suas respostas em meio contendo
acidos nucléicos como unica fonte de Pi. Estes genes sdo complementares
entre si.

A mutagcdo de p9 causa provavelmente alteragcées na sensibilidade
as concentragoes de Pi, podendo estar relacionada tanto aos sensores de raiz
quanto a interagcdo da transducao dos sinais entre o sensor local de Pi e ao
status da planta.

O mutante p23 requer maior numero de analises para
desenvolvimento de hipdtese de acdo do gene mutado.

O gene mutado em p37 age primordialmente no controle de
elongamento e da divisdo das células do sistema radicular.

A complexidade da transducdo do sinal a limitacdo de Pi e a
interacdo com outras rotas de sinalizacado em plantas vasculares evidencia a
importancia de estudar suas respostas e esclarecer como esses processos sao

regulados.
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