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RESUMO GERAL

as reservas naturais de fosforo se esgotando e sua importancia para a agricultura,
ocorre interesse em se estudar alternativas de utilizacdo desse recurso, dentre 0s
quais esta a associagdo com fungos micorrizicos arbusculares (FMA). Foram
avaliados pardmetros como porcentagem de esporos no solo, taxa de colonizacéo
de raizes, peso foliar, area foliar e matéria seca em plantas de café arabica
cultivar catuai, inoculadas com Scutellospora sp, Glomus sp FDS1,
Acaulospora, Gigaspora, além de uma mistura desses fungos e um controle ndo
inoculado. Foi determinada também a atividade de transportadores de P da
familia Phtl, sem aplicacdo de P e 5 horas ap0s essa aplicacdo. Inicialmente, a
caracterizacdo e identificacdo de genes candidatos a transportadores Phtl em

analises de tBlastn com a sequéncia de MtPT4 (M. truncatula) e com a

analisadas por meio de um alinhamento com o programa ClustalW,

possibilitando a identificacdo desses genes, por analises filogenéticas, como \{ Excluido:
transportadores da familia Phtl. Com esses resultados, foram desenhados pares {Exclufdo: n
de primers para todos os contigs com a finalidade de caracteriza-los por meio de

gPCR. O RNA de raizes de plantas inoculadas com a mistura de fungos e o

controle ndo inoculado ap6s 5 horas da aplicagdo de P e sem aplicacdo de P,foi - {Excluido: ,
extraido seguindo-se o protocolo Concert (Invitrogen). Também foi extraido o

RNA de folhas de plantas de café, inoculadas ou ndo com a mistura de fungos,

apo6s uma semana da aplicacdo de P. A sintese dos cDNAs foi feita a partir de

pools do RNA total de raizes e folhas e apos ensaios de diluicao, definiu-se a - {Formatado: Fonte: Italico
diluicdo de 1:50, como a melhor. As analises por gPCR foram realizadas - {Excluido: ,
utilizando-se a ubiquitina como gene constitutivo para a normalizacdo dos

resultados. O contig 1001 ndo apresentou diferencas nos niveis de expressao

para aplicacdo ou ndo de P, em raizes, nem para presenca ou ndo do fungo. O - {Excluido: e
singlet NS1 foi mais expresso em raizes de plantas com défice, de P e §Qm¥//{EXC|U,'do: it

micorriza e em folhas de plantas micorrizadas com aplicacdo de P ap6s uma
semana. Os contigs 249-1263 apresentaram maior expressdo em raizes de
plantas com aplicagdo de P, porém maior nas ndo micorrizadas e em folhas, a
diferenga ndo foi significativa. O contig 123 ndo apresentou expressdo em folhas
e em raizes apresentou maior expressdo em plantas micorrizadas com aplicacéo
de P.

- { Excluido:

NN
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\
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GENERAL ABSTRACT

v _ - - - - - g - r - - -- - " - "~ - - - __rZT " 77 "=

With the exhausting of phosphorus natural reserves and its importance to+-__ - { Excluido:

which is the association with mycorrhizal fungi, capable of inducing carriers
family Phtl. Were evaluated parameters such as percentage of spores in the soil,
rate of colonization of roots, leaf weight, leaf area and dry matter in coffee
plants inoculated with Scutellospora sp, Glomus sp FDS1, Acaulospora,
Gigaspora, a mixture of fungi and an uninoculated control without the
application of P and 5 hours after application. Differences were observed among
genera of fungi, but not between the times of application of P. The time of one
week after P application only served to evaluate the number of spores. The
characterization and identification of candidate genes for transporters Phtl in
coffee, in silico, was realized using keywords (Phosphate transport) and tBlastN
analysis with the sequence of MtPT4 (M. truncatula) and the sequence of a
conserved domain Phtl against the database CAFEST, generated by the
Brazilian Coffee Genome Project. Genomic sequences of contigs 123, 1001 and
249-1263 and singlet NS1 were obtained and analyzed through an alignment in
ClustalW, enabling the identification of these genes by phylogenetic analysis, as
transporters of Phtl family. With these results we designed primer pairs for all
identified contigs in order to characterize them by means of qPCR. The roots
RNA of the plants inoculated with the fungi mixture and uninoculated control
after five hours of P application and without P application were extracted
following the Concert (Invitrogen) protocol. Total RNA from leaves of coffee
plants inoculated or not with a mixture of fungus, one week after P application
was also extracted. The cDNA synthesis was performed using RNA pools from
roots and leaves and the 1:50 dilution was chosen as the best. gPCR reactions
was performed using ubiquitin as a constitutive gene for normalization of
results. The contig 1001 showed no differences in expression levels for
application of P or not in roots and not to presence or absence of the fungus. The
singlet NS1 was more expressed in roots of plants with P deficit and no
mycorrhiza and in leaves of mycorrhizal plants with P application after one
week. The contigs 249-1263 showed higher expression in roots of plants with P
application, but higher in non-inoculated leaves and the difference was not
significant. The contig 123 showed no expression in leaves but in roots showed
the highest expression in mycorrhizal plants with P application.

Keywords: Phosphorus. Transporters. Coffee. Mycorryzae.
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) { Formatado: Inferior: 4,5cm ]

| 1 INTRODUCAO GERAL - { Formatado: Justificado ]

A cultura do café é de extrema importancia para a economia brasileira e
também para a de diversos paises da América Latina, sendo que o género
Coffea, pertence a familia Rubiaceae, que agrupa 103 espécies (DAVIS et al.,
2006), distribuidas em trés secfes (CHEVALIER, 1942), caracterizadas pela
abrangéncia geografica. Sua diversidade é considerada bastante significativa,
porém somente C. arabica e C. canephora sdo comercializadas no mundo. A
espécie C. arabica é um alotetraploide com 2n=4x=44 cromossomos e autdgama
com cerca de 10% de polinizacdo cruzada (CARVALHO; MONACO, 1964) de
origem do sudoeste da Etidpia, sudeste do Suddo e norte do Quénia. Sua base
genética é estreita (CARVALHO, 1993) e as cultivares conhecidas sdo derivadas
de Typica e Bourbon (ANTHONY, 1992). No Brasil, o estado de Minas Gerais
possui a maior 4area plantada (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2009), fato este devido a regido mineira ser

//,{Exclul’do:é ]

A espécie C. canephora é diploide 2n=2x=22 cromossomos e &
alégama, apresentando incompatibilidade gametofitica (CONAGIN; MENDES,
1961). Possui uma ampla variabilidade genética e é originaria de uma regido que
se estende da Guiné ao Congo, da costa oeste a regido central do continente

africano. No Brasil, o estado com maior plantio de C. canephora é o estado do

//{Excluido: por J

litordneas.
O posto de maior produtor de café do mundo é ocupado pelo Brasil, e
| logo em seguida, em 2° lugar, esta o Vietna e em 3°, a Col6émbia. O Brasil ocupa
também a posicdo de 2° maior consumidor de café do mundo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DA INDUSTRIA DO CAFE - ABIC, 2010).
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A utilizacdo de fertilizantes é responsavel por 80% no consumo das
reservas de fosforo (TANGSUBKUL, 2005), pois esses fertilizantes fosfatados
sdo amplamente utilizados na agricultura para garantir a produtividade e a
disponibilidade de Pi. Alguns autores estimam que em cem anos as reservas de
rochas de fosfato no mundo estaro esgotadas (DRIVER, 1998; STEVENSON;
COLE, 1999).

Uma alternativa para se utilizar melhor o P na cultura do cafeeiro é a
utilizacdo de associagdo com fungos micorrizicos (FMAS) que por meio de suas
hifas conseguem captar Pi no solo e translocar para a planta. Existem diversos
géneros que fazem associacdo com o café, dentre os quais se encontram Glomus,

| Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora e outros (MULETA et al., ,2007).

A ocorréncia de diferentes géneros e espécies de FMAs em solos e raizes

de cafeeiro varia de acordo com varios fatores, tais como as condicGes

‘ edafoclimaticas e as préaticas de cultura (ANDRADE et al., 2009). A quantidade
de precipitacdo pode variar drasticamente em alguns paises e essas mudancas
podem influenciar na colonizagdo, como foi observado no Brasil em plantac6es
de café, com baixas taxas de coloniza¢do nas secas e um aumento no inicio do
periodo chuvoso (SAGGIN-JUNIOR; SIQUEIRA, 1996).

A troca de nutrientes € uma caracteristica essencial para a ocorréncia de
simbiose entre FMAs e as plantas. Os fungos micorrizicos obtém carbono da
planta hospedeira enquanto assistem as plantas na aquisicdo de fosforo (como

| fosfato) do solo (BOLAN, 1991). Na simbiose de FMAs, os fungos fornecem Pi

as raizes por meio de hifas especializadas chamadas arbusculos.

‘ Estudos recentes indicam que a simbiose micorrizica induz a expressdo
de vaérios genes da familia Phtl pertencente a superfamilia MFS (Major
Facilitator Superfamily), em diferentes espécies vegetais (CHEN et al., 2008;
NAGY et al.,, 2005). Além disso, a disponibilidade de Pi também afeta a

expressdo génica de transportadores Phtl, sendo que os transportadores de baixa

- { Excluido:

- {Excluido: i
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afinidade sdo expressos em condicGes elevadas de P e os de alta afinidade, onde
se incluem os induzidos por micorriza, normalmente expressos na deficiéncia do
nutriente (JAVOT et al., 2007).

Estudos filogenéticos de genes transportadores de P de alta afinidade
subfamilia | sdo expressos especificamente na presenca FMAs. Além disso, um
trabalho com o gene MtPT4 (Phtl-Subfamilia 1), de Medicago truncatula,
concluiu que esse transportador é essencial para a aquisi¢do do Pi fornecido pelo
FMA Glomus vesiforme. Nesse mesmo trabalho, de maneira surpreendente,
verificou-se que a funcgdo do transportador MtPT4 é crucial para a ocorréncia da
simbiose, pois a andlise de plantas transgénicas com perda de fungdo do MtPT4,
mostraram que houve morte prematura dos arbusculos, baixa proliferacdo do
fungo dentro das raizes, resultando no término da simbiose. Dessa forma, os
autores concluiram que o transporte de Pi ndo é somente um beneficio para a
planta mas também um pré-requisito para a ocorréncia de simbiose (JAVOT et
al., 2007).

Sequenciamento em larga escala de cDNAs para a produgdo de ESTs
Expressas, seguido de comparagBes das sequéncias com bancos de dados,
tornou-se o método de escolha para analises genémicas, devido a relagdo custo-
beneficio, tornando-se o fragmento de mais rapido crescimento das bases de
dados de DNA publica. Atualmente, existem quase 43 milhdes de ESTs na
colecdo NCBI publico e o maior conjunto de ESTs de plantas vem da espécie
modelo Arabidopsis thaliana e de Oryza sativa. No entanto, uma grande
variedade de sequéncias de EST de outras espécies vegetais, incluindo café, tém
sido depositadas no banco de dados dbEST.

Para um melhor entendimento dos genes e de outros mecanismos do

café, o Projeto Genoma Café veio possibilitar a construcdo de um banco de

- {Excluido: 0

- { Formatado: Fonte: Italico

)
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dados com mais de 33.000 genes distintos, a partir de 250 mil ESTs de C.
arabica, C. canephora e C. racemosa. Essa Base de Dados fornece informacGes
para estudos de identificacdo e caracterizacdo de genes que podem auxiliar no
melhoramento genético do cafeeiro (VIEIRA et al., 2006). Além disso, as novas
tecnologias de sequenciamento tém proporcionado maior rapidez e menor custo
na geracdo de sequéncia e novos projetos de sequenciamento gendmico
estrutural foram iniciados recentemente, incluindo o do café (LASHERMES;
ANDRADE; ETIENNE, 2008).

utilizados quatro géneros de fungos, Glomus, Acaulospora, Scutellospora,
Gigaspora, além de uma mistura desses fungos e um controle ndo inoculado.
Foram avaliados parametros tais como nimero de esporos, porcentagem de
colonizacdo (que pode indicar uma melhor interacdo com os FMAs), matéria
seca, peso foliar e area foliar.

caracterizacdo de genes candidatos de cafeeiro, a transportadores da familia
Phtl, induzidos ou ndo por micorriza. As buscas foram realizadas na Base de

Dados do Genoma Café (https://alanine.cenargen.embrapa.br/FrancaBrTk) por

meio de analises de Blastp e tBlastn, com a sequéncia de MtPT4 de Medicago
truncatula e de um dominio conservado caracteristico da familia Phtl
GGDYPLSATIXSE (KARANDASHOV; BUCHER, 2005). Foram realizadas
também, buscas por meio da palavra-chave “phosphate transporter” e com isso
foram encontrados quatro contigs e um singlet. Contigs, 123, 1263, 249, 100 e o
singlet NS1. Essas sequéncias foram analisadas e a cOpia gendmica foi obtida

para estudos filogenéticos.

- { Excluido: ¢

- { Excluido: -se

T ‘[ Excluido: dentre os quais

—

- {Exclul’do: o

SO ‘[Exclul’do: c

) ‘[ Excluido: objetivou

—

- {Excluido: 0o

~ 77 Excluido: ¢

- {Excluido: ,

—
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realizadas reagGes de gPCR com primers especificos, desenhados com base nas
sequéncias dos genes candidatos previamente identificados, além do gene

constitutivo, ubiquitina. Nessas reacGes, a expressdao génica foi analisada

- { Excluido: &

e sem aplicacdo de P, com a mistura de fungos e o controle ndo inoculado.
As técnicas utilizadas neste trabalho foram eficientes e possibilitaram a
identificacdo e caracterizacdo de genes candidatos envolvidos no transporte de

Pi da familia Pht1 de transportadores em café.
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CAPITULO 2

Avaliacdo da Associacao de Fungos Micorrizicos Arbusculares (FMAs) com
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RESUMO

Plantas micorrizadas muitas vezes apresentam um melhor CI’ESCimentO*J\A/K{Excluido:

em relacdo a plantas ndo micorrizadas. Este estudo teve como objetivo a
avaliacdo de diferentes géneros de fungos micorrizicos arbusculares em mudas
de café sem aplicacdo de P e 5 horas apds aplicagdo de P. Foram analisados 0s
parametros, porcentagem de esporos no solo, taxa de colonizacdo de raizes, peso
foliar, area foliar e matéria seca de mudas inoculadas com Scutellospora sp,
Glomus sp FDS1, Acaulospora, Gigaspora, uma mistura desses fungos e um
controle ndo inoculado. Foi observado diferenca entre os géneros de fungos, mas
ndo entre os diferentes tempos de aplicacdo de P. A mistura de fungos foi
superior estatisticamente em todas as andlises com excecdo do numero de

nutrientes e acimulo de biomassa podendo ser interferéncia do pH do solo sobre
os diferentes géneros de fungos influenciando neste actimulo.

Palavras-chave: Colonizacgdo. Fungos. Plantas. pH do solo. Nutrientes.
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ABSTRACT

Mycorrhizal plants often show better growth over plants not inoculated.
This study aimed to evaluate different genres of mycorrhizal fungi on coffee
catuai plants without P application and 5 hours after application of P. Were
analyzed the parameters, percentage of soil spores, rate of roots colonization,
leaf weight, leaf area and dry weight of seedlings inoculated with Scutellospora
sp, Glomus sp FDS1, Acaulospora, Gigaspora, a mixture of fungi and an
uninoculated control. Difference was observed among the genera of fungi, but
not between different times of application of P. The mixture of fungi was
statistically superior in all tests except the number of spores indicating to mix
the treatment with a higher allocation of nutrients and biomass accumulation
could be interference of soil pH on the different genera of fungi influencing this
accumulation.

Keywords: Colonization. Fungi. Plants. Soil Ph. Nutrients.
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1 INTRODUCAO

A espécie Coffea arabica L. é pertencente a familia Rubiaceae, tendo
sua origem nos bosques das regides montanhosas do centro-leste africano. E
uma planta perene de porte arbustivo ou arboreo com folhas persistentes e flores
hermafroditas (LASHERMES et al., 1999).

O mercado mundial de café movimenta anualmente bilhdes de dolares,

produtividade e reduzir os custos de producdo (CHAVES FILHO, 2010).

Atualmente o Brasil ¢ o maior produtor mundial de café, sendo
responsavel por 30% do mercado internacional de café, volume equivalente a
soma da produgdo dos outros seis maiores paises produtores. E também o
segundo mercado consumidor, atras somente dos Estados Unidos. As areas
cafeeiras estdo concentradas no centro-sul do pais, onde se destacam quatro
estados produtores: Minas Gerais, S8 Paulo, Espirito Santo e Parana. A regido
Nordeste também tem plantacfes na Bahia, e da regido Norte pode-se destacar
Rondénia (ASSOCIACAO BRASILEIRA DA INDUSTRIA DO CAFE - ABIC,
2010).

A producéo de café arabica se concentra em Minas Gerais, Parana, Sdo
Paulo, Bahia e parte do Espirito Santo, enquanto o café robusta é plantado
principalmente no Espirito Santo e Rondbnia. As principais regides produtoras
no Estado de S&8o Paulo sdo a Mogiana, Alta Paulista e Regido de Pirajd. Em
Minas Gerais, as principais regides produtoras sdo: Cerrado Mineiro, Sul de
Minas, Matas de Minas e Jequitinhonha. A altitude média do Cerrado Mineiro é
de 800 metros e dentre o café arabica cultivado, a predominancia é de plantas
das variedades Mundo Novo e Catuai. O Sul de Minas também produz apenas

café arabica e a altitude média é de aproximadamente 950 metros. As variedades
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mais cultivadas sdo o Catuai e o Mundo Novo, mas também h& lavouras das
variedades Icatu, Obatd e Catuai Rubi. As regiGes das Matas de Minas e do
Jequitinhonha estdo a uma altitude média de 650 metros e possuem lavouras de
arabica das variedades Catuai (80%), Mundo Novo, entre outras (ABIC, 2010).

Os dados sobre associagdes com fungos micorrizicos arbusculares em
café sdo bastante escassas, apesar da importancia econdmica dessa cultura. As
micorrizas séo as espécies simbidnticas mais comuns na terra sendo a micorriza
arbuscular o tipo mais frenquente, ocorrendo em 80% das espécies de plantas em
fungos micorrizicos arbusculares (FMA), que pertencem ao filo Glomeromycota
(SCHUBLER; SCHWARZOTT; WALKER, 2001). O beneficio principal para
Esse efeito ¢ uma consequéncia da maior exploracdo do volume do solo pelas
raizes por meio de hifas extra-radiculares dos fungos micorrizicos arbusculares
(SCHENEIGER; JAKOBSEN, 2000). Existem evidéncias também de efeitos
positivos sobre plantas em condices de estresse hidrico (AUGE, 2001) e na
protecdo das plantas contra agentes patogénicos (VAAST; CASWELL-CHEN;
BLEDSOE, 1998).

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da associacéo

micorrizica com o café e também da aplicagdo de fosforo nessa associacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Coffea arabica

O cafeeiro (Coffea sp.) € um arbusto da familia Rubiaceae e do género

Coffea, sendo todas as espécies conhecidas, com exce¢do de Coffea arabica, -

diploides (2n=2x=22 cromossomos). Coffea arabica L. (2n=4x=44), a Unica
espécie poliploide no género Coffea, é um alotetraploide contendo dois
subgenomas diploides, e cuja origem vem de duas diferentes espécies diploides,
C. canephora e C. eugenioides (LASHERMES et al., 1999).

Das espécies cultivadas, Coffea arabica L. e Coffea canephora L. sdo as

mais importantes economicamente. Devido a essa importancia econdmica,

alguns estudos acerca da assossiacdo simbidntica do café com micorrizas tém -

sido realizados. Esses estudos tém por objetivo melhorar a nutricdo das plantas
enguanto jovens permitindo que fiqguem prontas e mais fortes para o transplantio
para o campo e até mesmo na nutricdo de plantas adultas, nais quais os efeitos
dos FMAs no desenvolvimento da planta diminuem com a idade da cultura
(SIQUEIRA et al., 1998).

2.2 Micorrizas

Os micro-organismos sdo 0s seres mais primitivos do planeta e
adquiriram ao longo do processo evolutivo, caracteristicas e adaptabilidade para
coexistirem com outros seres vivos. As simbioses entre plantas e micro-
organismos heterotréficos, como as micorrizas, que sdo associa¢Ges entre fungos
e raizes, se destacam. Estudos em raizes fossilizadas evidenciam que as

0 aparecimento das plantas terrestres (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
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Apesar de suas origens tdo antigas, essas associacbes sO foram
observadas com detalhes no inicio do século XIX, em 1842, quando Néageli fez a
primeira descricdo da associacdo fungo-raiz, provavelmente de uma micorriza
arbuscular. Essas associagdes foram reconhecidas e tratadas cientificamente no
final daquele século. Em 1885, o alemdo Bernard Frank, um fisiologista de
plantas distinguiu entre ecto e endotroficas e empregou pela primeira vez o
termo “mycorrhiza” do grego (Myco=fungo, e rhiza=raiz). Frank comprovou
experimentalmente a natureza mutualistica das micorrizas afirmando-se tratar de
um o6rgdo morfologicamente caracteristico e com dependéncia fisiolégica intima
e reciproca (MOREIRA,; SIQUEIRA, 2006).

A separagdo em grupos ou tipos de micorrizas pode variar, dependendo
do autor ou do enfoque dado, mas a tendéncia atual € a categorizagdo em sete

grupos distintos, dentre eles os fungos micorrizicos arbusculares.

2.2.1 Micorrizas arbusculares

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao Filo
Glomeromycota, Classe Glomeromycetes e formam simbiose mutualistica com a
maioria das familias de plantas. Nessa simbiose, a planta fornece energia ao
servigos. A absorcdo de nutrientes obtidos de &reas localizadas além da zona de
deplecéo da raiz é o principal beneficio, além da translocacéo e disponibilizagao
desses nutrientes para células do cortex das raizes das plantas quando a
associacdo ja estd estabelecida, conforme pode ser observado na Figura 1
(BOLAN, 1991).

- {Excluido: a
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Translocacao de Pi

\I

Absorcéio pela
micorriza

absorventes (amgrelo) e micorrizica (vermelho) (BOLAN, 1991) T

como 0 aumento na resisténcia da planta ao ataque de patdégenos do sistema
radicular e na capacidade de absorcdo de agua (JEFFRIES et al., 2003;
MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). As associa¢cBes micorrizicas contribuem para
acumulacdo do estoque de carbono (RILLIG et al., 2001) e biomassa microbiana
(OLSSON; WILHELMSSON, 2000), favorecendo o sequestro de carbono da
atmosfera. Favorecem também a formacédo de agregados e sua estabilidade nos
solos, ndo sO pela acdo fisica do micélio, mas por meio da acdo de uma
glicoproteina denominada glomalina que é produzida por esses fungos.

Estudos sobre a ecologia desse grupo de fungos e sua diversidade de
espécies ainda sdo muito prematuros (FITTER, 2005). A vasta gama de
beneficios da simbiose micorrizica depende da interacdo entre macro e micro

simbiontes (BEVER, 2002) e das caracteristicas ambientais, como
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disponibilidade de fésforo e oferta de carbono ao simbionte (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006). Existem diferencas funcionais entre espécies e em isolados

de café, bem como a presenca de estruturas micorrizicas em raizes de café
(COLOZZI-FILHO; CARDOSO, 2000; LOPES et al., 1983; MULETA et al.,
2007). Lopes et al. (1983) identificaram 22 espécies de FMAs em solo
rizosférico de um café brasileiro. Os géneros mais frequentes de Fungos
Micorrizicos Arbusculares encontrados foram Acaulospora e Glomus sendo
Acaulospora superior. Qutros géneros de FMAs, como Scutellospora,
Gigaspora e Sclerocystis, também tém sido descritos em diferentes solos de
plantacdes de café (COLOZZI-FILHO; CARDOSO, 2000).

A ocorréncia de diferentes géneros e espécies de FMAs em solos e raizes
de cafeeiro varia de acordo com varios fatores, tais como as condi¢des edafo-
climaticas e préaticas de cultura (ANDRADE et al., 2009).

A idade da planta também pode influenciar na colonizacdo, devido a
necessidade de absorcdo de Pi (SIQUEIRA et al., 1998). Culturas e préticas de

organica e monocultivo, entre muitos outros, podem alterar as caracteristicas
fisico-quimicas e bioldgicas do solo, portanto, podem influenciar na diversidade
e abundancia dos FMAs em solos.

Sistemas agroflorestais sdo reconhecidos para reduzir a degradacdo dos
solos e aumentar a disponibilidade de nutrientes (YOUNG, 1997). Vantagens
adicionais desse sistema sdo derivadas de uma repressdo de pragas do café,
como o capim sofd, regulacdo da temperatura e manutencdo da diversidade
(DAMATTA, 2004; MUSCHLER, 2001). Cardoso et al. (2003) investigaram a

distribuicdo vertical de esporos de FMAs sobre sistemas agroflorestais
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(sombreados) e café de monocultivo (pleno sol). Foi encontrado grande nimero
de esporos nas camadas mais profundas dos sistemas agroflorestais do que em
solos de café de monocultura. Cardoso et al. (2003) sugeriram que a maior
concentragcdo de esporos de FMAs foi relacionada & maior ocorréncia de
micorrizas nessas profundidades do solo, que pode ser importante para aumentar
a disponibilidade de Pi e para melhorar a eficiéncia da ciclagem de Pi nesses

sistemas.

2.3 Nutricdo em plantas micorrizadas

Melhorias na nutricdo mineral das plantas estdo sendo relacionadas
principalmente a absorcdo pelas hifas extra-radiculares de regides nao
rizosféricas do solo, proporcionando o transporte de nutrientes para a raiz das
plantas (SCHWEIGE; JAKOBSEN, 2000). Depois do N, P é o macronutriente
mais limitante para o crescimento da planta,_quando em falta, sendo necesséarias
concentragcbes em milimolar no ambiente celular. Para cumprir esse requisito, e
considerando o P do solo muito escasso ou em formas ndo absorviveis, as
plantas dependem de varios mecanismos, tais como transportadores de alta
afinidade, liberacdo de fosfatases, sintoma bioquimico comum em resposta ao
estresse de P (DUFF; SARATH; PLAXTON, 1994), resposta essa comum entre
bactérias, fungos e leveduras (NART, 1992), liberacdo de &cidos organicos e
associacbes com FMAs (REQUENA, 2005), que envolve um percurso
regulamentado para o intercdmbio de P entre plantas e fungos simbiontes
(POULSEN et al., 2005). O P ¢, sem divida, o elemento de maior enfoque na
associacdo simbionte e isso se reflete na concentracdo de trabalhos de
melhoramento com essa associacdo visando uma melhor absor¢do desse
macronutriente.
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Sanchez et al. (2000) observaram que em trés tipicos cafés cultivados
em solos da Costa Rica com o decréscimo da fertilidade dos solos, a
micorrizacdo aumentou a eficiéncia em termos de crescimento, sendo
inversamente proporcional a relacdo entre a disponibilidade de P e o crescimento
da planta pela absor¢do de Pi pelos FMAs. A dependéncia das plantas e a
eficiéncia simbidtica sdo diretamente influenciadas pela disponibilidade de P
(SAGGIN-JUNIOR; SIQUEIRA, 1995), fazendo com que o grau adequado de

de associagBes micorrizicas eficientes.

2.4 Outros efeitos da micorriza

Além dos efeitos nutricionais positivos, os FMAs podem contribuir
também para a resisténcia a seca e a salinidade e a tolerancia a patdgenos
(ANDRADE et al., 2009). E reconhecido que FMAs podem influenciar o
balanco hidrico de plantas desidratadas (AUGE, 2001). O aumento na
na condutancia(???) do fluxo de agua nessas raizes (AUGE, 2001), incluindo
aumentos no comprimento das raizes e alteragdes em sua morfologia (DAVIES
et al., 1996).

gradiente potencial de agua, melhorando assim a eficiéncia das plantas sob
condicdes de seca (PORCEL et al., 2005).

Além dos beneficios fisiologicos causados pela micorrizagdo, outros
processos ecoldgicos tém sido atribuidos por FMAs, incluindo as suas
contribuicBes para a estrutura dos solos (RILLIG; MUMMEY, 2006), que ¢ de

relevancia para a sustentabilidade de agrossistemas.

- { Excluido: adequado,

- { Excluido: tem sido

- {Exclul’do: sn

- { Excluido: n



32

funcdo, resultando em crescimento__deficiente, alteragdes bioquimicas
prejudiciais diversas e acumulagdo excessiva de metais nos tecidos. No caso
especifico do café, pesticidas, fertilizantes ou alteracfes organicas sdo as mais
frequentes fontes externas de metais ou de toxicidade quimica. Além disso,
concentragcbes de solos com acidez naturalmente elevada e aluminio séo

frequentes em regides tropicais e subtropicais.

2.5 Efeitos da associacdo sobre patogenos

Fitonematoides como os das galhas (Meloidogyne spp.) e lesdo das
raizes (Pratilenchus spp.), sdo comuns em viveiros e plantacGes de café. A
infeccdo das plantas de café causadas por nematoides causa redugdo no
crescimento da planta e na producéo de graos, levando a perdas importantes, que
vao de 15% a 60% (CAMPOS; LIMA; ALMEIDA, 1985). A inoculagdo de
FMAs pode beneficiar a capacidade da planta em resistir a estresse abiotico
(AZCON-AGUILAR; BAREA, 1996). As associacbes de FMAs com raizes de
plantas podem aumentar a absorcdo de P pelas plantas e esses competem pelos
sitios de penetracdo de nutrientes com os patégenos, diminuindo os efeitos
deletérios dos patdgenos nas raizes (AZCON-AGUILAR; BAREA, 1996).

Vérios mecanismos tém sido sugeridos para explicar a protecdo causada
por FMAs contra diversos patogenos, incluindo o aumento da producdo de
compostos fendlicos, inducdo de algum mecanismo de resisténcia e ativacao do
sistema de defesa da planta (BENHAMOU et al., 1994; GIANINAZZI-
PEARSON et al., 1996). Assim, a inoculacdo de FMAs em plantas de café em
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viveiros pode ser uma pratica Gtil para minimizar os efeitos maléficos da
infeccdo por nematoides (VAAST; CASWELL-CHEN; ZASOSKI, 1998).

2.6 Aplicacdes tecnoldgicas

A utilizacdo de FMAs ¢ de especial interesse para a melhoria e eficiente
uso de fertilizantes, diminuindo a quantidade necessaria para 0 crescimento
adequado das mudas de café, conforme observado por Tristdo, Andrade e
Silveira (2006), que verificaram o efeito positivo da inoculagcdo de FMAs em
mudas de café em casca de Pinus e fibras de coco como substratos.

A inoculacdo de FMAs altamente eficazes é esperada para melhorar
significativamente o estado nutricional de mudas e o seu estabelecimento apos o
transplante para o campo, como ja foi verificado por alguns autores (LOPES et
al., 1983; RIVERA et al., 2003; SIQUEIRA et al., 1987). Assim, a inoculacdo de
FMAs pode constituir uma alternativa econdmica viavel para producdo de
mudas, diminuindo o uso de fertilizantes e pesticidas, diminuindo o tempo para
transplante de campo e producdo de mudas mais vigorosas capazes de melhor
resistir a estresses ambientais durante o periodo da aclimatagdo (COSTA et al.,
2003).

Dessa maneira, fungos estdo ganhando popularidade como
biofertilizantes e agentes de controle biolégico (SYLVIA, 1999) e também,

como industria de produgdo de indculos micorrizicos.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

- [Excluido: 1
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catuai. Apos pré-germinacédo, plantulas de café na fase de orelha de onga foram
selecionadas e inoculadas para constituir seis tratamentos: (1) controle néo
inoculado; (2) Gigaspora margarita CNPABL; (3) Glomus sp FDS1; (4)
Scutellospora sp CNPAB12; (5) Acaulospora scrobiculata CNPABxx e (6)
indculo utilizada foi de duzentos esporos por planta, para cada estirpe de fungo
utilizada. Os esporos foram extraidos do substrato contendo as estirpes
no momento do transplantio das mudas para as caixas de isopor. O preparo do
substrato e informagbes sobre as estirpes estdo descritas em Souza (2000),
Banco Ativo de Germoplasma de Glomales da Embrapa Agrobiologia
(CNPAB).

O substrato era composto do subsolo retirado de um argisolo e
misturado com areia lavada na proporcdo de 2:1. O substrato recebeu adubacéo
avaliacdo da atividade de transportadores de P, foram feitas aplicacbes de P
(KH2PQO,4) em 6 das 12 repeti¢Oes por tratamento, visando induzir a atividade dos
feitas avaliacdes sem aplicacGes de P, cinco horas apds a aplicagdo de P e uma
semana apo6s a aplicacdo de P, estg, Ultimg, servindo como base apenas para
porcentagem de colonizagéo das raizes e de esporos no solo.

O experimento com as mudas de café foi estabelecido seguindo um
delineamento ao acaso (DIC) e conduzido em casa de vegetagcdo, na Embrapa
Agrobiologia-Seropédica-RJ, nos periodos de setembro de 2008 (Inoculacéo dos

fungos) a janeiro de 2009 (Aplicacbes de fésforo e coleta).
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| para extracdo de RNA. Essas amostras foram logq, congeladas em nitrogénio -

liquido e posteriormente acondicionadas em freezer a -80°C até serem
processadas.

Inicialmente, o substrato de cada muda foi coletado individualmente
para avaliagdo do nimero de esporos e as raizes foram lavadas em agua corrente
antes de serem amostradas. Foram coletadas raizes para determinacdo da taxa de

colonizagdo micorrizica e para extragdo de RNA.
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Em seguida, as folhas frescas foram utilizadas para determinagdo da area
foliar através do aparelno LICOR Model 3100 Area Meter (Lincoln, Nebrask
U.S.A). Posteriormente, 0 material da parte area e raizes foi seco em estufa com
circulacéo de ar forgado a 65°C até peso constante. A matéria seca das folhas foi
obtida por pesagem.

3.2 Coloracao das raizes para determinacéo da taxa de colonizagéo

Para as avaliacbes da taxa de coloniza¢do micorrizica foi utilizado

aproximadamente 1g de raiz. As raizes foram colocadas em solugdo de KOH

10% “overnight” 4 temperatura ambiente e no dia seguinte aquecidas a 0°C por -~ L *lUido: )
30 minutos.
<« - -~ 7| Formatado: Recuo: Primeira
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Apls essa etapa, as raizes foram lavadas em &gua corrente para
eliminacdo do excesso de KOH e colocadas no mesmo recipiente com solucao

de HCI 1%, a temperatura ambiente por 1 hora (Figura 3).

- { Excluido: r

coradas em solugdo 4&cida de Glicerol com Azul de Metila 0,01%
(aproximadamente 20 mL), e aquecidas a 60°C por 30 minutos. Em seguida, a
solucdo acida de glicerol com azul de metila foi descartada em um bécher e
armazenada em frasco separado. As raizes foram lavadas em &gua corrente e
armazenadas em solugdo de Glicerol &cido sem corante até serem avaliadas.
Todo procedimento de clarificacdo e coloracéo das raizes foi realizado seguindo
protocolo da Embrapa Agrobiologia.

As estruturas fangicas foram observadas com lupa e contadas pelo
método de Gridline (Figura 4), esse método consiste na contagem das estruturas

fangicas nas interse¢des das linhas.

JFigura 4 Raizes coradas e preparadas para a analise de taxa de colonizagdo pelo método <. _ - { Formatado: Fonte: 10 pt

de Gridline
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3.3 Extracao de esporos

uma semana, apenas foi analisado o solo das plantas que tiveram as raizes
coletadas uma semana apds a aplicacdo do P. Foi seguido protocolo de acordo
com Gerdemann e Nicolson (1963) e Jenkins (1964).

As amostras de solo foram colocadas (100 g) em recipiente para imer¢do
do solo em &gua, em seguida, foi feita uma suspencgdo por alguns segundos,
seguido de decantacdo. A &gua onde o solo foi lavado foi passada por um
conjunto de peneiras de 425 pum, sobreposta a uma de 53 um.

Trés lavagens do solo foram realizadas para cada amostra. O solo retido
na peneira de 53 um foi colocado em tubo de centrifuga de 50 mL, lavando-se
com agua destilada até que o volume fosse completado para 40 mL. Em seguida
os esporos foram separados das particulas de solo em uma série 2
centrifugacbes. A 12 centrifugacdo foi realizada com &gua a 3000 rpm por 4
minutos. Apds a centrifugacdo, a dgua foi retirada e colocada uma solucdo com
sacarose 60%. Os tubos contendo as amostras foram homogeneizados
manualmente até que o solo se desprendesse das paredes e do fundo do mesmo,
seguindo uma centrifugacéo a 1.000 rpm por 2 minutos.

O sobrenadante foi colocado em peneira de 53 um e transferido para

placas com caneletas para a contagem e identificacdo dos esporos (Figura 5).

/{Excluido: 4
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Foi utilizado o programa SISVAR 4.3, da Universidade Federal de
Lavras, para a realizacéo das analises de variancia dos dados ndo transformados
e dos testes para comparacdo dos contrastes entre médias. As médias foram

comparadas pelo Teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Densidade de esporos

A avaliagdo da densidade de esporos foi realizada nas amostras

coletadas ao final do experimento visando comparar o estabelecimento das
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estirpes. Os resultados obtidos na taxa de esporulacdo dos diferentes FMAS

utilizados neste trabalho podem ser observados na Figura 6.
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(Observar o quadro de analise de variancia na Tabela 4 dos anexos). O fato de - {EXC'UidC’i '

Acaulospora ter tido um alto nimero de esporos no solo ja foi observado
anteriormente, reforcando que espécies desse género possuem caracteristicas
intrinsecas de producgéo de grande nlimero de esporos e ou alta adaptabilidade a
solos com baixo pH, como sugerido por Siqueira, Colozzi-Filho e Oliveira
(1989). IndicacGes de alta adaptabilidade desse género ao ecossistema cafeeiro
ja haviam sido obtidas por Lopes et al. (1983) e Siqueira, Colozzi-Filho e
Oliveira (1989).

NN
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4.2 Colonizacdo de raizes

Avaliou-se a porcentagem de colonizagdo de raizes em duas

,{Excluido: s j

”””””””””””””””””””””” ‘[Excluido: () j
apos a aplicacdo de P. O grafico da Figura 7 foi obtido por meio da média

dos intervalos de tempos de aplicacdo de P, pois esses intervalos de
tempo ndo diferiram estatisticamente.
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A porcentagem de colonizacdo das raizes estd frequentemente
relacionada com o grau de afinidade de determinados Fungos Micorrizicos
Arbusculares com a espécie vegetal. As caracteristicas edafoclimaticas e
culturais influenciando na diversidade e na colonizagdo (SIQUEIRA et al.,
1987).

(SIQUEIRA; COLOZZI-FILHO; OLIVEIRA, 1989). Lopes et al. (1983)
concluiram que em solos com pH variando de 4,7 a 6,9 ndo houve relagdo dessa
variavel com a ocorréncia de Acaulospora e que espécies de Glomus sdo mais
frequentes em solos com pH < 5,0. O pH do solo ndo foi aferido, mas esses
resultados podem indicar uma diferenca na colonizacdo devido a esse fator,
indicando uma faixa de pH menor que 6,5, mas ndo inferior a 5,0 que pode estar
indicando esta diferenga na taxa de colonizagdo. Esses quatro géneros sdo
encontrados em florestas de café na Etiopia, local de origem do café, com
Glomus sendo o género dominante, seguido por Gigaspora, Acaulospora,
Entrophospora e Scutellospora (MULETA et al., 2007). Isso pode indicar uma
especificidade entre planta e simbionte. Essa especificidade poderia ser afetada,
ja que Glomus ndo foi superior a Gigaspora, e esse fator pode ser o pH ja que
Glomus se equivale a Acaulospora indicando assim uma faixa de pH desse solo

favoréavel a Gigaspora .

4.3 Peso foliar

A Figura 8 mostra o acimulo de matéria seca foliar entre os diferentes
tratamentos, sendo mostradas as médias dos intervalos de tempo sem aplicacdo
de P e 5 horas ap0s a aplicacdo de P, devido ao fato deles ndo serem diferentes

estatisticamente.
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- { Excluido: n



43

’[ Excluido: | ]

0,45 I
0,4 7 r’
0,35 - |
= 03 - i
= 1
= 0,25 - ,
Q I
[ 0’2 - i
= |
2 0,15 - ,
& 01 !
0,05 - B Sériel !

0 |

!

& & @ > ’

o O (8] |

& g ) & Q

& ,&'5’ 5\0" ey &\06’ |

L&) X > I

o S I

<<":- ‘;

1

1
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significativa a 5% de probabilidade pelo Teste Scott-Knott

Pode ser observado que o tratamento com mix foi estatisticamente "\
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semelhante ao tratamento com Acaulospora e foram superiores aos demais
\

\

tratamentos (Observar o quadro de analise de variancia na Tabela 2 dos anexos)
Isto pode ser indicio de um maior acimulo de biomassa. Stiimer (1998)

verificou aumento de biomassa de plantas com isolados fingicos em soja, e
(1998) também verificaram esse aumento em espécies de

-

Heijden et al.

matéria seca e area foliar especifica, todos podendo ser assim, um reflexo de

aumento de biomassa devido a uma melhor alocagéo de &gua e nutrientes

4.4 Area foliar e matéria seca
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As Figuras 9 e 10 apresentam graficos com as médias dos intervalos de

tempo de aplicacdo de P, sem P e 5 horas ap0s a aplicagdo de P, ja que eles ndo

diferiram estatisticamente. O quadro de analise de variancia esta apresentado nas

Tabelas 1 e 3 (anexos).
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sendo que este pardmetro pode ter sido influenciado nesse tratamento pelos

diversos tipos de fungo. Desta forma, quando um isolado ndo era efetivo para

auxiliar na absor¢do de agua e nutrientes, outro isolado poderia estar executando

essa funcdo. Acaulospora ficou em segundo seguido de Glomus e Scutellospora

que foram estatisticamente equivalentes e superiores a Gigaspora e ao controle,

que também foram equivalentes entre si. A medida de area foliar pode estar

associada & questéo de absor¢do de nutrientes juntamente com a matéria seca.
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Isso nos permite dizer que ndo houve interagdo entre a taxa de
colonizagdo, que foi maior em Gigaspora, € a area foliar. Gigaspora foi mais
eficiente na colonizacdo, mas obteve resultados de area foliar parecidos com o
controle que ndo foi inoculado.

AlteracBes na fisiologia das folhas e em propriedades intrinsecas

L

T . - . . - Excluido: ,
hidraulicas ou bioquimicas (AUGE, 2001), podem ocorrer devido a estresse - {
hidrico e a outros fatores. Isso nos permite inferir que Acaulospora pode ser
mais eficiente no transporte de &gua e nutrientes do que os outros géneros de
fungo.
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Acaupospora foi equivalente ao Glomus o que ndo foi observado para
area foliar e Scutellospora e Gigaspora foram equivalentes ao controle. Todos
esses resultados ainda podem estar sob influéncia de fatores nutricionais, como
observado por Vaast e Zasoski (1992) e hidricos observados por Augé (2001).

Essa diferenca entre os tratamentos pode ser explicada por uma maior
eficiéncia no transporte de nutrientes, tendo como exemplo o P, que ja foi
verificado por Heijden et al. (1998) num acimulo de biomassa em espécies de
pradarias calcareas em isolados sozinhos ou em conjunto (mix). Streitwolf-Engel
et al. (1997) observaram que um isolado de Glomus aumentou o ndmero de
folhas, ramificaces do estoldo e o comprimento total dos estol6es de Prunella
vulgaris. Stiiner (1998) analisou a eficiéncia de isolados flngicos de
comunidades distintas e demonstrou que em pelo menos uma o acimulo de
biomassa e area vegetal aumentou em soja.

distintas dos diferentes géneros obtendo assim, melhores resultados.

5 CONCLUSOES

Os resultados indicaram uma melhor performance das plantas
micorrizadas com a mistura de fungos, mesmo havendo também diferengas entre
foliar e matéria seca, que normalmente estdo relacionados com uma melhor
absorcdo de &gua e nutrientes, as plantas micorrizadas com a mistura de fungos
foram superiores a todos o0s outros tratamentos, indicando um melhor
maquinario nessas plantas para esta absorcdo. Os tempos de aplicacdo de P nao
influenciaram nos resultados devido ao baixo intervalo dessas aplicaces,
diferindo assim, apenas os tratamentos com os diferentes géneros de fungos

micorrizicos arbusculares.
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Isso é importante para um posterior estudo de inéculos para mudas de

plantas de café, propiciando um uso mais racional dos recursos de nutrigdo das

- { Excluido: n

campo.
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RESUMO

As limitacGes das reservas naturais de fosforo preocupam e fazem com
que alternativas como associagdes com micorrizas sejam estudadas. A ligacdo
entre essas associagdes com espécies vegetais pode trazer beneficios como
ativacdo de genes transportadores de P da familia Phtl. Analises in silico podem
ser utilizadas com sucesso para identificacdo e caracterizacdo desses genes.
analises de tBlastn com a sequéncia de MtPT4 (M. truncatula) e com a
sequéncia do dominio conservado Pht1(LCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMSEY
ANK) no banco de dados do CAFEST, gerado pelo projeto Genoma Brasileiro
meio do PLACE foi feita uma analise da regi&o promotora, sendo identificadas
regiGes conservadas para inducdo de associacdo e de transporte de Pi.
Utilizando-se um banco de dados com resultados preliminares de sequéncias
identificacdo da copia genomica dos contigs de EST, idenficados (Contig 123,
Contig 249-1263, Contig 1001 e Singlet NS1). Foi realizado um alinhamento
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ABSTRACT

The limitations of phosphorus natural reserves concerns and make
alternatives such as associations with mycorrhizae to be studied. The link
between these associations with plant species may have benefits such as
activation of P genes transporters of Phtl family. In silico analysis can be
successfully used for identification and characterization of these genes. Searches
were carried out by means of keywords (Phosphate transport) and tBlastn
analysis with the sequence of MtPT4 (M. truncatula) and with the sequence of
conserved domain Phtl (LCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMSEYANK) in the
CAFEST database generated by the Brazilian Coffee Genome Project. These
reads were from EST libraries of Coffea spp. and, through PLACE an analysis
of promoter region was carried out and allowed the identification of conserved
regions probably able to induce association and transport of Pi. Using a database
with preliminary results of coffee genomic sequences, Blastn analysis were
realized aiming to characterize the genomic copy of the EST contigs, identified
(Contig 123, Contig 249-1263, Contig 1001 and NS1 Singlet ). An alignment
was performed by ClustalW and all contigs of ESTs were identified as Phtl
family members.

Keywords: Phosphorus. Associations. Transporters. Genes. ESTSs.
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1 INTRODUCAO

Devido as limitacGes das reservas naturais e condi¢bes de nutricdo das
culturas no Brasil, dentre elas o café, a abordagem da escassez de fésforo vem
sendo amplamente discutida. O fésforo € um nutriente finito, insubstituivel e
indispenséavel & vida. Alguns autores estimam que em cem anos as reservas de
melhor uso desse recurso estdo sendo realizados.

Uma das estratégias para amenizar o problema da nutricdo do fdsforo
(P) pelas plantas seria a identificacdo dos componentes regulatérios envolvidos
na sinalizacdo de Pi, e sua utilizacdo no desenvolvimento de cultivares mais
eficientes na remocdo de fdésforo do solo e na sua utilizagdo, contornando o

Outra alternativa para melhorar o uso de Pi nos cultivos vegetais é a
utilizacdo de associacdo com fungos micorrizicos (FMAS), que por meio de suas

hifas conseguem captar Pi no solo e translocar para a planta. Existem diversos

géneros que fazem associagbes com o café, dentre 0s quais se encontram,

Glomus, Acaulospora, Scutellospora, Gigaspora e outros (MULETA et al.,
2007).

A troca de nutrientes é uma caracteristica essencial para a ocorréncia de
simbiose entre FMAs e as plantas. Os fungos micorrizicos obtém carbono da
planta hospedeira enquanto assistem as plantas na aquisicdo de fosforo (como
fosfato) do solo (BOLAN, 1991). Na simbiose de FMAs, os fungos fornecem Pi
as raizes por meio de hifas especializadas chamadas arbusculos.

Os mecanimos moleculares envolvidos na transferéncia de carbono e
fosforo nas associacdes micorrizicas sdo desconhecidos, assim como 0s
mecanismos pelos quais as plantas respondem a simbiose em funcdo do seu

estado nutricional. Entretanto, a principal barreira para qualquer evento de
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transporte é a membrana plasmatica e por isso o transporte da maioria dos
compostos através da membrana € mediado por proteinas integrais com funcées
de transporte especializado (ANDRADE et al., 1999). Estudos recentes indicam
gue a associacdo de FMAs induz a expressdo de varios genes da familia Phtl
espécies vegetais (CHEN et al., 2007; NAGY et al., 2005).

Transportadores da superfamilia (MFS) sdo amplamente conhecidos por
facilitarem o carreamento de nutrientes na planta sendo alvo de diversos
trabalhos. O Phtl, transportador de membrana, Pht2, transportador de
cloroplasto e Pht3 transportador de mitocondrias sdo familias desta superfamilia.
Esses transportadores sdo do sistema de transporte ativo secundario e
transportam solutos utilizando o cotransporte de prétons (H+), via um gradiente
eletroquimico de membrana gerado com o uso de ATP para o transporte de Pi.

Dentro da familia Phtl existem transportadores de alta afinidade, baixa
afinidade e também os induzidos por micorriza que na presenca da associacao
sdo altamente expressos. Além disso, a disponilidade de Pi também afeta a
expressao génica de transportadores Phtl, sendo que os transportadores de baixa
afinidade sdo expressos em condicdes elevadas de P e os de alta afinidade, onde
se incluem os induzidos por micorriza, normalmente expressos na deficiéncia do
nutriente (JAVOT; PUMPLIN; HARRISON, 2007).
subdivisdo em 4 subfamilias, sendo que os genes da subfamilia | sdo expressos
especificamente na presenca FMAs. Além disso, um trabalho com o gene
MtPT4 (Phtl-Subfamilia 1), de Medicago truncatula, concluiu que esse
transportador é essencial para a aquisicdo do Pi fornecido pelo FMA Glomus
vesiforme. Nesse mesmo trabalho, de maneira surpreendente, verificou-se que a
fungdo do transportador MtPT4 é crucial para a ocorréncia da simbiose, pois a

analise de plantas transgénicas com perda de funcdo do MtPT4, mostraram que
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houve morte prematura dos arbusculos, baixa proliferacdo do fungo dentro das
que o transporte de Pi ndo € somente um beneficio para a planta mas também um
pré-requisito para a ocorréncia de simbiose (JAVOT; PUMPLIN; HARRISON,
2007).

Para um melhor entendimento dos genes e de outros mecanismos
fisiolégicos do café, o Projeto Genoma Café veio possibilitar a construcdo de um
banco de dados Unigene com mais de 33.000 genes distintos, a partir de 250 mil

informacges para estudos de identificagdo e caracterizacdo de genes que podem

auxiliar no melhoramento genético do cafeeiro (VIEIRA et al., 2006). Além
disso, as novas tecnologias de sequenciamento tém proporcionado maior rapidez
e menor custo na geragdo de sequéncias e novos projetos de sequenciamento
gendmico estrutural estdo em andamento, incluindo o do café (LASHERMES;
ANDRADE; ETIENNE, 2008).

A existéncia de um banco de dados sobre o genoma do café permite a
realizacdo de estudos moleculares das interagdes simbioticas entre plantas e
micro-organismos. Dentre as interagcGes simbidticas formadas pelo café, as
micorrizas arbusculares (MAs) possuem importancia destacada pois podem
aumentar a absorcéo de Pi de solos distroficos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi o de realizar uma busca

similaridade a transportadores de Pi, da familia Phtl, previamente descritos e
caracterizados em outras espécies vegetais. Posteriormente, foi realizada uma
comparagdo entre as sequéncias protéicas dos genes transportadores de Pi
encontrados no café com outros genes transportadores de Pi j& caracterizados em

outras espécies vegetais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mecanismos de utilizacao e absorcao de fésforo em plantas

O fosforo (P) € um macronutriente absorvido principalmente na forma
de P inorgéanico (Pi), a partir da sua forma primaria H,PO,, extremamente
insolivel em muitos solos devido a reacdo com outros minerais (ABEL;
TICCONI; DELATORRE, 2002).

Investigacdes fisiologicas revelaram a existéncia de dois mecanismos de
absorcdo de Pi, um de baixa afinidade, expresso constitutivamente na
disponibilidade de Pi (50 - 800 pM), e outro de alta afinidade, induzido em
baixas concentragdes de Pi (1-10 uM), otimizando e aumentando a absorc¢éo de
Pi nas raizes (RAGHOTHAMA, 1999).

A capacidade de aquisicao de P do solo pela planta baseia-se na superior
habilidade para capturar Pi do solo. Essa se da, entre outras razdes, pela
alteracdo na morfologia ou arquitetura da raiz, aumentando a propor¢do de
absorcdo de P pelas plantas é proporcional a densidade das raizes. Isso reflete
em aumento da proporcdo raiz-parte aérea, no nimero de raizes laterais e no
naimero e tamanho dos pelos radiculares (KOCHIAN et al., 2004).

Em condicdes fisiologicas 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 concentracdo de Pi no citoplasma e ao

Dessa forma, a absorcdo de Pi do solo pelas plantas ocorre por meio de
um processo de cotransporte com préton (H+), via um gradiente eletroquimico
de membrana gerado com o consumo de ATP (SAKANO, 1990). Andlises

cinéticas propdem dois mecanismos de absorcdo de Pi, compostos por dois
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baixa afinidade (FURIHATA; SUZUKI; SAKURAI, 1992; SCHACHTMAN;
REID; ALING, 1998) ou baixa (UM) e alta (mM) concentracdo de Pi no meio
externo, respectivamente.

é bastante funcional nas raizes (AONO et al., 2001). Transportadores de alta
afinidade sdo proteinas integrais de membrana que translocam Pi do meio
contendo concentracbes UM para o citoplasma (CHEN et al., 2008;
RAGHOTHAMA, 1999).

2.2 Familias de genes transportadores de fosfato

As plantas possivelmente exploram dois sistemas de transportadores de
P, sendo um de baixa afinidade e outro de alta afinidade (ALMEIDA, 2002).

Genes transportadores de Pi sdo codificados por uma grande familia de
genes no genoma, esses genes sdo chamados de PHT (Phosphate High
Transporters). Em Arabidopsis, oito de nove transportadores de Pi sdo expressos
na raiz (MUDGE et al., 2002).

A seguir serdo discutidas as principais caracteristicas a respeito dos
genes transportadores de baixa e alta afinidade.

De forma geral, até o presente, pouco se sabe sobre a natureza e a funcéo
dos transportadores de baixa afinidade (RAGHOTHAMA, 1999).

Um transportador de baixa afinidade, que possui similaridade de
sequéncia com transportadores de Pi dependente de sodio de Saccharomyces
cerevisiae e Neurospora crassa foi identificado em Arabidopsis (ALMEIDA,
2002; DARAM et al., 1999). Esse gene Pht2;1 estd presente em apenas uma
cépia no genoma de Arabidopis, e codifica uma proteina de 12 dominios
conservados, separados por uma sequéncia peptidica hidrofilica entre os

dominios 8 e 9. Possui ainda, duas sequéncias consensos de 8 e 9 aminoacidos
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nas extremidades amino e carboxilicas, respectivamente, altamente conservada
entre bactérias, fungos, plantas e animais. O gene Pht2;1 é expresso nas folhas
independente do status de Pi na parte aérea da planta e na raiz, provalmente
1999).

O isolamento de genes de plantas que codificam transportadores de
fosfato (TP), similares aos encontrados em leveduras e fungos, deu origem a
familia Pht-1 de transportadores de fosfato que atuam na absorcao, transporte e
reciclagem de Pi na planta (ALMEIDA, 2007).

Os transportadores de fosfato de alta afinidade de plantas possuem maior
similaridade de sequéncia com esses transportadores de levedura e N. crassa,
associados ao cotransporte de prdtons e foram identificados principalmente a
partir de raizes de diversas dicotiledoneas (HARRISON; DEWBRE; L1U, 2002).

Nesse sentido, a finalizagdo do sequenciamento do genoma da
Arabidopsis permitiu a identificagdo de nove genes com provavel funcdo de
transportadores de fosfato de alta afinidade, denominados de Phtl-1 a Pht1-9
(MUDGE et al., 2002).

A dindmica do transporte de fosfato em plantas demonstrou que o status
de P na planta desencadeia a regulagdo de expressdo de membros da familia Pht-
1 envolvidos na aquisicdo de Pi pelas raizes (KARANDASHOV; BUCHER,
2005).

Outras pesquisas em plantas, como tomateiro, batata, fumo, arroz,
Hourdeum vulgare, Betula pendula, Medicago truncatula, milho, vém
mostrando que transportadores de fosfato radiculares possuem respostas
similares aos genes Pht-1;1 e Pht-1;2 de Arabidopsis (ALMEIDA, 2007;
SMITH, 2002), ou apresentam expressdo constitutiva ou induzida pela

deficiéncia de Pi, ou ainda serem induzidos pelo efeito da simbiose com
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micorriza arbusculares (ALMEIDA, 2007). Em arroz, no minimo 10 dos
transportadores Pht-1 sdo expressos na raiz (PASZKOWSKI et al., 2002).

A partir do complemento funcional de mutantes de leveduras deficientes
para o transporte de Pi, surgiu a oportunidade para o isolamento e caracterizagao
de novos transportadores de fosfato (TP) de diversas plantas (ALMEIDA, 2007):
Arabidopsis thaliana, Solanum tuberosum, Catharanthus roseus, Lycopersicon
esculentum, Medicago truncatula, Hourdeum vulgare, Saccharum spp., Oryza
sativa e no presente trabalho, o café.
clonados, e demonstram a importancia do controle transcricional e pds-
transcricional, como exemplo de fatores de transcricdo e micro RNAs. Em
plantas, o sistema regulatorio para a deficiéncia de Pi é complexo e comeca a ser
elucidado. Ha evidéncia de uma complexa resposta transcricional, envolvimento
de transducdo de hormdnios no controle e resposta de deficiéncia de Pi e a
existéncia de uma regulacdo dependente do status de Pi local e sinais de longa-
distancia (DELATORRE et al., 2004).

Os transportadores de fosfato de alta afinidade ja& clonados e
caracterizados consistem de proteinas integrais de membrana do tipo multipass,
compostas por doze dominios transmembranares separados em dois grupos de
seis, por meio de uma regido peptidica hidrofilica. Essas sdo carateristicas
especificas de proteinas transportadoras de acgucares, ifons, antibidticos e
aminoacidos (HENDERSON, 1993).

Em M. truncatula e batata, foram claramente demonstrados que
MtPT1/MtPT2 e StPT1/StPT2 ndo estdo envolvidos no transporte de fosfato
mediado por simbiose com micorrizas arbusculares (FMAS), uma vez que esses
importadores sdo desativados rapidamente com o desenvolvimento da relacdo
simbiética (CHIOU; LIU; HARRISON, 2001).
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Segundo Delatorre (2002), o gene Pdr-1 parece codificar um
componente regulatério da expressdo génica em resposta a limitagdo de P, uma
vez que esse apresenta mais de 20 genes responsivos a Pi com menor expressao;
ja 0 gene Pdr-2 parece codificar um componente de alta afinidade da sinalizagéo
de Pi externo, devido ao fato de plantas Pdr-2 apresentarem um crescimento
radicular lento, condicionado & limitacdo de P, havendo inibi¢do da divisao
celular no meristema primario radicular (TICCONI et al., 2004).

Em Arabidopsis, 0 gene Pho-1 apresenta taxas normais de absorcdo 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 Pho-2
apresenta possivelmente defeito nos genes que percebem e regulam o status de
Pi, pois o acumula em niveis toxicos na parte aérea, além de apresentar
exagerada resposta na arquitetura radicular (WILLIAMSON et al., 2001).

Outro mutante, Pup-1, apresenta problemas em relagdo ao controle
secrecdo de fosfatases &cidas e, em nenhuma outra resposta, a limitacdo de Pi
(TRULL; DEIKMAN, 1998).

Esses estudos evidenciam que boa parte dos transportadores de alta
afinidade, membros da familia Pht-1 sdo preferencialmente expressos na raiz,
envolvidos na absorcdo de fosfato da solugdo do solo. De fato, esses genes
foram originalmente isolados de bibliotecas de cDNA provenientes de raizes.
Em trabalhos recentes com Arabidopsis, envolvendo outros genes de
transportadores de fosfato de alta afinidade, estes demonstraram maior
diversidade no padrédo de expressdo, nao restrito a raizes, mas com expressao em
diversos tecidos e estagios de desenvolvimento (cotilédones, hidatodios, flores,
anteras) (ALMEIDA, 2002).
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Até o presente momento, diversos tipos de sele¢do foram desenvolvidos
com o propdsito de identificar genes envolvidos na resposta a limitagdo de Pi
(ABEL; TICCONI; DELATORRE, 2002).

O entendimento dos mecanismos moleculares de absorcdo de fdsforo,
assim como as suas bases genéticas e sua regulacdo séo de extrema importancia
para o melhoramento de cultivares visando qualidade e produtividade
(MITSUKAWA et al., 1997), principalmente em se tratando de solos tropicais,
pobres em fésforo. Entretanto, o padrdo de expressdo desses genes é variavel
dentre os diversos membros da familia multigénica e entre as espécies vegetais
(ALMEIDA, 2002).

Por isso, mostra-se necessario conduzir estudos relacionados com o
padrdo de expressdo de genes transportadores em outras espécies vegetais, tais
como o café.

A contribuicdo da FMAs para a nutri¢do de fdsforo das plantas tem sido
documentada como fator de impacto no desenvolvimento e salde das plantas.
Esse fendmeno é de grande valor para o desenvolvimento de agrossistemas
sustentaveis, menos exigentes em adubaces fosfatadas (ALMEIDA, 2002).

Em raizes de M. truncatula micorrizadas genes relacionados com
processos de transporte de membrana e transporte de nutrientes, degradacdo e
modificagdo da parede celular, metabolismos primério e secundario, transducgéo
de sinais e regulacdo da transcricdo, normalmente apresentam expressao
induzida, em relagdo a raizes ndo-micorrizadas, enquanto que genes
relacionados com as respostas de defesa sdo suprimidos (MASSOUMOU et al.,
2007).

Burleigh e Harrison (1997) observaram que o gene MtPt4 ¢
diferencialmente regulado por P e pela colonizacdo micorrizica. MtPt4 é
induzido pela baixa disponibilidade de P e suprimido pela adubacéo fosfatada e

pela colonizacdo micorrizica.
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Recentemente foi demonstrado que a funcdo do MtPt4 é critica para a
formacdo das FMAs (KIRIACHEK, 2008). A perda da funcdo desse gene
provoca a morte prematura dos arbisculos e o fungo ndo é capaz de colonizar a
raiz, interrompendo a simbiose. Com esses resultados pode-se concluir que o
transporte de P inorganico é benéfico para a planta, mas também é requerido
para o desenvolvimento da simbiose (JAVOT; PUMPLIN; HARRISON, 2007).

2.3 ldentificacdo de genes

Com base nesses conhecimentos € possivel identificar membros desta
familia de facilitadores por meio de buscas realizadas por Blastp ou tBlastn, que
buscam sequéncias similares com o uso de sequéncias fasta(?) de nucleotideos
ou proteinas, também podem ser realizadas buscas com o uso de palavras-chave
como por exemplo “Phosphate transport”, ou as buscas podem ser realizadas
atraves de dominios conservados, que normalmente sdo encontrados dentro das
familias. Trabalhos evidenciam uma sequéncia de 29 aminoacidos
LCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMSEYANK como dominio conservado, além
da assinatura cléassica da familia Phtl, GGDYPLSATIXSE, (KARANDASHOV;

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Identificacdo de genes que codificam transportadores de Pi, da familia
PHT1 em café.

Foram realizadas buscas por meio de palavras chave (Phosphate
transport) e analises de tBlastn com a sequéncia de MtPT4 (M. truncatula) e

com
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a sequéncia do dominio conservado Phtl (LCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMS
EYANK) no banco de dados do CAFEST, gerado pelo projeto Genoma

Spp.

3.2 Caracterizacao da copia gendmica

Utilizando-se um banco de dados com resultados preliminares de
sequéncias gendmicas do cafeeiro, foram realizadas analises de blastn, visando-
se a identificacdo da copia gendmica dos contigs de EST, idenficados conforme
descrito acima. Esse banco de dados contém sequéncias gendmicas parciais de
shotgun de 12 corridas (Roche 454), da tecnologia de pirosequenciamento
(Roche Titanium technology) de um gendtipo duplo haploide de C. canephora.
Todas as sequéncias com alta similaridade as de ESTs foram recuperadas e uma

(DNASTAR).
3.3 Caracterizago da regido promotora

Anadlises in silico da regido promotora dos genes Phtl de café, para a
identificacdo de sequéncias conservadas foram realizadas utilizando-se a
ferramenta PLACE (http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/) (HIGO et al., 1999).
3.4 Filogenia

O alinhamento das sequéncias protéicas dos transportadores Phtl de café

identificados utilizando-se a metodologia descrita acima, foi realizado pelo

programa ClustalW (THOMPSON et al., 1994) com os parametros padroes
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(Clustalw).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 apresenta os resultados de andlise de tBlastn utilizando-se a
sequéncia do dominio conservado Phtl (LCFFRFWLGFGIGGDYPLSATIMSEY
ANK) no banco de dados do CAFEST. Pode-se observar que foram encontrados

apenas quatro contigs com e-value_< -10. Isso pode ser devido a baixa

Base de Dados do Genoma Café, foram selecionados cinco potenciais
candidatos a transportadores de Pi da familia Phtl. O critério utilizado para a
selecdo desses genes foi a alta similaridade com a sequéncia protéica do MtPT4,
Contig 249 (1666 pb), Contig 1001 (2195 pb), Contig 1263 (1411) e o singlet
CAO00-XX-NS1-006-G03-EF.F (766 pb). Com as sequéncias consenso desses
contigs, foram entdo realizadas as analises de blastn na base de dados com
resultados preliminares de sequéncias gendmicas do cafeeiro, com vistas a
obtencdo da coOpia gen6mica desses genes. As sequéncias gendmicas
apresentando alta similaridade com as sequéncias consenso dos ESTs foram
recuperadas e uma nova montagem foi realizada com essas sequéncias
utilizando-se o aplicativo SEQMAN (DNASTAR). Novas buscas foram
realizadas com as sequéncias das extremidades 5” e 3", para a identificagdo de
novas sequéncias gendmicas com alta similaridade, e assim sucessivamente,

constituindo-se um tipo de caminhada genémica para a montagem final.
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A Figura 2 apresenta um esquema de uma dessas montagens, realizada
com o aplicativo SEQMAN. Apds a realizacdo das montagens, foi constatado
que a sequéncia do contig 249 apresentava alta similaridade com a sequéncia do
contig 1263. Adicionalmente aos contigs de EST estudados, foi possivel
também, identificar sequéncias com alta similaridade a sequéncia do
transportador MtPT4 de M. truncatula, por meio de analises de tBlastn na base
de dados com resultados preliminares de sequéncias gendmicas do cafeeiro.
Essas sequéncias resultaram na montagem de um novo gene candidato da

familia Phtl de transportadores de Pi, e foi nomeado gen123.

Project: Ctg-gen123-red.SQD Contig 'Ctg-gen123'

250 500 750 lOPO 12FO ISPO ITFO

.ter4 2.SEQ(1-397)
.in3_1.SEQ(1>540)

.in3 2.8EQ(1>463) |
.in2_2.SEQ(1>530)

.in2_1.SEQ(1>515)

.inl_3.SEQ(1>384) }
.ter2 2.8EQ(1->218) |
.inl_1.SEQ(1>355)
.terl 3.SEQ(1>358)
.inl 2.SEQ(1>350)
lista-dom 2.SEQ(1>498)
1 _1.SEQ(1>497)

2 1.SEQ(1>471) {
lista-dom 5.SEQ(1>390) l
3.terl_3.SEQ(1>411) |

1l.terl 2.SEQ(1>468) }
1.terl 1.SEQ(1>318) |

e e e

JFigura 2 Esquema de montagens da copia gendmica realizadas com o ap"C&tiVOt\«//{Formatado: Fonte: 10 pt

SEQMAN (DNASTAR)

O resultado final da cépia gendmica das sequéncias consenso dos genes

identificado nenhum intron nas sequéncias estudas. Os dados apresentados na
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Figura 3 também indicam que foi possivel identificar no minimo 350 pb da
regido promotora de todos os genes estudados. Nota-se também que, a excecao

do genl23, foi possivel identificar a sequéncia completa de todos os genes

estudados.
. Xba |
SUTR agiil o BamHI
FcoRl C Hindlll Ko | - Sall  Aval
H—“ ;
ATG TAA
1000 2000 3000
) | | \ ) |
249.SEQ (3000 bps)
E Bam HI Hir cll
SUTR ko | Eeo R i Sma | ¢ Bl 1l 3UTR
ATG TGA
1000 2000 3000
. | | | | |
1001.SEQ (3280 bps)
Bon
Sall : Konl
ATG TGA

500 1000 1500 2000 2500
[y ol e e by by

NS1.SEQ (2782 bps)

Hidl Hiall
© Kph gl ©Xb
T T \ T T T
ATG
a00 1000 1500

1 1 J 1 1 ] ‘ 1 Il 1 ‘ 1
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A Tabela 1 apresenta os resultados de alguns dos blocos de sequéncias
conservadas encontrados, resultantes das analises da regido promotora (PLACE)
dos genes de café, pertencente a familia Phtl de transportadores de Pi. Pode-se
observar que varios blocos de sequéncias conservadas relacionados a fatores de
transcri¢do envolvidos em simbiose tais como OSE2ROOTNODULE, puderam
ser encontrados na regido promotora de todos os genes estudados. Além disso,
blocos conservados relacionados aos fatores de transcricdo MYB (RUBIO et al.,
2001) ja descritos em outras espécies vegetais como envolvidos ho mecanismo
de regulacdo dos genes Phtl, também foram encontrados na regido promotora de
todos os genes estudados. Pode-se observar também que a sequéncia consenso
de resposta a deficiencia de Pi (P1BS) somente foi encontrada na regido

promotora do genel23.



Bloco Sequéncia Frequéncia de ocorréncia em ambas orientagdes

249 1001 NS1 Genl123
-10PEHVPSBD TATTCT - - 1(+) 1(-)
ARRIAT NGATT 6(3+)(3-) 10(4+)(6-) 14(10+)(4-) -
CIACADIANLELHC CAANNNNATC 1(-) 1(9) - 1(9)
MYB2CONSENSUSAT YAACKG - 2(-) - 1(-)
MYBCORE CNGTTR - 2(+) - 1(+)
MYBST1 GGATA 1(+) 2(1+)(1-) 1(+) 2(-)
MYCCONSENSUSAT CANNTG 2(1+)(1-) 2(1+4)(1-) 2(14)(1-) 2(14)(1-)
NODCON1GM AAAGAT - 1(-) 1(-) 1(9)
NODCON2GM CTCTT 2(1+)(1-) 4(2+)(2-) 3(14)(2-) 2(1+)(1-)
NTBBF1ARROLB ACTTTA - 1(-) 3(2+)(1-) 1(+)
OSE1IROOTNODULE AAAGAT - 1() 1(-) 1(-)
OSE2ROOTNODULE CTCTT 2(1+9)(1-) 4(2+)(2-) 32+4)(1-) 2(14)(1-)
P1BS GNATATNC - - - 2(14)(19)
ROOTMOTIFTAPOX1 ATATT 2(+) 10(7+)(3-) 2(1+)(1-) 7(24)(5)
SURECOREATSULTRI11 GAGAC - 1(+) 2(+)
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As sequéncias protéicas resultantes dos contigs foram de 541 aa (contig
1001), 538 aa (contig 249), 540 aa (NS1) e a sequéncia ainda incompleta de 350

aa (genl23). Parte do alinhamento multiplo realizado por meio do programa

CLUSTALW, contendo a regido conservada que caracteriza os transportadores

de Pi da familia Phtl de café, esta apresentado na Figura 4.

P

gi|2570525|LePT2 GVMTTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVF AMQGE 179
gi| 1420873 | 3cPT2 VVMTTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMIEY ANEKTRGAF T AAVFAMOGF 177
gi| 115153871 | 3mPT2 GVMASLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVFAMQGE 176
gi| 115153865 CEPT2 GVMATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVF AMQGE 177
gi| 12657587 |NePT2 GVMATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVF AMQGE 175
gi| 12657589 |NcPT2.1 GVMATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVF AMQGE 175
ctog-249 GVIATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKERTRGSFISAVFANQGE 175
gi|92109220|LiPT3 GVISTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TASVFANQGE 174
gi|2570523 | LePT1 GVHTTLCFFRFULGFGIGGDYPLSATIMSEYANERETRGAF TAAVF AMOGEF 173
gi| 1420871 3cPT1 SVMTTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVF AMOGF 173
gi|1153153542 |CEPT1 SVHATLCFFRFULGFGIGGDYPLSATIMSEYANEETRGAF TAAVF AMOGEF 173
gi| 1181535859 | 3mPT1 SVMTTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVF AMOGF 173
gi| 6177892 |NePTL GVHTTLCFFRFULGFGIGGDYPLEATIMSEVANEETRGAF TAAVF AMOGF 173
gi| 12641853 |NcPT1.2 SVMTTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVFAMOQGE 174
ctg-1001 AVNATLCFFRFULGFGIGGDYPLEATIMSEVANEETRGAF TAAVFAMOGF 174
gi| 56549222 | LePT3 GVIATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAFISAVFANQGE 174
gi| 17065936 3cPT3 GVIATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVFAMQGE 174
gi| 115153874 | CEfPT3 GVVATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVYANQGE 174
gi|115153895| 3mPT3 GVVATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVF AMQGE 174
gi| 159141802 |NcPT3 GVIATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKEETRGAF TAAVFAMQGE 174
N3l SVMATLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKETRGAF TAAVFAMQGE 174
gi|37778562 | HWPTS GVMATLCFFRFULGYVGIGGDYPLIATIISEYSNERSRGSLIAAVFANEGF 174
gi| 60677367 | TaPht 1-myc GVMATLCFFRFULGYVGIGGDYPLIATIISEYSNERSRGSLIAAVFANEGF 174
gi| 6252983353 | LePT4 GVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKATRGAF TAAVFAMOQGY 190
gi| 57472162 | ScPTY GVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKATRGAF TAAVFAMOGY 174
gi|115153925| 3mPT4 SVIGTLCFFRFUWLGFGIGGDYPLSATIMSEYANEATRGAF TAAVFANQGY 174
gi|115153916 | CEfPT4 AVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANESTRGAF TAAVFAMOQGY 174
gi|1153153939 |NtPT4 SVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLSATIMSEYANES TRGAF TAAVFAMOQGY 174
gi| 1158153951 | 3mPTS VVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMIEYANERTRGAFTAAVFAMOGY 174
gi| 62529837 | 3cPTS VVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMIEYANERTRGAF TALVFAMQGY 142
gi| 115153947 | CEPTS VVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMIEYANKRIRGAFTAAVFAMOGY 173
gi|118153959 |NtFTE VUMGTLCFFRFULGFGIGGDYPLSATIMSEYVANERTRGAF TALVFAMOQGY 174
ctg-123 SVMGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYANKERTRGAF TAAVF AMOGY 174
gi|23256477 | McPT4 SVHITLCFFRFULGFGIGGDYPLEATIMIETANKRTRGAF TAAVFAMOGY 171
gi|23600477|0sPT11 AVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMIEYSNEKTRGAF TAAVF AMQGY 180
gi| 60677369 | ZmPTa AVIGTLCFFRFULGFGIGGDYPLIATIMSEYSNEETRGAF TAAVFAMOGY 151
ﬂ‘: :*********_*********1‘**:***:** :**::*::*:**:*_
Figura 4 Sequéncia conservada da familia Phtl obtida pelo alinhamento mdltiplo no - - { Formatado: Fonte: 10 pt
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proteinas de transportadores de Pi da familia Phtl, inclusive nas sequéncias
codificadas pelos genes de café identificados neste trabalho.

Na Figura 5, encontra-se o dendograma filogenético obtido a partir do
alinhamento maltiplo das sequéncias protéicas de diferentes transportadores de
Pi da familia Pht1, obtido por meio do programa ClustalW.

De acordo com a Figura 5 podemos observar que o contig 123 é um
candidato a transportador induzido por micorriza. Ele ficou no ramo do
dendograma onde estéo localizados os transportadores PT4 e PT5 de Nicotiana,
Solanum tuberosum, Solanum melongena, Capsicum frutescens e Lycopersicum.
A familia Phtl possui um dominio caracteristico, ou seja, uma sequéncia de
amino&cidos que é extremamente conservada, mas ocorrem diferengas em outras
regides, as quais podem caracterizar as diferengas nas subfamilias.

O dendograma formou varios grupos, colocando os transportadores PT4
e PT5, que sdo induzidos por micorriza, bem prdximos, onde se encontra
também o contig 123. Os transportadores induzidos por micorriza de gramineas,
gue por serem monocotiled6neas e se diferirem evolutivamente, encontram-se
agrupados em outro ramo, porém proximo ao das dicotileddneas
(KARANDASHOV et al., 2004).
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0i|92109220|LjPT3
NS1
0i|23956477|MtPT4
ctg-123
0i|118153939|NtPT4
gi|118153916|CfPT4
0i|118153925|SmPT4
0i|62529833|LePT4
gi|57472162|StPT4
0i|118153959|NtPT5
0i|118153947|CfPT5
0i|118153951|SmPT5
0i|62529837|StPT5
gi|23600477|0sPT11
gi|60677369|ZmPT6
gi|37778562|HVPT8
gi|60677367|TaPhtl-myc
ctg-1001
0i|2570523|LePT1
0i|1420871|StPT1
0i|118153842|CfPT1
0i|118153859|SmPT1
gi|6177892|NtPT1
0i|12641853|NtPT1.2
0i|56549222|LePT3
0i|17065936|StPT3
0i|159141802|NtPT3
0i|118153874|CfPT3
0i|118153895|SmPT3
ctg-249
0i|118153865|CfPT2
0i|118153871|SmPT2
gi|2570525|LePT2
0i|1420873|StPT2
0i|12657587|NtPT2
0i|12657589|NtPT2.1
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| O singlet NS1 encontra-se em ramo isoladado do dendongrama, proximo
aos agrupamentos dos transportadores de micorriza PT4 e também de LjPT3.
O dendograma apresentado na Figura 5, demostra também, que o contig

1001, foi enquadrado juntamente com transportadores PT1, que podem ser
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condi¢des normais de P, todos em solos néo rizosféricos. Esse contig, portanto,
pode estar envolvido na capacitacdo direta de P (DARAM et al., 1998; NAGY et
al., 2005).

Os transportadores PT3 também se enquadraram em outro ramo
separado, mas alguns desses sdo induzidos por micorriza. Ja o contig 249, ficou
préximo aos transportadores PT2 que séo parecidos com os transportadores PT1,

sendo expressos na deficiéncia de P ou em sua abundancia.

5 CONCLUSOES

A estratégia utilizada neste trabalho permitiu a identificagdo de genes de
café apresentando alta similaridade com proteinas transportadoras de Pi da
familia Phtl, j& descritas em outras espécies vegetais.

O resultado das andlises das sequéncias protéicas dos genes de café
identificados nos permite concluir que quatro novos membros da familia Phtl de
transportadores de Pi foram identificados em café, pois foi constatada a presenca
do domino conservado caracteristico da familia Phtl em todas as sequéncias

identificadas.

//,{Excluido: , ]

corroboram com a funcéo no transporte de Pi, pois foram identificados blocos de
sequéncia conservados relacionados ao transporte de Pi, tais como o P1BS que

esta relacionado a indugdo génica em funcao da deficiéncia de fdsforo.
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CAPITULO 4

Expressdo de genes PHT1 de café por meio de PCR quantitativo em tempo
real (QPCR)
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RESUMO

Genes da familia Phtl sdo transportadores de Pi de alta afinidade e
podem ser induzidos ou ndo por micorrizas. Apds a identificacdo e
caracterizacdo in silico de sequéncias protéicas de transportadores Phtl em café,
foram desenhados primers especificos para os contigs 249, 1001, 1263, 123 e 0
singlet NS1 para a realizagdo de gPCR. Foi extraido o RNA total de folhas de

7777777777777777777777777777 - - { Excluido: -se ]
tratamento controle de plantas ndo inoculadas com micorriza e plantas
inoculadas com uma mistura de fungos, ap6s uma semana da aplicacéo de P.
Também foi extraido o0 RNA total de raizes de café de plantas ndo inoculadas e
inoculadas com uma mistura de fungos, ambas sem aplicacdo de P e com 5 horas
de aplicacéo de P, para avaliagdo dos niveis de expressdo dos transportadores.
Apos o tratamento das amostras de RNA com DNAse, foi realizada a sintese de
cDNA a partir de pools de 3 repeticbes biologicas do RNA total de raizes e /{Formatado: Fonte: Italico ]
folhas, dos diferentes tratamentos. Foi utilizada a ubiquitina como gene

constitutivo para a normalizacdo dos resultados. Os genes NS1 e 1001 séo

induzidos em folhas de café pela presenca de micorriza nas plantas. Ja em raizes,

0 gene NS1 € reprimido pela associacdo com micorriza e também pela adubacéo

,/K{Excluido: , J

folhas de café de mudas micorrizadas. JA em raizes, 0s genes 249/1263 foram
induzidos pela aplicacdo de P na presenca e auséncia de micorriza. O contig 123
ndo apresentou expressdo em folhas, mas apresentou expressdo significativa em
plantas micorrizadas com e sem aplicacdo de P em relagdo as plantas nédo
micorrizadas.

Palavras-chave: RNA. gPCR. Genes. Transportadores. Primers.
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ABSTRACT

Phtl family genes are Pi transporters and can be induced or not by
mycorrhizae. After the identification and in silico characterization of protein
sequences of coffee Phtl transporters, specific primers were designed for contigs
249, 1001, 1263, 123 singlet and NS1 to perform gPCR. Total RNA was
extracted from coffee leaves, following the Concert modified protocol of a
control plant not inoculated with mycorrhizae and plants inoculated with a
mixture of fungi, one week after application of P. Also, total RNA was extracted
from coffee roots of plants uninoculated and inoculated with a mixture of fungi,
both without P application and 5 hours of application of P, to evaluate the
expression levels of Phtl transporters. After treatment of RNA samples with
DNAse, the cDNA synthesis of pools of three biological replicates of total RNA
from roots and leaves of different treatments was carried out. Ubiquitin was used
as constitutive gene for normalization of results. The NS1 genes and 1001 were
induced in coffee leaves in the presence of mycorrhizal plants. In roots, the NS1
gene is repressed by association with mycorrhizal and also by fertilization with
P. In contrast, genes 249/1263 had reduced expression in leaves of inoculated
coffee seedlings. In roots, 249/1263 genes were induced by application of P in
the presence and absence of mycorrhiza. The contig 123 showed no expression
in leaves but showed significant expression in mycorrhizal plants with and
without P application in respect of non-mycorrhizal plants.

- { Excluido: m
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1 INTRODUCAO

No decorrer da evolugdo, as plantas desenvolveram varios mecanismos
adaptativos a deficiéncia de fosfato. Alteracfes no crescimento e na arquitetura
radicular, bem como o aumento na producdo de fosfatases, RNAses e
transportadores de fosfato j& foram comprovados como parte desses mecanismos
(RAGHOTAMA, 1999).

Diversas evidéncias tém indicado que muitas das alteracdes
bioguimicas, fisiolégicas e morfolGgicas, que ocorrem como respostas a
deficiéncia, estdo associadas a mudancas na expressdo génica (HAMMOND;
BROADLEY; WHITE, 2004). Tais mudanc¢as surgem como uma resposta direta
e especifica a deficiéncia de fosfato e, alguns dos genes induzidos estdo
diretamente envolvidos no aumento da disponibilidade de Pi e em promover sua
maior absorcao.

Assim, o isolamento de genes de plantas que codificam transportadores
de fosfato (TP), similares aos encontrados em leveduras e fungos, deu origem a
familia Pht-1 de transportadores de fosfato que atuam na absorcao, transporte e
reciclagem de Pi na planta. De acordo com Smith (2002), a resposta desses
genes € consideravelmente intensificada sob a privacao por fosforo, seguida da
desativagdo diante da disponibilidade do nutriente, como demonstrado
inicialmente para os genes Pht-1;1 e Pht-1;2 de Arabidopsis.

Nesse sentido, fica claro que o entendimento dos mecanismos
moleculares de absorcdo de fosforo, assim como as suas bases genéticas e sua
visando qualidade e produtividade (MITSUKAWA et al., 1997).

Pesquisas em plantas como tomateiro, batata, fumo, arroz, Hourdeum

transportadores de fosfato radiculares possuem respostas similares aos genes

- {Excluido: ,

- {Excluido: ,
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Pht-1;1 e Pht-1;2 de Arabidopsis, ou apresentam expressdo constitutiva ou
induzida pela deficiéncia de Pi, ou ainda serem induzidos com o efeito da
simbiose com micorriza arbusculares.

Diante do exposto, o objetivo deste capitulo foi o de analisar a expressao

dos genes transportadores de fosforo (familia Phtl) em plantas de café.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Expressédo de genes transportadores de Pi em diferentes espécies

Membros da familia transportadora de Pi Phtl tém sido identificados em
uma grande variedade de espécies vegetais tais como Arabidopsis, arroz,
Medicago truncatula e tomate. Muitos desses transportadores Sao expressos na
raiz e mostram elevados niveis de transcricdo quando em crescimento em
condicBes de baixos teores de Pi. Das sequéncias do genoma do arroz e
Arabidopsis todos os transportadores da familia Phtl estdo revelados, sendo que
essas espécies possuem 9 e 13 membros, respectivamente. Oito dos nove
transportadores de Arabidopsis sdo expressos na raiz e quatro desses em células
epidérmicas. Em contraste, hd menor abundancia nos tecidos aéreos (MUDGE et
al., 2002).
levaram ao isolamento de quatro cDNAs induzidos, sendo dois deles homologos
aos genes parA e parB de N. tabacum (EZAKI; YAMAMOTO; MATSUMOTO,
1995).

Ja em Brassica nigra, foram constatadas como respostas a deficiéncia de
fosfato, a sintese de novo de fosfatases &cidas (DUFF; PLAXTON; LEFEBVRE,
1991), bem como a inducdo de uma fosfofrutoquinase dependente de PPi
(THEODOROU; PLAXTON, 1994).

- {Excluido: Emc
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Em tomate (Lycopersicon esculentum L.), observou-se o aumento da
expressio de Ca*-ATPase (MUCHHAL; RAGHOTHAMA, 1995) e maior
atividade de fosfatase &cida, fitase e ribonuclease, enzimas mobilizadoras de
fosfato (BOSSE; KOCK, 1998).

Um estudo envolvendo Arabidopsis thaliana e tomate encontrou
evidéncias de que genes induzidos pela deficiéncia de fosfato estdo submetidos a
uma regulacdo negativa, permanecendo reprimidos na presenga do nutriente
(MUKATIRA et al., 2001).

Trabalhando com tremogo branco (Lupinus albus), uma espécie

conhecida por sua tolerancia a baixa disponibilidade de Pi, Uhde-Stone et al.

(2003) identificaram 35 genes induzidos durante a formagao de raizes protegjdes - -

promovida como resposta a deficiéncia de P, incluindo genes envolvidos na
aquisicao e reciclagem de Pi (fosfatases acidas) e na sintese de acidos organicos
(malato e citrato).

Com relagdo aos transportadores de fosfato de alta afinidade de plantas,
estes possuem maior similaridade de sequéncia com transportadores de levedura
e N. crassa, associados ao cotransporte de prdtons e foram identificados
principalmente a partir de raizes de diversas dicotiledoneas (HARRISON;
DEWBRE; LIU, 2002).
para a identificacdo de varios homologos em outras espécies vegetais, tais como
batata (StPT1 e StTP2) (LEGGEWIE; WILLMITZER; RIESMEIER, 1997),
Mendicago truncatula (MtPT1 e MtPT2) (CHIOU; LIU; HARRISON, 2001;
LIU; TRIEU; BLAYLOCK, 1998), e tomate ( LePT1 e LePT2) (DARAM et al.,
1998; LIU et al., 1998), além de outros eucariotos, destacando-se a alga verde
Chlamydomonas reinarhdtii. Nesta alga, o acimulo de diversos mMRNAs
correspondentes a proteinas ribossomais e enzimas envolvidas no catabolismo
da glicose durante a deficiéncia de fosfato (DUMONT et al., 1993).

P { Excluido: 6
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A finalizacdo do sequenciamento do genoma da Arabidopsis permitiu a
identificagdo de nove genes presumiveis de transportadores de fosfato de alta
afinidade, denominados de Phtl-1 a Pht1-9 (ALMEIDA, 2002; MUDGE et al.,
2002), da familia Pht-1 (Tabela 1).

; . " Formatado: Recuo: A
. Q
Nomeclatura de Genes de Plantas e nomes formais descritos: “banco esquerda: 0 cm,

de dados do genoma de Arabidopsis MATDB (www.mips.biochem.mpg.de/pr Deslocamento: 1,3 cm

oj/thal/db/index.html)  (LIU et al, 1998; °MUCHHAL; PARDO;
RAGHOTHAMA, 1996; "OKUMURA et al., 1998; °SMITH; ROBSON;
ABBOTT, 1992)

Nome dos genes Nomes formais dos genes Cddigo da proteina
(MUDGE et al., 2002) Por outros autores (banco de dados MATDB¥*)
ARAth; Phtl ; 1 PHT1®, APTP2S, AtPT1" At5g43350
ARAth; Phtl; 2 PHT2, APTP1°, At5943370
ARAth; Phtl; 3 PHT3®, APTP1°, At5043360
ARAth; Phtl; 4 PHT4, APTP4®, At2938940
ARAth; Pht1 ; 5 PHT5®, APTP2¢, At2g32830
ARAth; Phtl ; 6 PHT6" At5g43340
ARAth; Phtl ;7 i At3g54700
ARAth; Phtl ; 8 ’ At1g20860
ARAth; Phtl; 9 i At1g76430

Fonte: Almeida (2002)

Os transportadores de fosfato de alta afinidade j& clonados e
caracterizados consistem de proteinas integrais de membrana do tipo multipass,
compostas por doze dominios transmembranares separados em dois grupos de
seis, através de uma regido peptidica hidrofilica. Essas sdo carateristicas
especificas de proteinas transportadoras de acUcares, ions, antibidticos e
aminoacidos (HENDERSON, 1993).
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Os vérios genes HATP clonados foram usados para complementar o
mutante pho84 de leveduras, que é deficiente de transportador de alta afinidade
de fdsforo. O cDNA de MtPT1 de Medicago truncatula foi capaz de
complementar o mutante pho84, registrando um Km de 192 uM. Os transcritos
de MtPT1 e MtPT2 estdo presentes nas raizes e aumentam a concentracdo sob
caréncia de Pi, porém, sdo suprimidos pelo desenvolvimento de micorrizas.
Ambos os transcritos ndo foram detectados nas folhas (LIU; TRIEU;
BLAYLOCK, 1998).

De acordo com Fang et al. (2009), miRNA399 teria por alvo AtPHO?2,
silenciando-o e assim regulando processos envolvidos no transporte de Pi, tais
como carregamento, redistribuicdo e reciclagem. Sugere-se que durante
condic¢des normais de disponibilidade de Pi, PHO2 limite o carregamento de Pi
na raiz mantendo a reciclagem e redistribuicdo nas folhas. No inicio da
deficiéncia, sdo induzidos miRNA399 e AtIPS1, PHO2 é protegido e nao
reprimido, porém conforme aumenta o estresse a quantidade de miRNA399
aumentaria a ponto de superar AtIPS1 e PHO2 seria reprimido aumentando o
carregamento de Pi para a parte aérea.

Em M. truncatula e batata, foram claramente demonstrados que
MtPT1/MtPT2 e StPT1/StPT2 ndo estdo envolvidos no transporte de fosfato
mediado por simbiose com micorrizas arbusculares (MA), uma vez que estes
simbidtica (CHIOU; LIU; HARRISON, 2001; LIU; TRIEU; BLAYLOCK,
1998).

O gene OsPT11 também possui inducdo especifica, induzida por
colonizagdo com micorrizas em arroz, e independente do estado nutricional das
plantas ou disponibilidade de P na rizosfera (PASZKOWSKI et al., 2002).

De acordo com Almeida (2002), estudos evidenciam que boa parte dos

transportadores de alta afinidade, membros da familia Pht-1 s8o

- {Exclul’do: s
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preferencialmente expressos na raiz, envolvidos na absorcdo de fosfato da
solucdo do solo. De fato, esses genes foram originalmente isolados de
bibliotecas de cDNA provenientes de raizes.

Os promotores de Phtl-1, Phtl-2, Phtl-3 e Phtl-4 direcionaram a
expressao para a epiderme das raizes, sendo induzidos quando as plantas
cresceram em solos contendo baixa concentracao de Pi, de modo semelhante aos
transportadores de alta afinidade descritos para tomate LePT1 e LePT2 (LIU et
al., 1998).

Alguns transportadores de fosfato processam o carregamento de Pi para
o xilema ou floema, transporte para células das raizes, folhas, flores e tecidos de
reserva, e o efluxo de fosfato para fora da raiz também (RAGHOTHAMA,
1999).

A identificacdo de pelo menos 16 transportadores de fosfato no genoma
da Arabidopsis e 13 no de arroz sugerem que as plantas possuem multiplos TP
funcionais em tecidos e érgaos especificos (RAGHOTHAMA, 1999).

A regulacdo do transporte de fosforo por modificacdes pos-traducionais,
em especial via glicosilagdo ou fosforilagdo, € uma evidéncia consistente
presente nos sitios regulatorios fortemente conservados nas sequéncias de
aminoacidos de TP em mono e dicotileddneas (SMITH, 2002).

De acordo com Muchael e Raghothama (1996), até o momento nao
foram identificados transportadores de baixa afinidade expressos em raizes, o
que é compreensivel ao se considerar que as plantas evoluiram sob baixa
disponibilidade de Pi.

Quando ha disponibilidade de P, a baixa atividade de PHO2 conduz ao
aumento na expressao de genes transportadores de Pi na raiz (Pht1,8 e Pht1,9) e
de membros da familia génica IPS/At4 (DOERNER, 2008).



94

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Extracdo do RNA

A extracdo foi realizada seguindo o protocolo Concert modificado, no
Laboratério Central de Biologia Molecular da UFLA (LCBM), de raizes de
plantas de C. arabica cultivar catuai, inoculadas com uma mistura de fungos
micorrizicos e de plantas ndo inoculadas, ambas com aplicacdo de fésforo e sem
aplicacdo de fosforo e também de folhas de plantas inoculadas com a mistura de
fungos e de plantas sem a inoculagdo dos fungos, ambas com aplicacdo de

fosforo, seguindo-se assim:

para homogeinizacdo durante 2 minutos. Os eppendorfs foram deixados na
horizontal apds homogeinizagdo por 10 minutos em temperatura ambiente.

Logo apds esses procedimentos, foi realizada uma centrifugacdo do
material por 5 minutos a 4°C em RPM maxima com preparo de novos
eppendorfs com Nacl 5M no volume de 100 pl para transferéncia da fase liquida
do material centrifugado, com posterior transferéncia da fase liquida para os
novos eppendorfs com Nacl e adicio de 300 pl de cloroférmio e
homogeinizacdo do material no vortex por 1 minuto, com centrifugacdo por 10
minutos a 4°C em RPM méxima e repeti¢do do processo de adi¢do de Nacl e
cloroférmio com homogeinizacdo e centrifugacdo por mais uma ou duas vezes.

A coleta da fase superior foi realizada, transferindo-a para novos
eppendorfs com adicdo de 550 pl de isopropanol ao material transferido,
fazendo inversdo por aproximadamente cinco vezes, deixando os eppendorfs por
uma hora no freezer a -20°C, com estes na posi¢do vertical, com posterior

centrifugacdo por 25 minutos a 4°C em RPM méxima.
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Foi descartada a fase liquida, tomando cuidado com o pellet e
adicionando aos eppendorfs, etanol 75% no volume de 600 pl, sendo
centrifugado por 5 minutos a 4°C em RPM maéaxima e logo apos descartando o
etanol e aplicando banho-maria & 37°C aos eppendorfs até secar e
ressuspendendo o pellet em 20 pl de agua Milli-Q autoclavada. As etapas de
extracdo foram realizadas no gelo para ndao haver degradacdo do material devido

a quantidade de amostras extraidas.

3.2 Tratamento com DNA’se

Foi utilizado o Kit Turbo DNA Free da Ambion para tratar o material

e 22 pl de RNA diluido em agua. Este volume de solucdo foi colocado em
banho-maria por 30 minutos a 37°C, apds esse procedimento foi colocado 2,5 pl
de solucdo de parada da reacdo a qual foi deixada por 2 minutos em temperatura
ambiente. Ao final, coletou-se 20 pl desta solugdo final de RNA tratado, que foi
centrifugado por um minuto e meio a 10.000 rpm para a confec¢do dos cDNAs.
(tampéo), com 1,5 pl de brometo dietideo para a verificagdo da auséncia de
DNA.

- {Excluido: s
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3.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi feita com o Kit “Hight Capacity” da APPLIED
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foram normalizados para uma concentragdo final de 1 pg. Foi utilizado para

cada tubo o seguinte volume dos componentes, para cada amostra.

Buffer 12,4
d NTP's 4,96
Primer's 12,4
Enzima 6,2

Agua 26,04

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4

Temperatura °C 25 37 85 4
Tempo (minutos) 10 120 5

3.4 PCR quantitativo (qPCR)

- {Formatado: Fonte: 10 pt
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Na Tabela 4, estdo listados os pares de primers desenhados para cada

gene candidato. Esses primers foram ressuspendidos em agua Milli-Q com a

utilizacdo de ponteiras com filtro (para evitar contaminacdo),

concentragdo de 100 uM e posteriormente diluida para 10 uM em outro tubo,

constituindo-se a amostra de trabalho.

a uma
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A _JC

Jabela 4 Descricdo do primers desenhadog, T { Excluido: {
ﬂf\\\\ ‘[ Formatado: Fonte: 10 pt
Gene Sequéncia do Primer \\\{ Formatado: Fonte: 10 pt
1263-F 5 TTTGTTGTGCCGGCTGAAA 3' (Formatado: A esquerda
1263-R 5' CGAATGCCCCAACTATTGCT 3
NS1-F 5' GGCGTTTTCGCCATGATAAT 3'
NS1-R 5' AATCCGCTTGCGGGATAGTT 3'
249-F 5' ACTAAGCTGCTGGGACGCATT 3'
249-R 5'CCAAGGCAACACCAGTGACA I
1001-F 5' GCTGCAGTGTTTGCTATGCAA 3'
1001-R 5' ATGCAGGAGCAGGAAATCCA 3
HP 123.2-F S'TTTTCGCAGGCCTCGTTTC 3
HP 123.2-R 5 GTGGTCCGCATGGTATGATG 3
UBQ-F 5" AAGACAGCTTCAACAGAGTACAGCAT 3’
UBQ-R 5’ GGCAGGACCTTGGCTGACTATA 3’

A reacdo de gqPCR foi realizada utilizando-se os componentes das

Tabelas 5 e 6 descritas a seguir:

L J

Jabela5 Componentes e quantidade para reacifo degPCR _ -~ { Formatado: Fonte: 10 pt
- - { Excluido: .
| Componente Quantidade \:\\‘[Excluido:‘ﬂ
Syber Green 50 \{ Formatado: Fonte: 10 pt
Primer Foward
(10uMm) 0,2
Primer Reverse
(10uMm) 0,2
Agua 2,6

cDNA (1/50) 2,0
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“~_ - { Formatado: Fonte: 10 pt

| Tabela 6 CondicBes para reacdo de gPCR,

' "~ Formatado: A esquerda,
Temperatura em °C Tempo (segundos) Ciclos N FsEagamento entre linhas: 1,5
50 oh 0 . inha :
| {Exclmdo: 1
95 300 1
95 3 40
60 30 40

Apos a realizacdo de um ensaio com as dilui¢des das amostras de cDNA
de 1:10, 1:50 e 1:100, verificou-se que a melhor diluicdo para a conducdo dos
experimentos foi a de 1:50 visto que, o inicio da curva de amplificacdo, se deu
por volta do ciclo de nimero 26 na reacéo de qPCR.

Para a verificacdo de auséncia de contaminacéo dos primers e, possivel
inespecificidade desses, foi realizada a curva de dissociacdo das reacdes e, com a
curva gerada foi possivel confirmar a presenca de um Unico produto, com uma
mesma temperatura de dissociagéo.

A quantificacdo de transcritos dos genes pesquisados foi realizada por
meio de anélises por PCR Quantitativo em tempo real (QPCR) tendo os
transcritos do gene constitutivo da ubiquitina como padrdo interno na
normalizacdo dos dados. As reacdes foram realizadas em triplicatas.

Os dados dos experimentos de qPCR, foram analisados pelo préprio
programa da APLIED BIOSSYSTEMS.

- { Excluido:
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4.1 Analises dos resultados de g PCR para genes de café da familia PHT1

Nos anexos, encontram-se na Figura 1, as curvas de dissociagdo dos
cinco pares de primers com apenas um pico formado, indicando a formacg&o de
um dnico produto.
os resultados foram comparados em um Gnico grupo bioldgico, considerando

como normalizador, a ubiquitina. Como pode ser observado nos dados

al.,, 2005). Em contraste, os genes codificados pelo contig 123 e NSI,
apresentaram baixa expressdo em folhas, corroborando com os resultados
encontrados em Medicago truncatula.

que de um modo geral, ndo foram observadas diferencas significativas de
expressdo génica quando se compara os tratamentos de folhas de plantas

micorrizadas ou na auséncia de micorriza. Entretanto, diferenga significativa foi

4). Neste caso, observa-se, niveis de expressdo de NS1 mais elevados em folhas - -
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123 e singlet NS1 sendo a ubiquitina utilizada como gene normalizador.
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Observa-se que a aplicacdo de P no caso das plantas ndo micorrizadas
influenciou a expressdo em raizes (Figura 3-painel direito), de todos os genes
Phtl de café estudados. Somente foi observada uma reducdo nos niveis de
expressao de NS1, com a aplicacdo de P em plantas ndo micorrizadas e inducéao
para todos os outros genes estudados. JA no caso de plantas micorrizadas,
observa-se que somente o gene 123, apresentou maiores niveis de expressdo,
com a aplicacao de P (Figura 3-painel direito). Na auséncia de P, o tratamento
com micorriza induziu significativamente a expressdo do gene 123, indicando
gue esse transportador possa ser_induzido por micorriza, porém diferentemente
do que se observa na literatura, esse gene apresentou também alta expressdo com
a aplicacdo de P. Nestas mesmas condi¢des (auséncia de P; auséncia e presencga
de micorriza), observa-se também que houve um pequeno aumento na expressao
em raises micorrizadas dos genes 249 e 1263, porém, o incremento na expressao
desses genes foi maior em raizes com a aplicacdo de P e auséncia de micorriza
(Figura__3-painel direito), indicando que esses membros possam ser
transportadores de baixa afinidade, transportando o Pi quando esse esta presente
em concentracdes mais elevadas. Ja o0 gene NS1 apresentou maiores niveis de
expressao em raizes de plantas ndo micorrizadas, com auséncia da aplicacdo de
P. Este dado pode indicar que esse transportador seja membro da familia Phtl de

nutriente.
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Figura 4 Dados da expressdo relativa (qPCR) dos genes NS1 e 1001, em folhas (painel superior) e raizes (painel inferior) de C._ (= 0 o "o oy

arabica cultivar catuaf de plantas micorrizadas e ndo micorrizadas, na auséncia e presenca de aplicacéo de P. Os graficos
da esquerda sdo do gene NS1 e os da direita do gene 1001, todos analizados utilizando-se a ubiquitina como controle
enddgeno
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observar que a expressdo do gene NS1 ¢ induzida em folhas de plantas de café
micorrizadas (painel superior esquerdo). Observa-se também, que na auséncia de
aplicacdo de P, a expressdo do gene NS1 é significativamente reduzida em raizes
de plantas de café micorrizadas.

Além disto, observa-se claramente pelos dados da Figura 4 (painel
inferior esquerdo), que na auséncia de micorriza, ocorre também uma reducéo
significativa na expressao do gene NS1 em funcéo da aplicacdo de P.

Pode-se observar também uma tendéncia de inducdo do gene 1001 em
folhas de café micorrizadas (Figura 4-painel superior direito), mesmo que nao
significativa. Ocorreu também uma tendéncia na expressdo de plantas néao
micorrizadas e com aplicacéo de P ja mencionada anteriormente.

Na Figura 5, podemos observar que houve uma tendéncia de maior
expressdo dos genes 249 e 1263 em folhas de plantas ndo micorrizadas (painel
superior), mesmo ndo sendo estatisticamente significativa.

Os dados apresentados no painel inferior tanto para o gene 249, quanto
para 0 gene 1263, mostram que na presenca do P ocorre um aumento na
expressao desses genes em raizes das plantas de café, micorrizadas ou ndo em
relacdo as plantas sem aplicagdo de P, sendo maior na auséncia da micorriza.
Como comentado anteriormente nos dados da analise global, esses genes podem
estar envolvidos com a captacdo de P quando esse estd presente em altas

concentracdes no solo.
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| 5 CONCLUSOES

Os dados de expressao relativa por gPCR apresentados neste trabalho,
indicam que tanto a associa¢do com fungos micorrizicos como os tratamentos de

aplicacdo de fosforo afetam a expressdo dos genes Phtl analisados,

corroborando com a hipétese de que devido a similaridade da sequéncia protejca - -~ { Excluido: ¢
observada nos trabalhos descritos no Gapitulo 2, a fungéo desses genes ppgg///{EXC'u"doz ¢
estar realmente associada ao transporte de Pi em plantas de café.
A partir dos dados apresentados, pode-se concluir que a expressdo do

| gene NS1 é induzida em folhas de plantas de café micorrizadas. Além disg,oﬁ,f///{EXCIU"dOZt
observou-se também, que na auséncia de aplicacdo de P, a expressdo do gene
NS1 ¢ significativamente reduzida em raizes de plantas de café micorrizadas.

| Redugdo significativa na_expressio_do_gene NSL em _raizes, também foi -~ } ZE:::ZZ

observada no tratamento com aplicacdo de P, na auséncia de micorriza.

Né&o foi observada expressdo do gene 123 em folhas, caracteristico de
genes transportadores de P induzidos por micorriza. Além disto, observou-se que
em raizes de plantas de café micorrizadas com ou sem aplicacdo de P a

expressdo deste gene foi mais elevada em relagdo a plantas ndo micorrizadas.
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| ANEXOS
| Tabela 1 Anélise de variancia para area foliar, - { Excluido: §
FV GL SQ QM Fc Pr>Fc o ‘[ Formatado: Fonte: 10 pt
TRATAMENTO 5 5189.116967 1037.823393 21.722 0.0000
SEM FOSFORO 1 3.168400 3.168400 0.066 0.7990
TRATAMENTO*SEM FOSFORO 5 541.427867 108.285573 2.266 0.0802
ERRO 24 1146.675267 47.778136
TOTAL CORRIGIDO 35 6880.388500
|
| Tabela 2 Anélise de variancia de peso foliar, - { Formatado: Fonte: 10 pt
| FV GL sQ QM Fe Pr>Fc " {Excluido: 1
TRATAMENTO 5 0.111156 0.022231 12.621 0.0000
SEM FOSFORO 1 0.001838 0.001838 1.043 0.3173
TRATAMENTO*SEM FOSFORO 5 0.021617 0.004323 2.454 0.0623
ERRO 24 0.042276 0.001761

TOTAL CORRIGIDO 35 0.176886
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FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 5 0.230685 0.046137 9.840 0.0000
SEM FOSFORO 1 0.000695 0.000695 0.148 0.7036
TRATAMENTO*SEM FOSFORO 5 0.022108 0.004422 0.943 0.4714
ERRO 24 0.112526 0.004689
TOTAL CORRIGIDO 35 0.366014
| Tabela 4 Anélise de variancia em niimero de esporos

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
TRATAMENTO 5 47675842.944444 9535168.588889 19.043 0.0000

ERRO 12 6008485.333333 500707.111111

TOTAL CORRIGIDO 17 53684328.277778
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| Tabela 5 Anélise de variancia para % de colonizago
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FV
FUNGO
TEMPO
FUNGO*TEMPO
ERRO

TOTAL CORRIGIDO

GL
5
1
5

24

35

SQ
4.794.916.667
26.694.444
43.805.556

297.333.333

5.162.750.000

QM
958.983.333
26.694.444
8.761.111

12.388.889

Fc Pr>Fc
77.407 0.0000
2.155 0.1551

0.707 0.6238
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Figura 1 Curvas de dissociagdo dos cinco pares de primers utilizados neste trabalho. A) Contig 123, B) Contig 249, C) Contig «/ | Deslocamento: 1,25 cm

1001, D) Contig 1263 e E) Singlet NS1
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