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RESUMO: Tem sido proposto que, além do etileno,
o horménio vegetal acido abscisico (ABA) exerce
uma importante fungdo no estabelecimento e
desenvolvimento da micorriza arbuscular (MA). Para
verificar se a colonizacdo reduzida observada em
mutantes sitiens (sit) é dependente da producdo de
etileno, os mutantes de tomateiro superprodutor de
etileno, epinastic (epi) e deficiente em ABA (sit)
foram inoculados com G. clarum. A expressao
diferencial dos genes que codificam enzimas chave
na via de biossintese do etileno (LeACO4) e na via
de biossintese de ABA (LeNCED) foi avaliada por
PCR quantitativo em tempo real. A colonizagédo
intrarradicular de G. clarum nos mutantes epi e sit foi
significativamente reduzida em relagdo ao MT. O
gene LeACO4 apresentou indu¢do no acumulo de
transcritos em raizes micorrizadas de MT, enquanto
que em raizes micorrizadas do mutante epi nao foi
observado aumento do acumulo de transcritos,
demonstrando  que LeACO4 ¢é regulado
positivamente pela inoculagdo com G. clarum. Além
disso, LeACO4 foi significativamente induzido em sit
mostrando que a superproducdo de etileno
observada neste mutante pode ser via ACC oxidase.
Por fim, inducdo no acumulo de transcritos do gene
LeNCED foi observada em todos os gendtipos
micorrizados, demonstrando que LeNCED é
regulado positivamente pela inoculagdo com G.
clarum e que o etileno regula a expressdo de
LeNCED. A superproducéo de etileno e a deficiéncia
em ABA contribuem para a susceptibilidade do
tomate a infec¢do por G. clarum.

Termos de indexacdo: micorriza arbuscular, Micro-
Tom, PCR em tempo real.

INTRODUCAO

Micorriza arbuscular (MA) é uma associacao
simbidtica entre fungos da divisdo Glomeromycota e
a maioria das espécies vegetais (Smith & Read,
2008). Essa simbiose é uma estratégia eficaz que
melhora o estado nutricional de ambos os parceiros.
O estabelecimento e funcionamento da simbiose
requerem um alto grau de coordenacdo entre o0s
dois parceiros com base em um didlogo molecular

finamente regulado (Hause et al.,, 2007). Algumas
das alteragcbes fisiologicas que ocorrem no
hospedeiro durante a simbiose estéo relacionadas a
modifica¢cdes na abundancia relativa de fitorménios
(Hause et al., 2007).

Sabe-se que o etileno, um fitorménio gasoso com
varias fungbes no crescimento e desenvolvimento
da planta, € um modulador na regulacdo da
formacdo e desenvolvimento das MAs (Zs6gon et
al., 2008; Fracetto et al., 2013). A superproducao de
etileno reduz a colonizagdo micorrizica, como
demonstrado no mutante epi de tomateiro, enquanto
gue a insensibilidade ao etileno (mutante Never
ripe), aumenta a taxa de colonizagdo nos estagios
iniciais do desenvolvimento da MA. Aos 16 dias
apés a inoculagdo, o0s niveis de transcritos
codificando enzimas anti-oxidantes eram maiores e
os transcritos codificando Chi3 e Chi9 eram
menores do que a planta selvagem (Fracetto et al.,
2013). Esses resultados mostram que os efeitos do
etleno sdo mais provavelmente através da
modulacdo da via de sinalizagdo que regula o
sistema de defesa vegetal.

Tem sido proposto que ABA também é
necessario para o desenvolvimento de MAs.
Decréscimo na colonizagdo intrarradicular por
Glomus intraradices foi observado no mutante de
tomateiro sitiens (deficiente em ABA) em relacédo as
plantas selvagens (Herrera-Medina et al., 2007).
Rodriguez et al. (2010) demonstraram que sitiens
tem uma grande limitacdo na colonizagcdo fangica
intrarradicular bem  correlacionada com sua
incapacidade na biossintese de ABA, e que este
mutante produz altos niveis de etileno.

O objetivo deste trabalho é determinar se o
desenvolvimento de MA em mutantes hormonais de
tomateiro da cultivar Micro-Tom superprodutor de
etileno (epinastic) e deficiente em ABA (sitiens) esta
associada a expressao de genes que codificam
enzimas da via biossintética do etileno (ACC
oxidase) e da via biossintética do ABA (NCED).

MATERIAL E METODOS

Material vegetal e fungo micorrizico arbuscular
(FMA)



XXXV Congresso
Brasileiro de

-

el

X/ A

Ciéncia do Solo v\\g‘?

Mutantes de tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill. Syn Solanum lycopersicum L.) superprodutor de
etileno (epinastic), e deficiente em ABA (sitiens)
foram obtidos do “Tomato Genetic Research Center”
(Universidade da Califérnia, Davis) e introgredidos
no modelo genético Micro-Tom (MT), obtidos de
“Weizmann Institute of Science” (Israel). Glomus
clarum foi multiplicado em associacdo com raizes de
Brachiaria decumbens em vasos contendo areia e
vermiculita como substrato, em condicdes de casa-
de-vegetacdo. Sementes de MT e dos mutantes
epinastic (epi) e sitiens (sit) foram semeadas em
bandejas de isopor® contendo substrato esterilizado
composto por areia lavada e vermiculita (2:1, v/v).
Plantulas que apresentavam trés folhas verdadeiras
foram transplantadas para vasos plasticos contendo
400 g do substrato e adubadas de acordo com
Fracetto et al. (2013).

A inoculagdo com o fungo micorrizico G. clarum
foi realizada no momento do transplantio. O in6culo
(aproximadamente 10 mL) era constituido de uma
mistura de solo, esporos fangicos e fragmentos de
hifas e raizes de Brachiaria decumbens colonizadas,
obtidas de vasos de multiplicagdo. Tratamentos
controle ndo micorrizados foram inoculados com
uma mistura de solo e raizes de B. decumbens néo
micorrizadas (10 mL).

Os tratamentos foram arranjados em blocos
casualizados, com 6 repeticbes por tratamento. O
experimento foi conduzido em condi¢cbes de casa-
de-vegetagdo, com temperatura média de 28 °C e
umidade relativa de 50%.

A colheita foi feita 37 dias apds inoculacdo. As
raizes foram lavadas em agua corrente e 0 excesso
de umidade foi removido com papel absorvente.
Foram retirados pequenos fragmentos ao longo de
toda a raiz para avaliacdo da colonizagédo
intrarradicular. As raizes restantes foram congeladas
em N, liquido e armazenadas a -80 °C.

Para avaliagdo da colonizagdo micorrizica, as
raizes foram tratadas com de KOH 10% a 90 °C por
30 min e transferidas para uma solucdo 5% de tinta
Quink diluida em solucédo de acido acético 5% a 90
°C durante 3 min, lavadas em acido acético 5% e
armazenadas em lactoglicerol. A taxa de
colonizacdo foi determinada pela presenca de
estruturas fangicas no tecido cortical de acordo com
Giovanetti e Mosse (1980).

Os dados foram analisados através do programa
Sisvar Versdo 5.1. Para normalizacdo, os dados
foram transformados para arc sen (x+1)®°. As
médias dos tratamentos foram comparadas pelo
teste de Tukey (p<0,05).

Extracdo de RNA, sintese de cDNA e andlise da
expressdo génica por PCR quantitativo em
tempo real (RT-qPCR)

Para obter material vegetal suficiente, duas
repeticdes de cada tratamento foram
homogeneizadas formando uma amostra composta,
totalizando trés repeticdes biolégicas. As raizes
congeladas foram maceradas em almofariz
contendo N liquido e a extracdo de RNA total foi
realizada utilizando-se Trizol®.

A concentracdo e pureza de RNA total foram
determinadas por espectrofotometria a 260 nm e
280 nm. A integridade do RNA foi verificada através
de eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1,2
% utilizando-se brometo de etideo (0,5 pg mL™) para
visualizacdo do mesmo.

O RNA total foi tratado com DNase | (Invitrogen),
e a sintese da primeira fita de cDNA foi feita
utiizando o sistema de transcriptase reversa
SuperScript Il (Invitrogen).

A expressao dos genes que codifica as enzimas
ACC oxidase (LeACO4) e 9-cis-epoxicarotendide
dioxigenase (LeNCED1) foi determinada utilizando
andlises de RT-gPCR, e o gene do rRNA 18S como
um controle constitutivo. Os iniciadores foram
LeACO4 (Anstead et al., 2009) e LeNCED (Nitsch et
al. 2009) As reacdes de PCR foram realizadas em
solucdo contendo 1 pL da diluicAo de cDNA 1:10
(v/v), 10 pM de cada iniciador e 5 pL de Platinum
SYBR-Green gPCR Super Mix-UDG 2X (Invitrogen),
para um volume final de 10 pL. As condi¢Bes das
reacfes e a curva padrdo foram feitas de acordo
com Fracetto et al. (2013).

O célculo das eficiéncias de amplificacdo e
também do acumulo relativo dos transcritos foi feito
através do programa Relative Expression Software
Tool (REST-384©-version 2) (Pfaffl, 2001). As raizes
nao inoculadas da planta selvagem MT foram
consideradas como controle. As analises estatisticas
foram feitas utilizando o programa (Rest, 2009). Este
programa utiliza métodos de randomizagdo e
bootstrapping para testar a diferenga significativa da
expressdo génica e calcula intervalos de confianca
de 95% para as mudancas relativas da expresséo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A colonizagdo  micorrizica no  mutante
superprodutor de etileno epi foi significativamente
menor (p<0,05) em relacdo ao controle MT. J& o
mutante sit apresentou reducgédo significativa na taxa
de colonizacdo tanto em relacdo a MT quanto ao
mutante epi (Figura 1). Esses resultados corroboram
os dados da literatura mostrando que a
superproducdo de etileno e a deficiéncia em ABA
reduzem o desenvolvimento da MA (Rodriguez et
al., 2010; Fracetto et al., 2013)

O padréo de crescimento do fungo no interior das
raizes foi indicativo da colonizagdo tipo Arum, com
arblsculos e vesiculas abundantes (Figura 2A).
Entretanto, varias alteragdes morfolégicas foram
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detectadas nos mutantes epi e sit. Presen¢a de hifas
extra- e intrarradiculares, sem o desenvolvimento de
arbusculos e vesiculas (Figura 2B) e ramificacéo
anormal de hifas septadas (Figura 2C) foram
observadas no mutante epi. Infeccdo limitada
(Figura 2D), formacdo incompleta de arbusculos
(Figura 2E) e abundancia de hifas externas de G.
clarum sem colonizag&o intrarradicular (Figura 2F)
foi observado em sit.

O nivel de transcritos de LeACO4 em raizes
micorrizadas de MT foi 3 vezes maior do que em
raizes de MT nao inoculadas (p<0,05). O mutante
epi apresentou aumento significativo no acumulo de
transcritos de LeACO4 em raizes ndo inoculadas
(p<0,05), sendo duas vezes maior em relacdo as
raizes de epi micorrizadas. O acumulo de transcritos
de LeACO4 nas raizes do mutante sit micorrizadas
foi 6 vezes maior (p<0,05) do que em raizes de sit
nao inoculadas (Figura 3A).

O acumulo de transcritos de LeNCED esta
apresentado na Figura 3B. Todos os genotipos
apresentaram inducdo significativa (p<0,05) no
acumulo de transcritos em raizes micorrizadas,
sendo que o mutante sit foi o que apresentou uma
maior inducdo chegando a ser 3 vezes maior do que
em MT. Esses resultados demonstram que, assim
como o etileno, ABA também exerce um efeito no
desenvolvimento da MA

A via de sinalizacdo de ABA interage
antagonicamente com a via de sinalizagdo do
etileno. J& foi demonstrado que a reducdo na
colonizagdo por G. intraradices no mutante sit se
deve, pelo menos em parte, ao acumulo de etileno.
A aplicacéo de tiossulfato de prata demonstrou que
0 bloqueio da percepcdo do etileno aumentou o
desenvolvimento da MA, evidenciando que a
percepcao é essencial para a formacédo da simbiose
(Herrera-Medina et al., 2007). De fato, o acumulo de
transcritos de LeACO4 foi induzido em raizes
micorrizadas do mutante sit.

Como sugerido em um estudo comparativo dos
transcriptomas de raizes micorrizadas de tomateiro
e do mutante sit, a diminuicdo na formacdo da MA
em sit pode estar associada a indugdo de genes
relacionados a defesa vegetal e modificagdo da
parede celular (Garrido et al., 2010). Entretanto, dois
genes induzidos nas raizes micorrizadas de sit
(Endo-Q e B-Exp) foram induzidos também com a
aplicagdo exdgena de etileno, mostrando que a via
do etileno pode ter relevancia na regulacdo da
expressdo de genes de defesa e modificacdo da
parede celular, os quais parecem ser 0s genes com
maiores alteracbes de expressdo em raizes de
mutantes micorrizadas deficientes em ABA.

CONCLUSOES

A superproducdo de etileno e a deficiéncia em
ABA contribuem para a susceptibilidade do tomate a
infeccéo por Glomus clarum;

O gene que codifica a enzima chave na
biossintese do etileno (LeACO4) é regulado
positivamente pelo FMA;

O gene que codifica a enzima chave da via de
biossintese de ABA (LeNCED) ¢é regulado
positivamente pelo FMA tanto na planta selvagem
MT quanto no mutante deficiente em ABA e
superprodutor de etileno, mostrando que etileno
exerce um efeito na regulagéo de LeNCED.
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Figura 1 — Porcentagem de colonizac@o intrarradicular em tomateiro cv Micro-Tom (MT) e mutantes
superprodutor de etileno (epi) e deficiente em acido abscisico (sit) inoculados com Glomus clarum. Os dados
sdo médias de 6 repeticBes. As barras representam o desvio padrdo da média. Médias seguidas de letras
diferentes sdo estatisticamente diferentes pelo teste de Tukey (p<0,05).

Figura 2 — Alteracbes morfolégicas em raizes de gendétipos de tomateiro inoculado com Glomus clarum. A -
Micro-Tom; B e C - Mutante epinastic; D, E e F - Mutante sitiens.
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Figura 3 — Acumulo diferencial de transcritos de ACC oxidase (LeACO4) (A) e 9-cis-epoxicarotendide
dioxigenase (LeNCED) (B) em raizes de tomateiro cv Micro-Tom (MT) e mutantes epinastic (epi) e sitiens
(sit) colonizados por Glomus clarum (Gc). Os valores sdo médias de 3 repeticdes biolégicas e de 3
repeticdes de reacbes do qRT-PCR. As barras representam o desvio padrao da média. Os valores foram
normalizados pelos niveis de transcritos do gene rRNA 18S. Ni, ndo-inoculado. (**) indica inducéo
significativa (p<0,05) em relacdo ao MT nao-inoculado.



