Universidade de S&o Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Desenvolvimento de micorriza arbuscular em tomateiro (Lycopersicon
esculentum cv Micro-Tom) insensivel ao acido jasmdnico (jail-1) e
superprodutor de etileno (epinastic)

Joze Aparecida Marciano Corréa

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentracdo: Solos e
Nutricdo de Plantas

Piracicaba
2010



Joze Aparecida Marciano Corréa
Bidloga

Desenvolvimento de micorriza arbuscular em tomateiro (Lycopersicon
esculentum cv Micro-Tom) insensivel ao acido jasménico (jail-1) e superprodutor
de etileno (epinastic)

Orientador:
Prof. Dr. MARCIO RODRIGUES LAMBAIS

Dissertacdo apresentada para obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias. Area de concentragcdo: Solos e
Nutricdo de Plantas

Piracicaba
2010



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicagéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA E DOCUMENTACAO - ESALQ/USP

Corréa, Joze Aparecida Marciano

Desenvolvimento de micorriza arbuscular em tomateiro (Lycopersicon esculentum cv
Micro-Tom) insensivel ao &cido jasménico (jail-1) e superprodutor de etileno (epinastic) /
Joze Aparecida Marciano Corréa. - - Piracicaba, 2010.

64 p. :il.

Dissertacéo (Mestrado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2010.
Bibliografia.

1. Fungos micorrizicos 2. Hormonios vegetais 3. Micorriza 4. Mutagao genética
Reguladores de crescimento 6. Tomate |. Titulo

CDD 635.642
C824d

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte — O autor”






Aos meus pais, Joédo e Zelinda,

Pelo infinito amor e apoio nas realizagdes dos meu sonhos.
Sem 0s seus ensinamentos eu ndo conseguiria.

DEDICO



"Nao deixe que a saudade sufoque que a rotina acomode que o0 medo impeca de tentar.
Desconfie do destino e acredite em vocé. Gaste mais horas realizando que sonhando,
fazendo que planejando, vivendo que esperando

porque, embora quem quase morre esteja vivo, quem quase vive ja morreu."

(Luiz Fernando Verissimo)



AGRADECIMENTOS

A Deus.

A Coordenacdo do PPG de Solos e Nutricdo de Plantas e a ESALQ pela
oportunidade de realizacdo do Mestrado.

Ao CNPQ pela bolsa concedida, durante esses longos 2 anos.

Ao Prof. Dr. Marcio Rodrigues Lambais, pela orientacéo e oportunidade.

Ao Prof. Dr. L4zaro Eustaquio Pereira Peres, pela disponibilidade do material e
pelos esclarecimentos das diversas davidas.

Em especial a Giselle Gomes que em breve vai se tornar a senhora Cury, pela
infinita ajuda na elaboracdo deste trabalho, pela paciéncia e generosidade, o meu
eterno obrigado!

Ao Marcelo Lattarulo, Rogério Falleiros e Daniele Scotton, muito obrigada pelos
esclarecimentos das infinitas duvidas, pela ajuda e disposicao.

As queridas amigas e segunda familia Maria Marta, Marina e Maria Cecilia, pela
amizade, carinho, risadas e acima de tudo respeito.

Ao meu amor, Marcio Andrade, pelo carinho, dedicacdo, paciéncia, pelas
infinitivas tentativas de me fazer rir e enxergar a vida de um jeito melhor e por estar
sempre ao meu lado.

A minha familia que amo tanto, em especial aos meus pais Jodo e Zelinda, que
sempre acreditaram em mim, investiram e pelo infinito amor. Aos meus irmaos Jo&o
Paulo, Carlos e Francis e as minhas queridas sobrinhas Ana Paula e Ana Julia, que sao
tudo para mim.

Aos queridos amigos do Laboratério de Microbiologia Molecular, Adriano, Alice,
Elisa, Gisele Nunes, Giselle uai, Kelly, Rafael, Winston, Silvia, Sandra, Maryeimy,
Vivian, Rafael V. e Eder, pela troca de experiéncias na bancada, pela paciéncia, pelos
bons momentos alegres que com certeza ajudaram a encarar as dificuldades do dia a
dia.

A minha querida amiga Alice, pois ndo tenho palavras para agradecer a sua
amizade e carinho, (estamos juntas) vocé vai longe pretinha!

As amigas que encontrei em Piracicaba, Ligia, Maria Eugenia, Christine, Fabiana

e Layanne.



Aos eternos amigos biélogos da UNIMEP, em especial, a Maria Andréia Moreno,
Marcia e Vanessa, pelos bons momentos e pela eterna amizade.

Aos queridos amigos de Itu, Adriana, Maria Alice, Thaise e Gustavo, desculpa
pela auséncia nos momentos em que VOCE&s precisaram, mas nunca me esqueci de
vocés, que saudades...............

Aos técnicos de laboratério, Wladimir, Denise e Fernando, muito obrigada por
estarem sempre dispostos para ajudar.

Enfim, a todos que de alguma maneira ajudaram na elaboracéo deste trabalho.



SUMARIO
L S 1 11V [ P 9
AB STRACT oottt ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeaaes 11
L INTRODUGAOD ..ottt ettt sttt e te et steaneas 13
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t 15
2.1 MiIcOrrizas ArbUSCUIAIES..........cooiiiiiiiie e 15
2.2 Envolvimento de horménios vegetais no desenvolvimento de MAs .............. 19

2.3 Comunicacao cruzada entre vias de sinalizacdo através de diferentes

7o) 4T 1o 1S3 22
S3MATERIAL E METODOS ...ttt en e 25
3.1 MateriaiS DIiOIOQICOS .....cooeeeiieieece e 25
3.2 Instalacdo do experimento e condi¢cdes de crescimento............cccouvvveeeeennnnn. 25
3.3 Tratamento do gendtipo jail-1 com metil jasmonato exdgeno...................... 27

3.4 Determinagcdo do efeito do tratamento das sementes com MeJA na

01 oT0] 1 2= Tox= Lo 1 28
3.5 Triagem fenotipica dos mutantes epijail .........cccccceeviiiiiiiiiiieneeeee i 29
3.6 Triagem genotipica dos mutantes epijail ...........cccoevviiriiiiiiiiee e 29
3.7 Reacao da Polimerase em cadeia (PCR) ..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 30
3.8 Avaliacdo da colonizag¢ao micorrizica intrarradicular .............ccccccvvvevnnnnnnnnnnn. 30

3.9 Analise da expressdo de genes envolvidos na sintese de etileno e acido

L= TS L0 1o o P 31
3.9.1 Extracdo de RNA total e sintese de CDNA.............uuviiiiiiiiiiiiiiieeaanes 31
3.9.2 PCR-quantitativa (QPCR) .......uuiiii e 32
3.9 ANAlISES ESTAtISHCAS .....cceiiiiiiiiieie e 33
4 RESULTADOS € DISCUSSAO ..ottt 35
4.1 Triagem fENOTIPICA ....uuuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb ennneee 35
T I g T- To [T 0 g o =] a0 (] 1o NN 36
4.3 Colonizag&o micorrizica intrarradiCular ..o 37
4.4 Real Time quantitative PCR...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 43
4.4.1 Efeitos da colonizag8o POr FMAS..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieee 44

4.4.1.1 Genes da via de biossintese do acido jasménico (OPR3 e AOC) ........... 44



4.4.1.2 Genes da via de biossintese do etileno........o.ove v
5 CONSIDERAC}@ES FIN AL e s

REFERENCIAS



RESUMO

Desenvolvimento de micorriza arbuscular em tomateiro (Lycopersicon
esculentum cv Micro-Tom) insensivel ao acido jasmonico (jail-1) e superprodutor
de etileno (epinastic)

Micorrizas arbusculares (MAs) sdo simbioses mutualistas formadas entre
fungos do solo e a maioria das plantas terrestres, principalmente angiospermas. Esta
simbiose pode trazer uma série de beneficios para o hospedeiro vegetal, como uma
maior absorgcéo de fosfato, um aumento na toleréncia ao estresse abiotico e biotico, e
resisténcia a agentes patogénicos, resultando numa melhor adaptacdo ao meio. E
possivel que hormdnios vegetais estejam envolvidos em eventos de sinalizacao entre
fungos micorrizicos arbusculares e plantas hospedeiras, durante os processos de
colonizac@o das raizes e de desenvolvimento dos arbusculos. Recentes estudos tém
demonstrado que durante o estabelecimento da simbiose, ocorre uma reprogramacao
da expressdo de um grande nimero de genes, e que essas alteracbes na expressao
génica podem estar associadas a alteracfes dos niveis de horménios nas plantas. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de MAs em mutantes de tomateiro
cv Micro-Tom (MT) insensivel ao acido jasménico (jail-1), superprodutor de etileno
(epi) e duplo mutante epijail inoculados com Glomus clarum em condi¢cdes de baixa
concentracdo de fosforo no substrato, e a expressdo de genes relacionadas a
biossintese do acido jasmonico (AJ) (OPR3 e AOC) e do etileno (ET) (ACO4 e ACS2).
O mutante jail-1 ndo apresentou colonizagao intrarradicular e o acumulo de transcritos
tanto para a via de biossintese do AJ como do ET foi relativamente menor do que o
controle MT o que sugere a importancia do AJ para o desenvolvimento da simbiose.O
mutante epi e o duplo mutante apresentaram colonizacdo intraradicular reduzida em
relacdo ao controle MT. O acumulo de transcritos dos genes da via do ET (ACO4 e
ACS2) e do AJ (OPR3 e AOC) foi maior no mutante epi. A insensibilidade ao AJ
presente no duplo mutante ndo impediu o acimulo de transcritos para as vias de
biossintese do AJ e do ET, o que sugere uma relacdo sinérgica entre os hormonios
vegetais no estabelecimento da simbiose.

Palavras-chave: Fungos micorrizicos arbusculares; Hormonios vegetais; Acido
jasmonico; Etileno; Micro-tom; Mutante
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ABSTRACT

Development of arbuscular mycorrhizal in tomato (Lycopersicon esculentum cv
Micro-Tom) insensitive to jasmonic acid (jail-1) and ethylene over producer
(epinastic)

Arbuscular mycorrhizal (AM) symbioses are formed between mutualistic soil fungi
and most land plants, particularly angiosperms. This symbiosis can bring many benefits
to the host plant, such as increased absorption of phosphate, an increase in tolerance to
abiotic and biotic stress, and resistance to pathogens, resulting in better adaptation to
the environment. It's possible that plant hormones are involved in signaling events
between mycorrhizal fungi and host plants during the processes of colonization of roots
and development of arbuscules. Recent studies have shown that during the
establishment of symbiosis, there is a reprogramming of the expression of a large
number of genes, and that these changes in gene expression may be associated with
altered levels of hormones in plants. The aim of this study was to evaluate the
development of MA in mutants of tomato cv Micro-Tom (MT) insensitive to jasmonic acid
(jail-1), ethylene overproducer (epi) and double mutant epijail inoculated with Glomus
clarum under low phosphorus concentration in substrate, and the expression of genes
related to biosynthesis of jasmonic acid (JA) (and OPR3 AOC) and ethylene (ET) (ACO4
and ACS2). Jail-1 mutant showed no intraradical colonization and the accumulation of
transcripts for both the biosynthesis of JA and ET was less than the control MT
suggesting the importance of JA for the development of epi and double mutant
symbiosis. The mutant epi and the double mutant showed reduced intraradical
colonization when compared to the control MT. The transcript accumulation of the ET
(ACO4 and ACS2) and JA (OPR3 and AOC) genes was higher in the mutant epi. The
insensitivity to the JA in this double mutant did not prevent the accumulation of
transcripts for the biosynthetic pathways of JA and ET, suggesting a synergistic
relationship between plant hormones for the establishment of symbiosis.

Keywords: Mycorrhizal fungi, Plant hormones; Jasmonic acid; Ethylene; Micro-Tom,;
Mutant
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1 INTRODUCAO

Micorriza arbuscular (MA) é uma simbiose mutualista formada entre fungos
Glomeromycota e a maioria das plantas terrestres, principalmente angiospermas. Os
fungos micorrizicos arbusculares (FMAS) colonizam os tecidos vegetais inter- e
intracelularmente e hifas intracelulares se diferenciam em arblsculos. Através dos
arbusculos ocorre uma troca bi-direcional de nutrientes entre FMA e planta. O principal
beneficio das MAs € a maior aquisicdo de nutrientes minerais (principalmente fosfato e
zinco) (SCHUBLER et al., 2001; SMITH; READ, 1997).

Além da troca de nutrientes, varios estudos tém demonstrado que esta simbiose
pode conferir outros beneficios, como a resisténcia a microrganismos patogénicos,
aumento do sucesso reprodutivo e crescimento da planta, capacidade de superar
estresses abidticos, como estresses hidricos, altas temperaturas, salinidade e acidez do
solo (ASCON-AGUILAR; BAREA, 1996; GANGE, 2001; LINDERMAN et al.,, 2000;
CAVAGNARO et al., 2001; MARULANDA et al., 2003; PORCEL et al., 2004; RUIZ-
LOZANO et al., 2001; SMITH et al., 2004; POZO; ASCON-AGUILAR, 2007).

A compatibilidade entre as raizes da planta hospedeira e os FMAs é um
processo altamente regulado e coordenado, o que requer um reconhecimento reciproco
dos simbiontes. Esse reconhecimento ocorre provavelmente através da troca de sinais
difusiveis ou interacdes diretas entre as células, resultando em modificacdes
moleculares em ambos 0s organismos e controle do desenvolvimento da simbiose
(LAMBAIS, 2006; KIRIACHECK et al., 2009).

Os eventos de sinalizacdo que ocorrem em MAs ndo sdo conhecidos, mas
acredita-se que o reconhecimento de um molécula sinal produzida pelo fungo resulte
em alteracdes nos niveis de alguns hormdnios vegetais e consequente alteragdo da
expressao de genes essenciais para o desenvolvimento e controle da simbiose
(GADKAR et al., 2001; LIU et al., 2003).

Os hormonios vegetais podem agir como mensageiros secundarios no processo
de sinalizacéo entre plantas e microrganismos e afetar a regulacdo de genes de defesa

vegetal e genes regulatérios (CHEN et al. 2002).



14

Acido jasmonico (JA), acido salicilico (SA), etileno (ET), e acido abscisico (ABA)
desempenham um papel fundamental na transducé&o de sinais em interacdes planta-
patdgeno, mas pouco se sabe sobre seu envolvimento em MAs . (BLILOU et al., 1999;
LUDWIG, 2000; HERRERA-MEDINA et al.,, 2003; HAUSE et al., 2007; GARCIA-
GARRIDO et al., 2008; RIEDEL et al., 2008; PIETERSE et al., 2009).

Tem sido proposto que o balan¢o de fitohormonios em plantas micorrizadas
poderia estar envolvido na regulacédo do crescimento fungico intrarradicular, através da
expressao diferencial de genes de defesa vegetal (LAMBAIS e MEHDY, 1995).

Devido as especulagdes sobre a importancia dos hormoénios vegetais estarem
envolvidos no processo de sinalizacdo e desenvolvimento das MAs, alguns trabalhos
com a utilizacdo de hormonios vegetais estdo sendo desenvolvidas no Laboratério de
Microbiologia Molecular, Departamento de Ciéncia do Solo, ESALQ, -USP.

Costa et al. (2000) observaram que a aplicacdo exodgena do &cido salicilico no
solo inibe a atividade de B-1,3-glucanases e aumenta a atividade de quitinases nas
raizes de feijoeiro. Os resultados sugerem que o acido salicilico regularia a colonizacao
intrarradicular, com atividade indutora nas quitinases, as quais poderiam degradar as
hifas dos fungos micorrizicos arbusculares.

Zs0gon et al. (2008) utilizaram plantas mutantes de tomateiro superprodutor de
eitleno (epinastic) e outro insensivel ao etileno (never ripe) em uma mesma base
genética (cv Micro-Tom), colonizados com Glomus clarum. Os resultados sugerem que
altas concentracbes de etileno podem inibir a colonizacdo, porém em baixas
concentracdes pode ocorrer o estabelecimento da simbiose.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o desenvolvimento de micorrizas
arbusculares em mutantes de tomateiro, insensivel ao &cido jasmonico (jail-1),
superprodutor de etileno (epi), e no duplo mutante epijail, para determinar se a
interacdo desses hormdonios pode ter algum papel na regulacdo do crescimento fungico
intrarradicular em MAs. Para isso foram feitas avaliacdo da colonizacéo intrarradicular
nos diferentes mutantes e analise de expressdo de genes relacionados a via de

biossintese do etileno e do acido jasmonico.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micorrizas Arbusculares

As micorrizas arbusculares (MAs) sdo simbioses mutualistas obrigatérias entre
fungos micorrizicos arbusculares (FMAs), pertencentes ao filo Glomeromycota
(SCHUBLER et al., 2001) e mais de 80% de espécies vegetais, principalmente as
angiospermas (SMITH; READ, 1997).

O desenvolvimento de simbiose entre os FMAs e as plantas tem sido
considerada como uma estratégia de sucesso que permitiu a colonizacdo dos
ambientes terrestres pelas plantas no inicio do processo evolutivo. Tem sido
demonstrado através da analise de registros fosseis que as MAs surgiram a mais de
400 milhdes de anos (REINHARDT, 2007; SIMITH; READ, 2008).

O principal beneficio das MAs é a maior aquisicdo de nutrientes minerais
principalmente aqueles de baixa mobilidade no solo, como fosforo e zinco. Além da
maior aquisicdo de nutrientes, varios estudos tém demonstrado que a simbiose pode
conferir outros beneficios, como a maior tolerdncia a microrganismos patogénicos
(ASCON-AGUILAR; BAREA, 1996; GANGE, 2001). Aumento do sucesso reprodutivo e
crescimento da planta (LINDERMAN et al., 2000), maior toleréncia a estresses hidricos,
altas temperaturas, salinidade e acidez do solo (CAVAGNARO et al., 2001;
MARULANDA et al., 2003; PORCEL et al., 2004; RUIZ-LOZANO et al., 2001; SMITH et
al., 2004; POZO e ASCON-AGUILAR, 2007),

O desenvolvimento de MAs é um processo altamente regulado e coordenado, o
gue requer um reconhecimento reciproco de sinais moleculares e complexos sistemas
de transducao de sinais (LAMBAIS, 2006; KIRIACHECK et al., 2009).

O desenvolvimento de MAs tem inicio com a germinagédo dos esporos no solo.
Este processo ndo depende de sinais moleculares vegetais. Porém, a presenca de
composto volateis na rizosfera como o CO, podem estimular o crescimento do tubo
germinativo de FMAs, indicando que o fungo pode perceber e responder aos
componentes presentes na rizosfera (NAIR et al., 1991; GIANINAZZI-PEARSON, 1996;
HARRISSON, 2005).
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Buée et al.(2000) demonstraram que as hifas dos FMAs apresentam uma
intensa ramificacdo nas proximidades das raizes da planta hospedeira, sugerindo a
existéncia de moléculas sinalizadoras que estimulam a ramificacdo das hifas nos
exudatos de plantas hospedeiras, varios compostos flavonoides encontrados nos
exudatos radiculares podem estimular a germinagao de esporos, crescimento do tubo
germinativo e colonizacdo intrarradicular. No entanto, foi demonstrado, usando
mutantes de milho incapazes de sintetizar flavondides, que esses compostos ndo séo
essenciais para o desenvolvimento da simbiose (BECARD et al., 1995).

Recentemente, um fator de ramificacdo (Branching Factor) foi isolado de raizes de
Lotus japonicus e identificado como uma estrigolactona, pertencente ao grupo de lactonas
de sesquiterpenos (AKIYAMA et al., 2005). Essa molécula é capaz de induzir a
ramificagdo das hifas de Gigaspora margarita, mas sua essencialidade para o
desenvolvimento da simbiose n&o foi determinada.

Apo6s a germinacdo do esporo a hifa infectiva cresce através da rizosfera e
encontra a superficie da raiz, na qual forma uma estrutura de penetracdo denominada
apressorio. Os sinais moleculares que ativam a diferenciacdo da hifa infectiva em
apressorio sdo desconhecidos (GADKAR et al., 2001). A penetragdo da hifa na raiz se
da por uma combinagcdo de pressdo mecanica e degradacdo enziméatica parcial da
parede celular vegetal por pectinases, celulases e hemicelulases produzidas pelo fungo.
O baixo nivel de atividade enzimatica e a producdo localizada dessas enzimas
resguardam a integridade do tecido hospedeiro e minimizam a ativacdo do sistema de
defesa vegetal, possibilitando o desenvolvimento do fungo nos tecidos da planta. A
penetracdo da hifa pode ocorrer entre ou através das células epidérmicas e o
crescimento fungico pode ser tanto inter quanto intracelular no tecido cortical.

No cortex interno ocorrem algumas modificacbes, as hifas intracelulares
diferenciam-se em arbusculos, a membrana plasmatica da célula vegetal sofre uma
invaginacao e ocorre o desenvolvimento da membrana periarbuscular. Nesta interface
entre a membrana plasmatica vegetal e a parede celular do fungo, ocorre a
transferéncia bi-direcional de nutrientes (REINHARDT, 2007).

Os estagios morfoldgicos para o desenvolvimento da micorriza arbuscular podem

ser visualizados na Figura 1.
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Figura 1 - Estagios do desenvolvimento de micorriza arbuscular em M. truncatula, esquema

proposto por Marsh e Schultze et al. (2001)

Um dos principais fatores que regulam o desenvolvimento das MAs é a
concentracdo de P nas plantas. Altas concentracdes de P resultam em baixos niveis de
colonizacdo intrarradicular e baixa eficiéncia simbiodtica. Muitas vezes, altas
concentracdes de P na planta podem resultar em depressao do crescimento da planta
hospedeira (KIRIACHECK et al., 2009). No entanto, os mecanismos pelos quais o P
regula o desenvolvimento de MAs nao sdo conhecidos. Varias hipoteses tem sido
levantadas para explicar a regulacdo das MAs por P, dentre eles o balanco de agucares
nas raizes, alteracdo da permeabilidade da membrana nas raizes (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006) e alteracdo da expressao de genes de defesa vegetais (LAMBAIS;
MEHDY, 1993).
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Lambais e Mehdy (1995) propuseram um modelo para explicar o
desenvolvimento da simbiose, haveria supressao da expressao de genes de defesa
vegetal, enquanto que em condicfes de alto P, desfavoraveis ao desenvolvimento da
simbiose, a supressdo da expressado desses genes seria atenuada ou haveria inducao
nas proximidades das hifas. Os autores propuseram ainda que a regulacdo diferencial
de genes de defesa seria mediada por alteracdes no balanco hormonal nas plantas
micorrizadas.

Na natureza as plantas sé@o colonizadas por uma grande diversidade de
microrganismos. Alguns deles estabelecem relacdes patogénicas e induzem o
desenvolvimento de doencas, enquanto outros desenvolvem relagdes mutualistas.

Para se defender contra os diferentes tipos de patdgenos, as plantas
desenvolveram mecanismos de defesa que reagem ao atague de patdgenos pela
ativacao local e sistematicamente de genes de defesa (TERRY et al., 2004; VAN LOON
et al., 2006).

Nos momentos iniciais da interacdo das planta com microrganismos, ocorre o
reconhecimento mutuo de sinais moleculares, resultando na alteracdo do fluxo de ions
através da membrana e alteracdo do estado redox da célula vegetal. A transducédo do
sinal molecular resulta também na ativacdo ou supressao de varios genes do sistema
de defesa vegetal (DELLEDONNE et al., 2001; BARI; JONES 2009).

Uma das resposta de defesa das plantas é a formacé&o do acido linolénico a parti
de &cidos graxos ndo-saturados da membrana. O acido linolénico € o precursor do
acido jasmoénico.Um regulador do crescimento vegetal, associado com a inducao de
respostas de defesa sistémicas. Além do acido jasmdnico, dois outros reguladores de
crescimento vegetal estdo envolvidos na transducdo de sinais moleculares em
interacBes planta-microrganismos: acido salicilico e o etileno (CREELMAN; MULLET,
1997; HOWE, 2005; BARI; JONES, 2009). Em varias situacbes, esses hormdnios
vegetais atuam conjuntamente, de forma sinérgica ou antagdnica, no processo de

transducédo dos sinais moleculares microbianos.
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2.2 Envolvimento de hormoénios vegetais no desenvolvimento de MAs

Hormonios vegetais sdo moléculas que agem que agem como reguladores do
desenvolvimento das plantas (DAVIES, 1955). Dentre os horménios, &cido jasménico
(AJ), &cido salicilico (AS), etileno (ET), e acido abscisico (ABA) tém papéis regulatérios
importantes em interacdes planta-microrganismo e poderiam estar envolvidos também
na regulacdo de MAs (PARNISKE, 2004).

O ABA regula a sintese de proteinas e lipideos de armazenamento na semente,
a promogao da tolerancia a dessecacao e dorméncia da semente, e a inibigao das fases
de transicdes do crescimento embrionario ao germinativo. Além disso, ABA pode estar
envolvido em algumas respostas fisiologicas a estresses ambientais. Em MAs, tem sido
demonstrado que o ABA desempenha um papel importante no estabelecimento da
simbiose funcional. A analise da colonizacdo micorrizica no mutante de tomate sitiens,
o qual apresenta um baixo nivel de ABA, mostrou uma reducéo de 70% da colonizacéo
intrarradicular. Em comparacdo com plantas selvagens. Além disso, foi observado que
muitos arbusculos apresentavam um desenvolvimento incompleto nesse mutante,
sugerindo que 0 ABA é necessario para a funcionalidade do arbulsculo e para uma
colonizagéo sustentada na raiz da planta (HERRERA-MEDINA et al., 2007).

O acido salicilico € um hormdnio que estad envolvido no desenvolvimento da
resisténcia sistémica adquirida, podendo ativar enzimas antioxidantes em plantas, em
resposta a diferentes estresses (XU et al., 2008).

Costa et al. (2000) demonstraram que a aplicacdo exodgena do acido salicilico no
solo inibe a colonizacdo micorrizica intrarradicular em feijoeiro, de forma semelhante a
condicBes de alto P no solo. Adicionalmente, o AS induziu a atividade de quitinases e
inibe a atividade de B -1,3-glucanases nas raizes de feijoeiro. Da mesma forma em
plantas de Nicotina tabacum, (tabaco) os teores de acido salicilico estdo inversamente
correlacionados com o grau de colonizagcdo de colonizacdo por FMAs (HERRERA-
MEDINA et al., 2003). Porém a aplicacao exogena de AS em folhas de Cucumis sativus
nao teve efeito sobre a colonizagédo dos FMAs (LUDWIG-MULLER et al., 2002).
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Blilou et al. (2000) observaram que aumentos das atividades de catalase e
ascorbato peroxidase em tabaco, ocorre entre 3 e 5 dias apés a inoculagdo com o fungo
G. mosseae, com um aumento no nivel enddgeno do acido salicilico em 5 dias. Apds
esse periodo, ocorre uma reducao tanto nos niveis de acido salicilico como na atividade
dessas enzimas.

Esses resultados sugerem que os acumulos diferenciais de acido salicilico nas
plantas podem estar associados com a regulacdo do crescimento intrarradicular dos
FMAs.

O etileno € um horménio vegetal gasoso, a sua biossintese ocorre através da
transformacdo do S-adenosilmetionina (AdoMet) em acido 1-aminociclopropano-1-
carbooxilico (ACC). O passo limitante na producédo de etileno é a conversao do AdoMet
para ACC, essa etapa € catalisada pela ACC sintase (KENDE, 1993).

O etileno atua em baixas concentragdes, participando da regulacdo de quase
todos os processos de desenvolvimento das plantas. Alguns dos seus efeitos
conhecidos séo crescimento e diferenciacdo celular, formacédo de raizes adventicias,
germinacdo de sementes, inducdo da floracdo em algumas espécies, abscisdo e
senescéncia de folhas, flores e frutos. O etileno também esta envolvido nos processos
de resposta a estresses de carater biotico ou abidtico como ataques de patdégenos e
injurias nos tecidos vegetais e pode estar associado a outros horménios como auxina,
AJ, ABA, AS (MCKEON; YANG 1987; KIEBER, 2004 ETHERIDGE et al., 2006).

Lynch e Brown (1997) sugerem que o etileno pode ajudar a planta a distinguir um
simbionte benéfico de um patogénico. Porém, o papel do etileno na simbiose MA é
altamente variadvel, mas seus efeitos sdo considerados como inibidor da formacédo de
FMAs.

McArthur e Knowles (1992) utilizaram Solanum tuberosum inoculada com
Glomus fasciculatum sob diferentes niveis de P, e observaram que as MAs causaram
alteracdes na producédo endogena de etileno na planta hospedeira. Da mesma forma,
Besmer e Koide (1999) utilizando plantas de Antirrhinum majus inoculadas com G.
intraradices relataram que ocorreu uma diminui¢cao na producéo de etileno nas flores.

A reducéo da colonizacgédo intrarradicular por Glomus aggregatum em raizes de P.

sativum com aplicagéo continua de 5,5 pL de etileno/L e Allium porrum com aplicacao
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de 0,6 pL de etileno/L demonstraram que o excesso de etileno tem um efeito inibitrio
na colonizacéo por FMAs (GEIL et al., 2001: GEIL;GUINEL, 2002).

Da mesma forma, em plantas mutantes de tomateiro superprodutor de etileno
(epinastic) colonizados com Glomus clarum, ocorreu uma reducéo da colonizacdo
intrarradicular e altos niveis de transcritos de genes que codificam uma quitinase
bésica, em comparagdo ao controle Micro-Tom (Zs6gon et al., 2008).

O acido jasmonico e seus jasmonatos sédo reguladores hormonais envolvidos em
varios processos fisioldgicos, principalmente nas respostas a estresses bidticos, tais
como resposta a herbivoria, patdgenos, estresses salinos (MOONS et al.,, 1997) e
varios processos durante o desenvolvimento da plantas (CREELMAN e MULLET, 1997;
WASTERNACK e HAUSE 2006), tais como promocao de senescéncia (HE et al., 2002),
desenvolvimento de 6rgaos sexuais (FEYS et al., 1994, LI et al., 2004), producédo de
tricomas (LI et al., 2004) e producdo de metabdlitos secundarios (CHEN et al., 2006).

Os jasmonatos apresentam papéis fundamentais na transducdo de sinais
moleculares levando a ativacdo de genes de defesas e em alguns casos de forma
sinérgica com o etileno (ROJO et al., 2003; LORENZO;SOLANO, 2005).

Especulacdes sobre um possivel envolvimento do acido jasménico com o
estabelecimento da simbiose MAs, foram elaboradas a partir de experimentos com
aplicacbes exdgenas de AJ.

Regvar et al (1996) demonstraram que em plantas de Allium sativum inoculadas
com Glomus intraradices e com aplicacdes exdgenas de &acido jasménico em baixas
concentracoes (5 UM uma vez por semana) estimularam o desenvolvimento de MAs.

Porém, a aplicacdo exdégena de acido jasmoénico em altas concentracfes (0,05-
5mM a cada dois dias) em folhas de Tropus majus, Carica papaya e Cucumis sativus
inoculadas com Glomus mosseae demonstraram nivel de colonizacdo intrarradicular
drasticamente reduzido (LUDWIG-MULLER et al., 2002).

Hause et al. (2002) relataram que em raizes de cevada colonizadas por Glomus
intraradices ocorreu uma aumento de 5 vezes no nivel endégeno de acido jasmoénico e
um aumento de 2,5 vezes em seu aminoacido conjugado, o JA-isoleucina, em

comparacao a plantas néo inoculadas, o que sugere influéncia dos FMAs.
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2.3 Comunicacéo cruzada entre vias de sinalizacdo através de diferentes

hormonios

Em interacBes planta-microrganismos, é comum a ocorréncia de comunicagao
cruzada entre diferentes vias de transducgédo de sinais, através de hormonios vegetais.

Vérios trabalhos tém demonstrado que as plantas modulam a abundéancia de
acido salicilico, acido jasmoénico e etileno, modificando a expressdao de genes
relacionados com a defesa e coordenando interagcbes complexas entre as vias de
sinalizagdo para ativar uma resposta de defesa efetiva contra ataques de varios
patdgenos, pragas e estresse abidticos (DING et al., 2002; LORENZO; SOLANO 2005;
BALBI; DEVOTO, 2008).

Apesar de muitos estudos, pouco se sabe sobre a comunicacdo cruzada de
diferentes vias de transducdo de sinais envolvendo hormoénios vegetais durante o
desenvolvimento de MAs.

Experimentos utilizando abordagens genéticas mostraram que o0 horménio
vegetal ABA desempenha um papel fundamental no estabelecimento e
desenvolvimento da simbiose funcional. Herrera-Medina et al. (2007) demonstraram
gue em raizes do tomateiro mutante no horménio ABA (sitiens) ocorria uma reducao na
taxa de colonizacao intrarradicular por Glomus clarum. As plantas sitiens sdo menos
suscetiveis a infeccdo por FMAs e o nivel de colonizacdo pode ser reduzido em até
70%, comparado as plantas selvagens, além disso a maioria dos arblusculos presentes
apresentam um desenvolvimento incompleto. O que sugere que o hormdénio ABA é
essencial para estabelecimento da simbiose. Além do mais, foi demonstrado que em
mutantes deficientes de ABA, ocorrem niveis elevados do horménio etileno.

Zsbgobn et al. (2008) demonstraram que em plantas mutantes de tomateiro
superprodutor de etileno (epinastic) e no mutante insensivel ao etileno (never ripe),
ocorre uma reducéo da colonizagao intrarradicular por Glomus clarum, . Os resultados
sugerem que altas concentracfes de etileno podem inibir a colonizacdo, porém em

baixas concentragdes pode estimular o estabelecimento da simbiose.
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Garcia-Garrido et al.(2010) através de experimentos com microarranjos de DNA,
observaram que plantas mutantes de tomate (Solanum lycopersicum cv Rheinlands
Ruhm) deficientes em ABA e inoculadas com Glomus intraradices, ocorreu uma alta
regulacdo de genes envolvidos na defesa celular, na modificacdo da parede, e genes
da via do etileno, enquanto que em planta selvagem ocorreu a ativacdo de genes
relacionados a caroteno e sintese de giberelina. A via de biossintese das oxilipinas foi
ativada apresentando a expressdo de dois genes em raizes, principalmente nos
estagios finais da colonizacdo, sugerindo que o etileno e o &cido jasmoénico séo
reguladores fundamentais do desenvolvimento de MAs.

Lopez-Réez et al. (2010) em raizes de tomate (Solanum lycopersicum L. cv
MoneyMaker) colonizadas por G. mosseae e G. intraradices, e com 0O USO
microarranjos de DNA avaliaram o acumulo de transcrito dos horménios AJ, ET, AS e
ABA . Os resultados demonstraram uma inducdo dos genes que codificam enzimas
relacionadas com o metabolismo e regulacao das oxilipinas e da sintese do ET.

Lorenzo et al.(2003) sugeriu que a selecdo da resposta adequada para cada
estimulo parece ser determinada pelo tipo de interacdo estabelecida entre as vias de

sinalizacdo do AJ e ET .
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais biol6gicos

O in6culo do fungo micorrizico Glomus clarum, foi obtido de vasos de
multiplicacdo, sendo composto por uma mistura de solo, raizes colonizadas de
Brachiaria decumbens, esporos fungicos e hifas, obtido junto ao Laboratério de
Microbiologia do Solo, Departamento de Ciéncia do Solo, — ESALQ/USP.

Mutantes de tomateiro (Lycopersicon esculentum) superprodutor de etileno (epi),
insensivel ao &cido jasmoénico (jail-1) e duplo mutante epijail-1 utilizados neste
trabalho foram introgredidos na cultivar Micro-Tom (MT) (CARVALHO, 2008, CAMPOS
2009).

3.2 Instalacdo do experimento e condi¢cdes de crescimento

Sementes dos gendtipos de tomateiro epi, jail-1, epijail-1 e MT foram semeadas
em bandejas de isopor® 40x20 cm contendo areia e vermiculita (2:1, v/v) lavada e
autoclavada por 3h a 120°C.

Apos o periodo de germinacdo, as plantulas foram transplantadas para vasos
plasticos contendo 500 g de substrato esterilizado, e aproximadamente 10 g do indculo
micorrizico. As plantas dos tratamentos nédo inoculados receberam somente o substrato
esterilizado.

Todas as plantas foram adubadas com: 240 mg N kg™ (na forma de NH,NO;
dividido em trés aplicacées a cada dez dias), 270 mg K kg™ (na forma de KCl), 120 mg
Ca kgt (na forma de CaCl,.2H,0), 60 mg kg™ (na forma de MgS04.7H,0), 1 mL de
solucéo de Fe-EDTA de Hoagland e 1mL de solucdo de micronutrientes de Hoagland
por vaso (Sarruge, 1975). A adubac&o fosfatada foi feita com 10 mg P kg™  substrato
(na forma de KH,PO,).

Os tratamentos foram arranjados em blocos casualizados, com 10 repetigbes. A

colheita do experimento foi realizada 37 dias apos o transplantio.
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Na colheita, as raizes foram lavadas em agua corrente e 0 excesso de umidade
foi removido com papel absorvente. Cada gendétipo teve o terco médio do sistema
radicular coletado e armazenado em etanol 70%, para a avaliacdo da colonizacéo
micorrizica intrarradicular. As raizes remanescentes foram congeladas com nitrogénio
liquido e mantidas a -80°C para as andlises posteriores.

Os experimentos foram conduzidos em condicdes de casa-de-vegetacdo no
Departamento de Ciéncia do Solo, ESALQ, USP.

Figura 2 — Experimento realizado em condi¢cdes de casa-de-vegetacao.
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Figura 3 - Fenotipo das plantas mutantes utilizadas nos experimentos. A- cv Micro-Tom,

B- epinastic, C- epijail-1, D- jail-1

3.3 Tratamento do gendtipo jail-1 com metil jasmonato exdgeno

O fendtipo do mutante jail-1 pouco difere de MT durante o estagio vegetativo, e
suas caracteristicas morfolégicas mais marcantes como a leve protusdo do estilete e
total auséncia de tricomas nos frutos jovens sao observadas durante o estagio
reprodutivo da planta entre 50 e 70 dias (LI et al., 2004).

Li et al. (2004) propuseram um mecanismo de triagem em estagio juvenil, pois
plantulas de tomateiro crescendo em meio contendo metil - jasmonato (MeJA)
apresentam um acumulo de antocianina no hipocotilo e inibicdo de crescimento
radicular, porém, as plantas insensiveis a esse hormonio, sdo capazes de crescer e se

desenvolver normalmente.
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Como no presente trabalho, as plantas foram coletadas com 37 dias, a triagem
em estagio juvenil foi realizada como proposto por Li et al. (2004).

Sementes de jail-1 foram germinadas em caixas plasticas pretas (gerbox)
contendo papel de filtro umedecido com agua destilada, na auséncia de luz e a
temperatura de 25°C. Apds cinco dias, as sementes germinadas apresentavam
radiculas. Essas foram transferidas para uma outra caixa gerbox contendo um papel
de filtro embebido com 10 mL de MeJA 0,5mM (Sigma-Aldrich) dissolvido em 75 pL de
etanol. O gerbox foi mantido no escuro a 25°C por mais dois dias. Apos esse periodo, 0
gerbox foi transferido para ambiente com fotoperiodo de 16 h de luz e temperatura de
25°C, por mais dois dias. Ao final deste periodo, as plantulas que apresentavam
resposta ao MeJA, foram separadas daquelas que cresciam normalmente devido a
insensibilidade ao jasmonato.

O tratamento exdégeno com MeJA em sementes jail-1 foi realizado no laboratorio
de Controle Hormonal do Desenvolvimento Vegetal, do Departamento de Ciéncias
Biologicas, ESALQ, USP.

As plantulas selecionadas foram aclimatadas em casa-de-vegetacdo no mesmo

substrato utilizado para os demais genoétipos (descrito no item 3.2).

3.4 Determinacdo do efeito do tratamento das sementes com MeJA na

micorrizacao

Com a finalidade de determinar se houve algum efeito inibitério do MeJA usado
para a triagem dos mutante jail-1, na colonizacéo intrarradicular por G. clarum, um
novo experimento foi realizado, conforme descrito acima com, algumas modificacées.

Neste experimento foram utilizadas sementes dos genétipos jail-1 e Micro-Tom,
como controle. As sementes de jail-1 ndo foram tratadas com MeJA, como descrito no
experimento anterior

As plantas jail-1 passaram por triagem fenotipica e triagem genotipica como
descrito anteriormente (descrito no item 3.5, 3.6).

O inoculo fungico, a instalacdo do experimento e as condi¢cdes de crescimento,

foram as mesmas utilizadas no experimento anterior (descrito no item 3.1, 3.2). As
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plantas foram colhidas com 23, 30 e 37 dias ap0s o transplantio, para avaliagdo da

colonizacéo intrarradicular, conforme descrito no (descrito no item 3.8).

3.5 Triagem fenotipica dos mutantes epijail

As plantas mutantes epijail foram selecionadas em meio a uma populacéo
segregante. Neste caso a geracao de plantas F2 apresenta uma segregacdo 9:3:3:1,
em que 1:15 corresponde a frequéncia de plantas epi/epi jail/jail. A selecao foi feita

buscando o fen6tipo das duas muta¢des na mesma planta.

3.6 Triagem genotipica dos mutantes epijail

ApOs a selecdo fenotipica das plantas, com o intuito de se confirmar a
integridade das mutacdes em homozigoze, foi realizada a triagem genotipica. Para isso,
folhas jovens das supostas plantas duplo mutante foram coletadas e imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido e armazenados a - 80°C, até o momento de utilizacéo
das mesmas para a extracdo de DNA.

A extracdo do DNA gendmico das amostras foi realizada a partir de cerca de 150
mg de tecido vegetal macerado com nitrogénio liquido, usando-se CTAB, de acordo
com Ferreira e Grattapaglia (1996), com algumas modificacdes. Apés a transferéncia de
aproximadamente 150 mg do macerado para tubos de polipropileno de 1,5 mL,
identificados para cada amostra, foram adicionados 700 pL de tampao de extragao
(10% CTAB; 100 mM Tris pH 8,0; 20 mM EDTA pH 8,0; 0,7 mM NaCl;1% polivinil
pyrrolidone; 2% B-mercaptoetanol). Para completa homogeneizacdo, os tubos foram
agitados em vortex, e em seguida aquecidos a 65°C por 60 minutos, agitando-os
manualmente a cada 10 minutos. Apdés o resfriamento dos tubos, 600 pL de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v:v) foram adicionados ao extrato e homogeneizado
invertendo-os por 2 minutos. Em seguida, a suspensao foi centrifugada por 15 minutos
a 12.000 g. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo, adicionado 400 uL de
isopropanol gelado e homogeneizado suavemente até formar um precipitado. A
suspensao foi novamente centrifugada durante 15 minutos a 12.000 g, O sobrenadante

foi descartado e o pélete lavado duas vezes com 500 pL de etanol 70%, e em seguida
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com etanol 95%, com centrifugacéo a 12.000 g por 5 minutos, para a remocao de sais.
O DNA precipitado foi seco em camara de fluxo laminar e em seguida foi solubilizado
em 50 uL de agua contendo RNAse (10 pg/uL), para eliminacdo de RNA contaminante
apos incubacédo por 30 minutos a 37°C. As amostras foram armazenadas a -20°C.

Para a verificacdo da integridade do DNAs extraido, uma aliquota de 5 uL de
cada amostra de DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1%, A
visualizacdo do DNA foi feita por densitometria usando-se um densitometro a laser apés
coloracdo do DNA com SYBR Green.

Amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria a 260 nm. A
pureza do DNA foi determinada pela relacdo das absorbéncias a 260 e 280 nm
(SAMBROOK; FRITSCH; MANIATS, 1989).

3.7 Reagéo da Polimerase em cadeia (PCR)

DNAs das amostras utilizado para amplificacdo por PCR conforme proposto por
Li et al. (2004) com modificacdes.

Para uma reacao de amplificacdo, foi utilizado 50ng de DNA genbmico, e uma
solugéo contendo 5 pL de tampéo para PCR (10X), 2 yL de MgCl, (50 mM), 1 uyL de
dNTPs (10mM), 1pL de cada iniciador (10 uM cada) (5GTG GTC AGA TCA GAG CCC
TCT ATT 3’), (5°GTG GAG ACG ATA TGT TGA GAC TAA3’) e (5'CCA TGG AGT CCA
TCA CCT AAC ACT3) 0,4 pL de DNA polimerase Tag (5U/uL) e agua milliQ até
completar o volume final de 50 pL. A amplificagdo do DNA foi feita em um termociclador
PTC-100 MJ-Research. As condi¢cdes da PCR foram as seguintes: 94°C por 2 minutos,
35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 54°C (54°C a 58 °C) por 1minuto, 72°C por 2 minutos, e
extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 0,8%.

3.8 Avaliacédo da colonizagdo micorrizica intrarradicular

Para a avaliagdo da colonizagdo micorrizica intrarradicular é necesséario remover
o conteudo citoplasmatico das raizes e fazer a coloragdo das estruturas fangicas. Para

isso as raizes foram tratadas com uma solucdo de KOH 10% a 90°C por 30 minutos,
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em seguida as raizes foram transferidas para um béquer contendo uma solugédo de
tinta de caneta Parker 5% (v/v) diluida em solucao de acido acético, a 90°C durante 2
minutos. ApOs a coloracdo, as raizes foram lavadas em &cido acético 5% e
armazenadas em lactoglicerol (VIERHEILIG et al., 1998).

A taxa de colonizacdo das raizes foi determinada com base na presenca de
estruturas fangicas no tecido cortical, utilizando-se um microscopio estereoscépico
(aumento de 72 vezes) pelo método da placa reticulada, de acordo com Giovanetti e
Mosse (1980). Por microscopia de contraste de fase, foram analisadas as estruturas

fungicas no interior das raizes.

3.9 Andlise da expressdo de genes envolvidos na sintese de etileno e acido

jasménico

A analise da expressdo dos genes ACS2 e ACO4 envolvidos na via de
biossintese do etileno, e OPR3 e AOC envolvidos na via de biossintese do acido

jasmonico, foi feita por quantificacdo de transcritos por PCR-quantitativa.

3.9.1 Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

As raizes congeladas dos genétipos selecionados foram maceradas em
nitrogénio liquido. O material macerado foi transferido para microtubos eppendorf com
capacidade de 1,5 mL. A extracdo do RNA foi realizada com o regente TRizol®
(Invitrogen), conforme as recomendagdes do fabricante.

A quantificacdo de RNA foi feita por espectrofotometria a 260 nm. A integridade
do RNA foi determinada através de eletroforese em gel de agarose-formaldeido 1,2%,
utilizando-se brometo de etideo (0,5 pug ml') para a visualizagdo do mesmo
(SAMBROOK et al., 1989).

Para a eliminagdo do DNA contaminante, as amostras de RNA total (3 pg) foram
tratadas, com 1 yL DNAse | livre de RNAse (Invitrogen), 1 yL do tampé&o da enzima,

completando para um volume final de 10 pL com agua tratada com DEPC



32

(dietilpirocarbonato). A reacgéao foi realizada a 37°C por 30 minutos, sendo em seguida
adicionado 1 pyL de EDTA (25mM) em cada amostra e as mesmas aquecidas a 65°C
por 10 minutos, para inativar a enzima.

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita em um volume total de 20 uL,
(seguindo o protocolo da Invitrogen). Para isso foi utilizado 3 yg do RNA total tratado
com DNAse, em cada amostra foi adicionado 50 ng de iniciadores Oligo-dT12.18), 1 UL
do DNTP Mix (10mM) completar o volume final com agua tratada com DEPC. Para a
desnaturacdo do RNA incubou-se a 65°C por 5 minutos e resfriou-se em gelo por 1
minuto. Em seguida foram adicionados 4 uL de 5X Fir-Strand Buffer, 1 yL de DTT 0,1
M, 1 uL de RNAse Out e 1 yL da enzima SuperScript Ill (200 U/uL) (Invitrogen). As
amostras foram incubadas a 50°C por 60 minutos, e posteriormente a 70°C por 15

minutos para inativar a enzima. Os cDNAS foram armazenados a -20°C.

3.9.2 PCR-guantitativa (QPCR)

As amplificacbes quantitativas em tempo real das amostras de cDNA, foram
realizadas utilizando-se um termociclador RotorGene 3000 (Cobertt Research,
Australia).

Para a gPCR, foi utilizado 1puL da diluicdo de cDNA 1:10 (v/v), 0,8 UM de cada
iniciador especifico (Tabela 3) e 5 pL de Platinum SYBR-Green qPCR SuperMix-UDG
2X (Invitrogen), para um volume final de 10 pL. Todas as amostras foram amplificadas
em triplicadas sob as seguintes condi¢gdes: 95°C por 10 minutos, seguida por 40 ciclos
de 95°C por 10 segundos, 60°C por 15 segundos e 72°C por 20 segundos. No final da
reacdo uma curva de desnaturacdo de 72°C a 99°C foi realizada. Em todos os
experimentos foi utilizado um controle negativo (reagcdo sem cDNA). A eficiéncia de
amplificagéo para cada iniciador foi determinada através de curva padrdo de diluicdo
serial do cDNA (1:10, 1:100, 1:1000). Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas.
Os valores da eficiéncia da reacdo de PCR (E) e do cycle thereshold (Ct) foram obtidos

através do programa Rotor Gene Real Time Analysis (Corbett).
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O célculo das eficiéncias de amplificacdo e do acumulo relativo dos transcritos foi
feito através do programa Relative Expression Software Tool — 384 (REST-3840© -
version 1) (Pfaffl, 2001), (htpp://rest.gene-quantification.info/). Como controle

constitutivo foi utilizado o gene rRNA-18S e plantas ndo inoculadas de cada genotipo.

Tabela 1 — Iniciadores utilizados nas reagdes de gPCR

Gene Acesso* Iniciadores Referéncias
OPR3 AJ278332 5 TCG CGT AGG CGTTAG AGTTT 3 Q)
5" GCC AAG GCT GAG TGG ATT AG3’
AOC  AJ272026 5 TTC TAC TTC GGC GAT TAC GG 3’ 2
5 TGC TGC AATTTCACTTGACC 3
LeACO4 AB013101 5 TGT CCC AAG CCAGAC TTG AT3’ (3)
5 TGC CAT CTT GTT GAG CAATC 3
LeACS2 AY337613 5 CGAGGATTC GGAGGTTCGTAGGTGTYZ 4)
5 GGT GAG GGA GGA ATA GGT GAC GAAA 3
18S AY552528 5 AAA CGG CTACCACATCCAAG YT (5)

5 CCT CCAATG GATCCTCGTTA 3

*= NUmero de acesso da sequéncia depositada no GenBank — NCBI

(1) STRASSNER et al. (2002); (2) ZIEGLER et al. (200); (3) ANSTEAD et al. (2009); (4)
ZHANG et al., (2009); (5)TYBURSKI et al. (2008).

3.9 Andlises Estatisticas

Os dados de colonizacao intrarradicular foram analisados através do programa
Sisvar versédo 5.5. Para a normalizagéo, os dados foram transformados para arc sen (x

+1)>° As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).
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4 RESULTADOS e DISCUSSAO
4.1 Triagem fenotipica

A triagem fenotipica das supostas plantas duplo mutantes foi realizada com 250
plantas. A selec¢édo foi feita buscando-se o fenétipo epi e jail-1 em uma Unica planta. As
plantas duplo mutante apresentam caracteristicas aditivas de seus parentais (mutantes

epi e jail-1) com uma coloracdo mais forte e um leve encurvamento de suas pétalas.

Figura 4 - Triagem das plantas duplo mutante. A- flor do cv Micro-Tom, B- flor do
mutante epijail, com caracteristicas aditivas do mutante epi e jail-1

Figura 5 - Caracteristicas aditivas foram buscada na triagem das plantas epijail-1.
A- epijail, B- mutante epinastic, C- cv Micro-Tom.
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4.2 Triagem genotipica

ApoOs a selecdo das plantas por triagem fenotipica, com o intuito de se confirmar
a integridade das mutac6es em homozigoze, foi realizada a triagem genotipica das
plantas por PCR.

Como a mutacao jail-1 foi induzida por radiacdo gama, foram utilizados dois
iniciadores reversos (um para amplificar o mutante jail-1 e o outro para amplificar o
MT) e um iniciador foward.

A planta com gendtipo MT produzira um amplicon com 525 pb, enquanto o
gendtipo jail-1 produzira um amplicon com 777 pb. Como as plantas séo F2 e estéo

em homozigose, o resultado da amplificacéo devera ser um amplicon de 777bp.

777ph
525ph =

Figura 6 - Gel de agarose com produtos de amplificacdo das plantas duplo mutante
epijail-1 . MT apresenta um fragmento de 525 pb, enquanto que o duplo mutante em

homozigose corresponde a um fragmento de 777pb.
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4.3 Colonizacdo micorrizica intrarradicular

Os dados de colonizacéo intrarradicular foram analisados através do programa
Sisvar versao 5.5 e sdo apresentados na tabela 2. Para a normalizacao, os dados foram
transformados para arc sen (x + 1)°°. As médias dos tratamentos foram comparadas

pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tabela 2 - Colonizacdo intrarradicular de genétipos de tomateiros inoculados com

Glomus clarum

Gendtipo do tomateiro % Colonizagéo
Micro-Tom 46,07+ 3,46 a
Epi 30,12+1,50 b
epijail 24,41+1,21 b
jail-1 0.00c

Os dados representam médias de 5 repeticdes . Médias seguidas de letras diferentes
sao estatisticamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

As plantas do gendtipo Micro-Tom apresentaram uma taxa de colonizacéo
intrarradicular por Glomus clarum, estatisticamente maior do que os demais genétipos
avaliados.

A colonizagdo no mutante superprodutor de etileno epi, apresentou uma reducao
no nivel de colonizacdo, se comparado ao genétipo Micro-Tom (Tabela 2).

Este resultado é similar ao obtido por Zsdgon et al. (2008) em que 0 mutante
epinastic mostrou uma menor taxa de colonizacao intrarradicular por G. clarum do que o
genotipo ndo mutante em baixa concentracdo de P.

A colonizacéo do gendtipo epijail superprodutor de etileno e insensivel ao acido
jasmonico, ndo diferiu estatisticamente daguela observada para o genoétipo epi.

Tanto no mutante epi como o duplo mutante epijail e o cv Micro-Tom foram
observadas estruturas intrarradiculares, como hifas, arbusculos e vesiculas. Porém no

duplo mutante foi observado uma alta concentragéo de vesiculas (Figuras 7 e 8).
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No mutante insensivel ao &acido jasmonico jail-1 nado foi observada a
colonizagcdo intrarradicular. Em algumas partes do sistema radicular foi possivel
observar uma grande quantidade de hifas externas em contato com a raiz, mas sem
penetracdo (Figura 8).

Para determinar se o tratamento prévio das sementes com MeJA durante a
triagem dos mutantes estava inibindo a colonizacdo intrarradicular, um segundo
experimento foi realizado com o mutante jail-1.

O resultado para o mutante insensivel ao acido jasménico jail-1 foi idéntico ao
anterior, ndo apresentando nenhuma colonizac&o intrarradicular ao longo do tempo
(Tabela 3), o que comprova que a triagem prévia com MeJA, ndo interferiu no processo
de colonizacdo. No gendtipo Micro-Tom ocorreu um aumento gradual na colonizacao
intrarradicular com o tempo de cultivo, como esperado.

Com base nesses resultados € possivel sugerir que a insensibilidade ao acido
jasmoénico no mutante jail-1, resulta em um bloqueio da colonizacéo intrarradicular
pelos FMAs. O cultivar Micro-Tom foi estatisticamente diferente para todos os tempos
coletados (p<0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Colonizacao intrarradicular de gendtipos de tomateiros inoculados com

Glomus clarum

Gendtipo do tomateiro % Colonizacgéo
MT 23 Dias 6,21+ 19a
MT 30 Dias 23,49+1,8 b
MT 37 Dias 46,89+2,2 c
jail-1 23 Dias 0.00d
jail-1 30 Dias 0.00d
jail-1 37 Dias 0.00d

Os dados representam médias de 5 repeticdes . Médias seguidas de letras diferentes
sao estatisticamente diferentes entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).
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O etileno é considerado um inibidor da formacdo de MAs e este efeito tem sido
demonstrado em vérias combinac¢des fungos-plantas.

O experimento com o mutante epinastic de tomateiro demonstrou que o etileno
em excesso na planta, promove uma reducéo na taxa de colonizacao intrarradicular, em
condi¢Oes de baixo P no substrato de cultivo.

Azcon-Aguilar et al. (1981) relataram que a colonizacdo intrarradicular por
Glomus mosseae diminuia em Triticum vulgare e Medicago truncatula quando aplicado
etileno no substrato. Similarmente, Ishii et al.(1996) demonstraram que a aplicacédo
exdgena de etileno em Poncirus trifolata inibia a colonizacdo por Gigaspora.
ramisporohora.

A colonizagao intrarradicular de Pisum sativum e Allium porrum por G.
aggegatum também diminuiram em funcdo do excesso de etileno (GEIL et al., 2001,
GEIL; GUINEL, 2002). Em contraste em plantas de Linum usitatissimum a adicdo de
etileno resultou no aumentou da colonizagdo intrarradicular nas raizes (DUGASSA et
al., 1996), enquanto que em Lycopersicon esculentum inoculados com G. mosseae, nédo
foi identificado nenhuma alteracéo (VIERHEILIG et al., 1994).

McArthur e Knowles (1992) observaram que em Solanum tuberosum inoculada
com Glomus fasciculatum e com diferentes niveis de P ocorriam alteracbes na
producdo de etileno, as raizes colonizadas apresentavam atividade reduzida de ACC
oxidase em relacdo as raizes nao-colonizadas, sugerindo que os FMAs sao capazes de
suprimir a expressao de genes envolvidos na via biossintética do etileno.

E possivel também que o acido jasmonico tenha papel importante no controle da
colonizacéo intrarradicular em MAs.

No entanto, os dados experimentais sdo altamente controversos (GUTJAHR,;
PASZKOWSKI, 2009; HAUSE; SCHAARSCHIMIDT, 2009).

No mutante jail-1, o qual é totalmente insensivel ao acido jasmonico, ndo foi
encontrado colonizagéo intrarradicular. sugerindo que o excesso de acido jasmonico,
inibe a colonizacdo intrarradicular, porém esse resultado difere de outros resultados
presentes na literatura.

Regvar (1996) observou que a aplicacdo exdgena de AJ promovia a colonizagao

intrarradicular e aumentava o desenvolvimento de arbusculos e vesiculas em raizes de
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Allium sativum colonizadas por Glomus intraradices. Em contraste, Ludwig-Muller et al.
(2002) demonstraram que a aplicagcdo exdgena de &cido jasmoénico em mamao e
pepino, diminuia as taxas de colonizacao intrarradicular.

Outros relatos demonstraram aumentos nos niveis de AJ em raizes de M.
truncatula, H. vulgare, G. max e outras plantas quando colonizadas por FMAs em
relacdo as raizes ndo-micorrizadas (STUMPE et al., 2005; HAUSE et al., 2002;
VIERHEILIG; PICHE, 2002; MEIXNER et al., 2005).

Em raizes de cevada colonizadas por Glomus intraradides também, foi
observado um aumento no nivel endégeno de AJ e seu aminoacido conjugado, o JA-
isoleucina (HAUSE et al., 2002). Porém em Nicotiana attenuata os niveis de JA
permaneceram inalterados em comparacdo ao seu controle ndo-inoculado (RIEDEL et
al., 2008).

Usando uma abordagem genética reversa, foi demonstrado que a supresséo
parcial do gene que codifica a 6xido aleno sintase (AOS), envolvida na sintese do acido
jasmonico em raizes de M. truncatula afeta negativamente a taxa de micorrizacéo e a
formacédo de arbusculos (ISAYENKOV et al., 2005), indicando um papel essencial do AJ
na colonizagdo de raizes por fungos.

Herrera-Medina et al.(2008) utilizaram mutantes de tomateiro cv Moneymaker
jai-1 insensivel ao AJ e verificaram que a colonizagao intrarradicular por G. intraradices,
45 dias apos a inoculagao do fungo, era maior do que no controle sensivel (35% contra
9%). Esses dados contrastam com os resultados deste trabalho, onde mutantes de
tomateiro jai-1 ndo apresentaram coloniza¢do micorrizica.

Estes autores demonstraram que ocorreu a formacdo de MAs em plantas
mutantes jai-1. Seus resultados demonstraram que o0 mutante jai-1 ndo regulou a
colonizacdo intrarradicular e foi mais susceptivel a colonizacdo do que o seu controle. A
metodologia de triagem empregada neste trabalho foi somente por selecdo fenotipica
como descrito por Li et al. (2004). Como controles foram utilizadas plantas
heterozigotas Jai-1/- (sensiveis ao AJ), sendo coletadas 45 e 60 dias ap0s a inoculacao
com Glomus intraradices. Além da triagem fenotipica no presente trabalho foi feita a
confirmagdo das plantas mutantes jail-1 por triagem genotipica, com o tamanho do

amplicom confirmado. Como controle foi utilizado o cv Micro-Tom e mutantes jail-1 sem
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inoculo, as plantas foram coletadas antes do estagio reprodutivo, 37 dias apods a

D

inoculacdo com G. clarum. A confirmagdo das plantas por triagem genotipica

fundamental pois as plantas de tomateiro apresenta, muitas similaridades fenotipicas,

o

que pode levar a interpretacdo de dados equivocados.

No caso do mutante epijail, este apresentou colonizacédo intrarradicular, mas em
niveis inferiores aquelas observadas no mutante epi.

E possivel que o excesso de etileno possa reverte a inibicdo observada no

mutante insensivel ao acido jasmonico.

-_'t !]) 5'_’_

Figura 7 - Colonizacao intrarradicular de diferentes gendtipos de tomateiro Micro-Tom
por Glomus clarum. A- raiz de MT sem inoculo, B- raiz colonizada de MT, C e D- raizes
do mutante epi colonizadas, presenca de arbusculos, hifas, vesiculas e esporos.
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Figura 8 - Colonizagéo intrarradicular de diferentes genotipos de tomateiro Micro-Tom
por Glomus clarum. A e B- raiz do mutante epijail colonizada, mostrando a presenca de
arbusculos, hifas e uma grande quantidade de vesiculas. C e D- raizes do mutante jail-
1 mostrando a auséncia de colonizag&o intrarradicular e intenso crescimento de hifas
extrarradiculares.
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4.4 Analise da expressdo de genes envolvidos na sintese de etileno e acido
jasmonico

Varios trabalhos tém demonstrado que as interagcfes entre as vias de sinalizacéo
do etileno cooperam com a do acido jasmoénico na ativacdo de defesas contra
patdogenos necrotroficos e que antagoniza o acido salicilico nas respostas a injurias
(BERROCAL-LOBO et al., 2002; DIAZ et al., 2002; ROJO et al., 2003; LORENZO;
SOLANO, 2005; 2007).

Neste estudo foi utilizada PCR-quantitativa para avaliar a expressdo de genes
envolvidos na sintese de acido jasmonico e etileno em mutantes hormonais inoculados
com Glomus clarum.

Todos os oligonucleotideos utilizados demonstraram especificidade e qualidade
com apenas um pico atraves da curva de desnaturacdo (Figura 9).

75 80 85 €0 95

Figura 9- Curva de desnaturacao para o cv Micro-Tom. Genes da via de biossintese do
AJ, Laranja- OPR3, Verde- AOC; Genes da via de biossintese do etileno, Rosa- ACS2,
Azul-ACO4.
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4.4.1 Efeitos da colonizacao por FMAs

4.4.1.1 Genes da via de biossintese do &cido jasmdnico (OPR3 e AOC)

O acumulo de transcritos para o gene OPR3 no cv Micro-Tom quando inoculado
com Glomus clarum foi relativamente maior do que o seu controle ndo-inoculado.
Porém, o gene AOC teve uma baixa expressdo comparada ao controle ndo-inoculado,
nao sendo diferentes estatisticamente (p<0,05) ( Figuras10 e 11).

O mutante epinastic quando inoculado com Glomus clarum também apresentou
uma induc¢éo no acumulo de transcritos tanto para OPR3 quanto para AOC em relacdo
ao seu controle ndo-inoculado. Entretanto, essa inducéo foi estatisticamente diferente
(p<0,05) somente para o gene OPR3.

No mutante jail-1, o qual apresenta insensibilidade ao &acido jasmdnico, nao
ocorreu indugcdo no acumulo de transcritos para ambos 0s genes da via de biossintese
do &cido jasménico. O acumulo de transcritos de OPR3 e AOC foi semelhante tanto
para as raizes micorrizadas quanto para seu controle ndo-inoculado.

O duplo mutante epijail apresentou uma resposta diferente comparado aos
outros mutantes, pois a sua insensibilidade ao acido jasmdénico ndo impediu que ocorre-
se um acumulo de transcritos para os genes da via do &cido jasmoénico. Diferente do
gue foi observado no mutante epinastic, o duplo mutante epijail inoculado com Glomus
clarum tem sua expressao reduzida comparado ao controle ndo-micorrizado tanto para
OPRS3 quanto para AOC.
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Figura 10 - Acumulo relativo dos transcritos de OPR3 em mutantes de tomateiro. Os
valores foram normalizados pela expressdo do gene rRNA 18S. Ni, controle nao
inoculado. A, B, C, D, E e F, indicam o resultado do teste de comparacdo de médias
(teste t) realizado somente entre cada genotipo e seu respectivo controle.
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Figura 11 - Acumulo relativo dos transcritos de AOC em mutantes de tomateiro. Os
valores foram normalizados pela expressdo do gene rRNA 18S. Ni, controle nao
inoculado. A, B, C e D, indicam o resultado do teste de comparagcédo de médias (teste t)
realizado somente entre cada genotipo e seu respectivo controle.
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4.4.1.2 Genes da via de biossintese do etileno

Os efeitos da colonizacédo intrarradicular por FMAs para a via da biossintese do
etileno (ACO4 e ACS2) podem ser observados nas Figuras 12 e 13.

O cv Micro-tom quando inoculado com G. clarum apresentou uma indugcéo no
acumulo de transcritos para ambos os genes da via de biossintese do etileno em
comparagao ao seu controle.

O mutante epinastic, superprodutor de etileno, apresentou um alto acumulo de
transcritos para o gene ACO4 quando inoculado com Glomus clarum, sendo diferente
estatisticamente do seu controle nao-inoculado. Apesar de ocorrer um acumulo de
transcritos para o gene ACS2 nao foi possivel observar diferencas significativas entre o
controle e a planta inoculada.

O duplo mutante epijail nao-inoculado apresentou um alto acumulo de
transcritos para o gene ACO4 quando comparado com o0s outro genétipos. Quando
inoculado com Glomus clarum ocorreu uma reducdo significativa no acumulo de
transcritos (p<0,05). Para o gene ACS2, o acumulo de transcritos foi relativamente
menor do que o observado para ACO4, nao ocorrendo diferengas significativas entre o
duplo mutante inoculado e o seu controle.

O acumulo de transcritos de ACO4 e ACS2 no mutante jail-1 foi similar aquele
observado para os genes da via de biossintese do acido jasmoénico. Ndo houve inducéo

no acumulo de transcritos tanto nas plantas micorrizadas quanto nas ndo-inoculadas.
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Figura 12 - Acumulo relativo dos transcritos de ACO4 em mutantes de tomateiro. Os
valores foram normalizados pela expressdo do gene rRNA 18S. Ni, controle nao
inoculado. A, B, C, D, E, F e G, indicam o resultado do teste de comparacao de médias
(teste t) realizado somente entre cada genotipo e seu respectivo controle.
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Figura 13 - Acumulo relativo dos transcritos de ACS2 em mutantes de tomateiro. Os
valores foram normalizados pela expressdo do gene rRNA 18S. Ni, controle néo
inoculado. A, B, C, D e E, indicam o resultado do teste de comparacdo de médias (teste

t) realizado somente entre cada genotipo e seu respectivo controle.
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Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o bloqueio na via de
sinalizacdo do acido jasmoénico, ndo permite o estabelecimento do fungo micorrizico
arbuscular, sugerindo que este hormonio pode exercer um importante papel nas vias de
sinalizacdo para o estabelecimento de MAs. Esses diferem daqueles obtidos por
Herrea-Medina et al. (2008).

Esta muito bem documentado que as associa¢Bes mutualisticas envolvem um
reconhecimento mutuo, com um alto grau de coordenacdo e regulacdo dos sinais
moleculares entre os dois organismos (LAMBAIS, 2006; KIRIACHECK et al., 2009).
Porém, poucos trabalhos sdo encontrados na literatura que avaliam o nivel de acimulo
de transcritos para os genes da via de biossintese de etileno e do &cido jasménico em
plantas com simbiose MAs. A maioria dos trabalhos sdo realizados com aplicacdes
exdgenas desses hormonios e 0 acumulo de transcritos sdo observados através do
gene LePT4, o qual codifica um transportador de fosfato especifico para simbiose com
MAs, verificando a funcionalidade da simbiose.

Isayenkov et al. (2005) utilizando uma abordagem reversa, demonstraram que a
supressdo parcial do gene que codifica enzimas envolvidas na biossintese do acido
jasmoénico, como a AOC, a oOxido aleno sintase (AOS) em raizes de M. truncatula,
resultou em reducdo taxa de micorrizacdo e formacédo de arbusculos. Estes resultados
conferem com o comportamento do duplo mutante epijail que apresentou uma reducao
no acumulo de transcritos da via biosintética do &cido jasmoénico. Porém, o mutante jail-
1 ndo apresentou colonizagéo intrarradicular por FMAs e acumulo de transcritos para o0s
genes das vias de biossintese tanto do acido jasmodnico como a do etileno foi menor do
gue no controle ndo-inoculado.

Lépez-Réez et al. (2010) avaliaram os niveis de transcritos em raizes de tomate
(Solanum lycopersicum L. cv MoneyMaker) colonizadas por G. mosseae e G.
intraradices, utilizando microarranjos de DNA. Os resultados demonstraram uma
indugdo dos genes que codificam enzimas relacionadas com o metabolismo e
regulacdo das oxilipinas (LOXA, AOS1, AOS3, JAME, JAZ2), porém a inducdo dos
genes OPR3 e AOC foram relativamente menos induzidos nas raizes micorrizadas.

Para confirmar esses resultados Lopez-Réaez et al.(2010) investigaram se ocorre

alteragdes nos niveis dos hormoénios ABA, AS, ET, AJ e seus derivados em raizes de
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tomate (Solanum lycopersicum L. cv MoneyMaker) colonizadas por G. mosseae e G.
intraradices, por espectrometria de massa. Os niveis de OPDA que € o precursor do
acido jasmonico foram significativamente maiores (<0,05) em todas as raizes
colonizadas por ambos os FMAs.

Garcia-Garrido et al., (2010) avaliaram os niveis de transcritos em raizes de
mutante de tomateiro (Solanum lycopersicum cv Rheinlands Ruhm) deficientes em ABA
(sitiens), colonizadas por Glomus intraradices, utilizando microarranjos de DNA. Os
resultados demonstraram um conjunto de genes induzidos do metabolismo das
oxilipinas, tanto em plantas selvagens como no mutante sitiens colonizada por Glomus
intraradices.

Os resultados obtidos no presente trabalho avaliaram dois genes da via de
biossintese do &cido jasménico, onde o0 mutante epinastic e o cv Micro-Tom
demonstraram uma alta inducdo do acumulo de transcritos para o gene OPR3 quando
inoculado com Glomus clarum. Apesar de AOC nao diferir estatisticamente do seu
controle ndo-inoculado (p<0,05) o acumulo de transcritos obtidos no mutante epinastic e
no cv Micro-Tom foram maiores quando comparados aos dados de Lopez-Raez et al.
(2010). Essa diferenca nos resultados de acumulo de transcritos entre os dois trabalhos
pode estar relacionada com os diferentes organismos utilizados, porém, ambos o0s
estudos demonstraram que o &cido jasménico tem um papel fundamental no
desenvolvimento da simbiose MAs, o que confere com o resultado obtido com o
mutante jail-lem que o acumulo de seus transcritos foram relativamente reduzidos
devido a presenca da mutagdo na via de biossintese do acido jasmonico.

Lépez-Raez et al. (2010) também avaliaram se ocorre uma alteracdo no
acumulo de transcritos relacionados com a sintese de ET, ABA e AS, porém nenhuma
diferenca significativa foi observada para ABA e AS, exceto para os transcritos de
acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico oxidades (ACO1) o qual esta envolvido na via
de biossintese do etileno.

Este resultado confere com os obtidos na presente trabalho, pois o acimulo de
transcritos do gene ACO4 que também esta envolvido na via de biossintese do etileno,
em raizes dos mutantes epi, epijail e no cv Micro-Tom foram relativamente induzidos

em comparacdo as raizes ndo-inoculadas (p<0,05),porém o0 mutante jail-1 nao
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apresentou nenhuma inducdo de acumulos para os genes da via do etileno,0 que
sugere que a sua mutacao na via do acido jasménico, também interferiu na resposta de
acumulos de transcritos para os genes ACO4 e ACS2.

Na relacdo com simbiontes pouco se sabe sobre a interacdo das vias de
sinalizacdo dos hormonios vegetais. E como 0s organismos se comportam e
respondem diferente para cada situagdo, seria necessario um estudo mais aprofundado
com os simbiontes para avaliar a diversidade de resposta que esses organismos
desenvolvem.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que os horménios etileno e o 4cido
jasmbnico podem ter uma relacdo sinérgica durante o estabelecimento e

desenvolvimento da Micorriza arbuscular.
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5 Conclusoes

O mutante jail-1 n&o apresentou colonizacao intrarradicular por G. clarum e o acimulo
de transcritos dos genes OPR3, AOC, ACO4, e ACS2 foi baixo, em relagao ao controle
Micro-Tom.

A triagem prévia com Meja ndo interferiu na colonizagao intrarradicular no mutante jail.

O mutante epinastic apresentou coloniza¢éo intrarradicular reduzida em comparacédo ao

cv Micro-tom.

O mutante epinastic apresentou o maior acumulo de transcritos para 0s genes da via de
de biossintese do etileno (ACO4 e ACS2) e do acido jasmobnico, 0 que sugere uma

relacdo sinérgica entre esses hormonios.

O duplo mutante epijail apresentou um comportamento intermediario entre o mutante
epinastic e o mutante jail-1. A insensibilidade ao acido jasménico ndo impediu a
colonizacgdo intrarradicular por G. clarum e 0 acumulo de transcritos para os genes da

via de biossintese do acido jasmonico e do etileno.
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