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RESUMO

Oliveira, Roselaine Sanchez da Silva. Nodulacéo e expressdo dos genes do Enod40 e da
leghemoglobina em feijoeiro sob diferentes niveis de fésforo na semente e no substrato.
2011. 44f. Dissertacéo (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Sementes enriquecidas com P aumentam a nodulagdo e a acumulacdo de N do feijoeiro
(Phaseolus wulgaris L.) particularmente sob baixa disponibilidade de P no substrato.
Apresenta-se a hipétese de que sementes enriquecidas com P podem antecipar o processo de
nodulacgéo e fixacdo bioldgica de N,. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos
teores de P na semente sobre o inicio dos processos de nodulacéo e fixacdo de N, sob
diferentes niveis de P no substrato, através da andlise da expressdo dos genes Enod40 e
leghemoglobina pelatécnica de PCR em tempo real. Foram conduzidos trés experimentos em
casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia. O primeiro experimento teve objetivo de gjustar
os niveis de P o substrato para permitir a adequada manifestacdo do efeito do P da semente,
sendo constituidos por dois teores de P na semente (baixo e ato), cinco niveis de P na solucéo
nutritiva aplicadaao substrato (0, 125, 250, 500 e 1000 uM de P) e duas épocas de coleta (30
e 42 dias apos emergéncia - DAE). O ato P da semente aumentou a nodulacdo, o acumulo de
N e a massa seca de parte aérea nos niveis de 0, 125 e 250 uM de P aos 30 e 43 DAE. No
segundo experimento foi avaliada a eficiéncia dos iniciadores através da técnica de PCR em
tempo real, sendo analisados dois teores de P na semente em combinacdo com dois niveis de
P na solug&o nutritiva aplicada ao substrato (150 e 500 uM de P), em trés épocas de coleta. O
alto P da semente aumentou a massa de nédulos aos 10 DAE no nivel 150 uM de P. Foram
selecionados os genes referéncia PvAct2 e Ef-1a, respectivamente associados a constituicéo
estrutural do citoesqueleto e a ligagdo do GTP ao aminoacil-tRNA, para serem utilizados nas
analises posteriores. No terceiro experimento foram utilizadas sementes com dois niveis de P,
dois niveis de P na solugdo nutritiva e sete épocas de coleta, sendo avaliada a expresséo dos
genes Enod40 e leghemoglobina por PCR em tempo real. O ato P da semente aumentou a
massa seca de parte aérea e de ndédulos na média dos niveis de P na solugéo nutritiva aos 35
DAE. Os teores de P da semente ndo modificaram a expressdo dos genes Enod40 e
leghemoglobina aos 2, 4, 6 e 8 dias apds a inoculacdo. O Enod40 teve sua expressdo
aumentada apds aplicagdo de P na solugdo nutritiva, sendo mais expresso em plantas oriundas
de sementes com alto teor de P, mas na menor dose de P no substrato. Apesar do alto teor de
P da semente ter aumentado a nodulacdo do feijoeiro, ndo foi detectado antecipacdo nos
processos de nodulagcdo e fixagdo de N, através da expressdo dos genes Enod40 e
leghemogl obina.

Palavras-chave: PCR em tempo real. Fixag&o biol6gica de nitrogénio. Phaseolus vulgaris

Vii



ABSTRACT

Oliveira, Roselaine Sanchez da Silva de Oliveira. Nodulation and expression of genes
Enod40 and leghemoglobin in common bean plants at different phosphorus levelsin the
seed and the substrate. 2011. 44p. Dissertation (Méster Science in Agronomy, Soil Science)
Instituto de Agronomia, Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2011.

Seed enriched with P increased nodulation and N accumulation of common bean (Phaseolus
vulgaris L.) plants particularly at low levels of P availability in the substrate. The hypothesis
that seeds enriched with P can advance the process of nodulation and biological N fixation is
presented. The objective of this study was to evaluate the effect of seed P concentration on the
beginning of the processes of nodulation and N fixation, at different levels of the P in the
substrate, through the analysis of the expression of genes Enod40 and leghemoglobin by the
technique of Real time PCR. Three experiments were carried out in greenhouse in Embrapa
Agrobiologia. The first experiment had the objective to adapt the P level in the substrate, to
enable the demonstration of the effect of seed P. The experiment was constituted of two seed
P concentrations (low and high), five levels of P in nutrient solution applied to substrate (0,
125, 250, 500 and 1000 uM of P) and two dates of harvest (30 and 43 days after emergence -
DAE). The high seed P increased the nodulation, N accumulation and shoot dry matter at the
levels of 0, 125 and 250 uM of P, at 30 and 43 DAE. In the second experiment, the efficiency
of primers was evaluated through the technique of real time PCR. It comprised two seed P
concentrations combined with two P levels in nutrient solution applied to substrate (125 and
500 uM of P) at three dates of harvest. The high seed P increased the nodule mass at 10 DAE
at the level of 150 pM of P. Two reference genes, PvAct2 and PvEF-1a, respectively
associated with the structural constitution of the cytoskeleton and the binding of GTP to
aminoacyl-tRNA, were selected to be used in further analyses. In the third experiment two
seed P levels, two levels of P in nutrient solution and seven dates of harvest were used, and
the expression of the genes Enod40 and leghemoglobin was evaluated by real time PCR. The
high seed P concentration increased the shoot and nodule dry matter in the average of P levels
in nutrient solution at 30 DAE. Seed P concentration did not affect the expression of the genes
Enod40 and leghemoglobin at 2, 4, 6 and 8 DAE. The Enod40 had its expression increased
after application of P in nutrient solution and was more expressed in plants originating from
seeds with high P but in the lower P level in the substrate. Although the high seed P
concentration increased the nodulation of common bean, the anticipation of processes of
nodulation and N> fixation was not identified by the expression of the genes Enod40 and
leghemoglobin.

Key words: Real time PCR. Biological nitrogen fixation Phaseolus vulgaris.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, o feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) ocupa érea cultivada de 4,2 milhdes de
hectares, com producdo ce 3,5 milhdes de toneladas, o que implica em uma produtividade
média de 849 kg ha' (IBGE, 2010). Esta média de produtividade estd muito abaixo do
potencial produtivo da cultura, uma vez que em monocultivo sob alta tecnologia, tem se
obtido em experimentosrendimentos em torno de 4.000 kg ha™* (Vieiraet a., 1999).

O feijoeiro apresenta a capacidade de fixar nitrogénio (N2) atmosférico quando em
simbiose com bactérias do género Rhizobium. Esta associacdo caracteriza-se pela formacéo de
estruturas atamente especializadas denominadas nédulos, em cujo interior € sintetizado o
complexo enzimético da nitrogenase, responsavel pela quebra da tripla ligagdo do N, e sua
conversdo a amdnia (NHz). O processo de fixacdo bioldgica de N> constitui um potencial
biotecnolégico capaz de substituir, total ou parcialmente, a adubacdo nitrogenada,
possibilitando o aumento da produtividade e reducéo nos custos de producéo, recuperacéo de
areas degradadas e aumento da fertilidade do solo, tornando-se uma importante ferramenta
para o desenvolvimento de uma agricultura sustentavel.

As leguminosas quando em simbiose com rizobio, tém seu crescimento bastante
limitado em solos com baixa disponibilidade de fésforo P), em funcdo da alta demanda
energética para reducdo do N, atmosférico e assimilacdo do N (Sa & Israel, 1991), situacdo
agravada em funcdo da baixa disponibilidade de P comum em solos tropicais. A relacéo entre
a baixa disponibilidade de P e a fixacdo de N, ainda néo esta clara. Alguns estudos sugerem
gue a regulacdo ocorre no aparato fotossintético, afetando a producédo e o fornecimento de
carboidratos ndo estruturais para os noddulos (Gordon et a., 1997), enquanto outros estudos
indicam que o P tem um efeito direto na atividade da nitrogenase e no metabolismo dos
nodulos (Almeidaet al., 2000).

Em experimentas em casa de vegetacdo, foi observado que o alto teor de P na semente
aumentou a producdo de matéria seca, a nodulacdo e a acumulacdo de N em plantas de
feijoeiro, particularmente sob baixa disponibilidade de P no solo (Teixeiraet a., 1999; Araujo
et a., 2002). Como o suprimento limitado de P causa atrasos no desenvolvimento da
nodulacdo no feijoeiro (Araljo & Teixeira, 2000), sementes com alto teor de P obtido via
adubacéo foliar podem aumentar o crescimento, a nodulacéo e a acumulacéo de N do feijoeiro
em estadios iniciais de crescimento, particularmente sob baixas doses de P aplicado ao solo.

Durante as diferentes etapas da simbiose entre leguminosas e rizobios, diversos genes
das plantas, que codificam proteinas chamadas nodulinas, sGo expressos nos nédulos. De
acordo com o padréo de expressdo, essas nodulinas sdo classificadas em precoces e tardias
(Verma et al., 1992). As nodulinas precoces sdo expressas imediatamente apds o0 contato do
rizébio com a raiz da planta e estdo associados a invasdo bacteriana e organogénese do
nodulo. As nodulinas tardias sdo expressas em nodul os maduros e desempenham um papel no
metabolismo do carbono e N e na manutencédo ou senescéncia dos nddulos (Bergmann et al.,
1983).

O Enod40 pertence a classe das nodulinas precoces, sendo um dos principais genes
estudados em resposta aos fatores Nod (lipoquitooligossacarideo), devido a sua ata expressao
durantes o0s estagios iniciais da organogénese do nédulo (Verma et a., 1992). A
leghemoglobina pertencente & classe das nodulinas tardias, e atua facilitando a difusdo de Oy,
possibilitando a sintese e o funcionamento da nitrogenase (Bergmann et a., 1983).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) em tempo real € uma poderosa ferramenta no
estudo da expressdo génica, permitindo uma ata sensibilidade, especificidade,
reprodutibilidade e rapida amalise dos dados (Ginzinger, 2002). Atualmente, esta técnica é um



dos métodos mais utilizados em estudos bioldgicos, permitindo quantificar pegquenas
mudancas na expressao génica, com resultados rapidos e confiaveis (Bustin, 2002).

A hipotese do trabalho € que sementes de feijoeiro com altos teores de P antecipam os
processos de nodulacdo e fixagdo bioldgica de N,. Dessa forma, o presente estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos do alto teor de P da semente sobre o desenvolvimento inicial da
nodulacdo e da fixagdo de N, no feijoeiro, cultivado em substrato com diferentes niveis de P,
através da analise ch expressdo dos genes Enod40 e leghemoglobina através da PCR em
tempo real.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Aspectos Geraisda Cultura do Fejoeiro

Devido a sua ampla adaptacdo edafoclimatica, o feljoeiro comum (Phaseolus vulgaris
L.) é cultivado em diversificados sistemas de producdo, em praticamente todo o territorio
nacional e diferentes épocas de plantio. Considerado uma das principais fontes protéicas, por
apresentar em sua constituicdo todos os aminoacidos essenciais, o feijdo é um componente
basico na cultura alimentar de aproximadamente 100 milhdes de consumidores de baixo poder
aguisitivo no mundo, cuja dieta é baseada em amido (CIAT, 1990). No Brasil, o feijdo esta
presente no hébito alimentar de grande parte da populagdo, e sua importancia aimentar deve-
se especialmente ao baixo custo deste alimento asociado ao alto valor nutritivo de suas
proteinas.

A espécie Phaseolus wvulgaris L. é uma leguminosa originaria das Américas, tendo
sido cultivada pelos indigenas pré-colombianos desde o Canada até o Chile e Argentina
(Embrapa, 2010). Dados mais recentes, com base em padrbes e etroforéticos da faseolina,
proteina mais abundante encontrada em sementes de feijdo, sugerem a existéncia de trés
centros primérios de diversidade genética: 0 mesoamericano, que se estende desde o sudeste
dos Estados Unidos até o Panama, tendo como zonas principais 0 México e a Guatemala; o
sul dos Andes, que abrange desde o norte do Peru até as provincias do noroeste da Argentina;
e o0 norte dos Andes, que abrange a Colémbia e Venezuela até o norte do Peru (Embrapa,
2010).

No feijoeiro, a porcdo terminal da haste define dois habitos de crescimento, o primeiro
denominado de crescimento determinado, onde a emissdo de flores e ramos cessa por ocasido
da floragdo, e o segundo conhecido por indeterminado, caracterizando-se pelo processo de
crescimento de ramos ap0s a floracéo (Fanceli & Dourado Neto, 2007). Em funcdo do grau e
tipo de ramificacdo, os hébitos de crescimento podem ser agrupados em quatro tipos: Tipo | —
plantas de crescimento determinado; Tipo Il — plantas de crescimento indeterminado
arbustivo; Tipo Il — plantas de crescimento indeterminado prostrado; e Tipo IV — plantas de
crescimento indeterminado trepador (Fanceli & Dourado Neto, 2007).

No ano de 2009, a producéo brasileira de feijdo foi de 3,5 milhdes de toneladas em
uma area de 4,2 milhdes de hectares, o que implica em uma produtividade média de 849 kg
ha® (IBGE, 2010). Esta média de produtividade estd muito abaixo do potencia produtivo da
cultura, uma vez que, em monocultivo aliada a alta tecnologia, tem sido obtido em
experimentos valores de cerca de 4.000 kg ha (Vieira et a., 1999). Os principais estados
produtores séo Parang, Minas Gerais, Bahia, Goias e Sdo Paulo, sendo responsaveis por 65%
da producdo (BGE, 2010). No periodo de 2000 a 2009, as exportacfes de Eijdo atingiram
média anual de 9,5 mil toneladas, atingindo indices de 30,5 mil toneladas em 2007 e de 25 mil
toneladas em 2009 (Chaves, 2010).

Considerando a diversidade fisiogréfica do pais e a adaptacéo do feijoeiro a diversas
condi¢des de solo e clima, € possivel explorar a cultura em trés diferentes épocas. A primeira
€ a safra “das aguas’, cujo cultivo é realizado entre os meses de agosto e novembro, com
predominancia na Regido Sul, sendo a maior das trés safras (Embrapa, 2010). A segunda safra
€ plartada entre janeiro e marco e colhida entre abril e julho; e aterceira, cultivada entre julho
e outubro e onde predomina o cultivo irrigado, tem producéo concentrada nos estados de
Minais Gerais, S8o Paulo, Goiés e Bahia (Fuscaldi & Prado, 2005).

Os produtores de terceira safra sdo capitalizados e adotam o0 uso de tecnologia
avancada, comercializando grandes quantidades e obtendo melhores precos, o que os torna
menos sujeitos a agdo de intermediérios e especuladores (Fuscaldi & Prado, 2005). As regides
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de terceira safra apresentam produtividades médias bem mais elevadas, correspondendo com
aproximadamente 22% da producéo e 19,5% da area plantada (Fuscaldi & Prado, 2005). No
entanto, grande parte da producéo brasileira esta ligada a pequenas e médias propriedades, em
geral, produtores que utilizam méo de obra familiar com baixo nivel tecnoldgico, sendo estes
responsaveis por grande parte da producdo nacional, mas com menores produtividades
(Embrapa, 2010).

O acesso limitado a uma tecnologia de plantio e manejo adaptada ao pequeno e médio
produtor é um aspecto que tem contribuido para obtencdo de baixas produtividades do
feijoeiro. Além disso, por ser uma cultura com exigéncias nutricionais relativamente el evadas,
o produtor ndo dispde de recursos para utilizacdo de fertilizantes.

2.2. Fixacao Biolégica de Nitrogénio

O nitrogénio (N) € um dos elementos requeridos em maior quantidade pelos vegetais,
sendo congtituinte da estrutura de proteinas, &cidos nucléicos, clorofila e horménios. A
absorcdo de N pelos vegetais ocorre nas formas nitrica (NOs") e amoniacal (NHs"). A maior
parte do N da atmosfera € quimicamente inerte a temperatura ambiente, representando 78%
dos gases da atmosfera terrestre. Sua férmula molecular é constituida por dois &omos de N
unidos por uma ligacéo tripla extremamente estavel, tornando incapaz a sua absor¢éo e
assimilacéo pelos organismos eucariontes. Para que ocorra a transformacgéo do N, em formas
disponiveis para os vegetais, € necessario o fornecimento de temperatura e pressao ou através
da presenca de um sistema enzimatico apropriado.

Na industria a fixagéo de N é realizada pelo processo Haber-Bosh, sendo necessarias
temperaturas (400 °C) e pressoes elevadas (107 pascal) (Moreira & Siqueira, 2006). Dos
fertilizantes minerais, 0s que possuem N S80 0S mais caros e que consomem mais energia em
sua producdo, custando para agricultura cerca de US$ 45 bilhGes anuamente (Ladha &
Reddy, 2003).

A fixacao biologica de N, (FBN) é restrita aos organismos procariontes, denominados
fixadores de N ou diazotroficos, sendo capazes de reduzir o N, & amdnia em condigdes
normais de temperatura e presséo. Através do complexo enzimatico denominado nitrogenase,
ocorre a hidrélise de 16 adenosina tri-fosfato (ATP) e 8 elétrons por molécula de N, fixado,
sendo um dos processos metabdlicos mais dispendiosos realizados pelas células (Reis et a.,
2006). A incorporacdo do N, atmosférico através do processo bioldgico contribui com 65%
do total do N fixado no planeta (Moreira & Siqueira, 2006).

O feijoeiro tem a capacidade de estabelecer simbiose com bactérias fixadoras de N,
garantindo parte de suas exigéncias em N. Considerado um hospedeiro promiscuo com
relacéo ao rizobio, o feijoeiro pode formar associacdo com diferentes graus de eficiéncia com
uma grande diversidade de rizobios, podendo nodular com pelo menos 12 espécies de rizobio
(Straliotto & Teixeira, 2000).

Dentre as leguminosas de gréo, o feijoeiro é considerado uma das culturas com menor
eficiéncia na FBN (Moreira & Siqueira, 2006). Segundo Straliotto & Rumjaneck (1999),
diversos resultados experimentais mostraram a baixa capacidade da planta em atingir seu
potencial produtivo quando dependentes apenas da FBN. Apesar desta constatacdo, varios
estudos indicam que ha possibilidade da substituicdo da adubac&o nitrogenada pela FBN
(Romanini Junior et a., 2007), e a possibilidade de se obter rendimentos entre 1.500 a 2.000
kg ha! em feijao sob FBN (Straiotto & Teixeira, 2000).

O feijoeiro apresenta uma grande variabilidade na capacidade de nodulacéo e fixacéo
biol6gica de N, entre os diferentes gendtipos (Aradjo et a., 1998). Estudo realizado com 9
linhagens mostrou uma diferenca significativa na FBN, que variou de 18 a 51 kg ha'!, sendo



as plantas que fixavam mais N as que nodulavam rapidamente apds a germinacdo das
sementes (nodul agdo precoce) (Cassini & Franco, 2006).

Varios fatores interferem na eficiéncia do estabelecimento da simbiose, acarretando
variabilidade de resposta a nodulacdo e FBN do feijoeiro. Alguns fatores podem ser
relacionados a caracteristicas intrinsecas da espécie hospedeira, ou extrinsecos envolvendo
populacdes nativas de rizébio e fatores climaticos e edéficos (Straliotto & Rumjaneck, 1999).
A temperatura pode afetar diferentes estagios da infeccdo, formagdo e funcionamento do
nodulo, sendo a simbiose no feijoeiro drasticamente limitada em temperatura média superior a
34 °C (Moreira & Siqueira, 2006). Na maioria das bactérias do género Rhizobium, a grande
parte dos genes da nodulacéo e fixacdo de N, estdo localizados em plasmideo de elevado peso
molecular denominado plasmideo Sym (pSym), gque pode ser perdido ou sofrer rearranjos
genéticos modificando a expressdo desses genes (Hungria, 1994). Atualmente, o inoculante
comercial para o feijoeiro no Brasil € produzido com uma espécie de rizébio adaptada aos
solos de climatropical, o Rhizobium tropici, resistente a altas temperaturas, acidez do solo e
com ata competitividade (Straliotto & Rumjaneck, 1999).

Na cultura do feijoeiro, o nédulo comeca a ter atividade 15 a 20 dias ap6s a
emergércia da planta, havendo um répido declinio nas taxas de FBN durante a fase de
enchimento dos gréos (Cassini & Franco, 2006), ou sgja, quando a planta mais necessita do
suprimento nitrogenado. Sendo assim, a antecipacdo da nodulac&o e do processo de fixagédo de
N> prolongaria a atividade nodular. Além disso, considerando que o feijoeiro é cultivado
principalmente por pequenos produtores, a utilizagdo de técnicas que permitam antecipar o
inicio da nodulagdo e FBN podera corresponder a aumentos significativos no rendimento dos
gréos.

2.3. O Fésforo na Planta

O P é um dos nutrientes mais absorvidos pelas plantas, participando com cerca de 2 g
kg do peso da matéria seca, naconstituicsio de ATP, RNA e DNA, desempenhando um papel
fundamental no fornecimento e armazenamento de energia, respiracdo e fotossintese
(Schahtman et al., 1998). O P est4 envolvido na estabilizagcdo e composi¢cdo das membranas,
ativacdo e inativacdo enzimética, reacOes de oxirreducdo, participacdo no processo de
transducdo de sinais, além do processo de fixacdo biolégica de N, (Raghothama &
Karthikeyan, 2005).

Cerca de 75% do fosfato é armazenado nos vacuolos, de onde € mobilizado quando o
fornecimento é limitado; os 25% restantes encontra-se no citoplasma e nas organelas
celulares, em equilibrio com os ciclos metabdlicos (Schahtman et a., 1998). A
compartimentalizacdo deste elemento é de fundamental importancia para regulacdo das vias
metabdlicas no citoplasma e cloroplastos. Na planta, apenas uma pequena parcela do P esta
envolvida no metabolismo: se o suprimento de P for adequado, grande parte do reservatério
permanece ndo metabolizado sendo armazenado no vactiolo como ortofosfato; sob estresse de
P, as reservas sdo exauridas, enquanto os niveis metabdlicos praticamente ndo sdo afetados
(Grant et al., 2001).

Embora o P possa ser absorvido nas formas PO, e HPO42, a sua absorgao ocorre
principalmente na sua forma oxidada, por intermédio de um transportador de HPO42 do tipo
simporte. Posteriormente, é incorporado a uma variedade de compostos organicos incluindo
acUcares fosfatados, fosfolipidios e nucleotideos (Taiz & Zeiger, 2009).

Existem mais de 50 tipos de ésteres de fosfato formados a partir de aglcares de
alcodis, dos quais 10 aparecem em alta concentracdo nas células, como a glicose-6-P e P
gliceraldeido, e as coenzimas AMP, ADP, ATP e GTP (Furlani, 2004). Os fosfolipideos como
a fosfatidil cotina, fosfatidil etanoladina, fosfatidil serina, encontra-se em varias partes da
célula, como a membrana celular, a qual confere natureza lipidica (Malavoltaet al., 1989).



O P pode aterar o desenvolvimento da planta, atuando como nutriente que estimula a
producdo de fitomassa, ou funcionando como sina que regula mudancas na arquitetura
radicular (LépezBucio et al., 2002). Sob deficiéncia de P, as raizes crescem
proporcionalmente mais do que a parte aérea, em funcdo da particdo desequilibrada de
matéria seca entre raiz e parte aérea, assim a demanda metabdlica ao longo da via de
transporte retira 0 P da rota de deslocamento e incorpora ao metabolismo das células das
raizes (Fernandes & Souza, 2006).

O fosforo inorgénico (Pi) tem uma importante funcdo na particdo de carbono entre os
cloroplastos e o citosol. Em cloroplastos isolados, um aumento na concentracdo de Pi no
citosol estimula afotossintese, mais inibe drasticamente a incorporacdo de carbono fixado em
amido (Furlani, 2004). Assim quando a disponibilidade deste nutriente € limitada, o
crescimento é mais reduzido do que a taxa de fotossintese (Cromer et al., 1993). A deficiéncia
de P pode reduzir tanto a fotossintese como a respiracéo, se a respiracdo se reduzir mais que a
fotossintese os carboidratos se acumulam, deixando as folhas com coloragdo verde escura
(Grant et al., 2001). A deficiéncia de P pode também reduzir a sintese de acidos nucléicos e
de proteina, reduzindo a acumulacdo de compostos nitrogenados solUveis no tecido (Grant et
al., 2001).

Com deficiéncia de P, as plantas apresentam nimero reduzido de frutos e sementes,
atraso no florescimento e tamanho reduzido da planta, aumento no contelido de carboidratos
(Malavolta et a., 1989). Os sintomas de deficiéncia incluem ainda diminuicdo do indice de
area foliar, além do aumento da densidade radicular nas camadas superficiais do solo
(GutierrezBoem & Thomas, 1998).

Um dos mecanismos sugeridos para aumentar a eficiéncia de P nos tecidos seria 0
aumento deste nutriente na semente (Lynch & Beebe, 1995). O aumento da concentragéo de P
na semente pode ser usado para melhorar o suprimento de P no inicio do ciclo, aumentando
assm o vigor e subseqlientemente o crescimento da planta.

2.4. Efeito do Fosforo na Fixagao Bioldgica de Nitrogénio

A deficiéncia da nutricdo fosfatada € um fator limitante na eficiéncia da nodulagéo e
na fixacéo de N, (Christiansen & Graham, 2002). A quantidade deste elemento nos nddulos
representa cerca de 1,5% do P total da planta (Schulze et a., 2006). As leguminosas quando
em simbiose com bactérias fixadoras de N tém o seu crescimento afetado em solos com baixa
disponibilidade de P (Reis et al., 2006).

Segundo Gordon et al. (1997), arelacdo entre a baixa disponibilidade do P e afixacéo
de N, ainda ndo est4 clara. Uma baixa e limitada disponibilidade de P eventuamente reduz a
fixacdo simbidtica de N, por afetar o crescimento da planta hospedeira, aém de afetar
diretamente o crescimento e funcionamento do nédulo (Chaudhary & Fujita, 1998). Alguns
estudos sugerem que a regulagdo ocorre no aparato fotossintético, afetando a producéo e o
fornecimento de carboidratos ndo estruturais para os nodulos (Gordon et al., 1997), enquanto
outros estudos indicam que o suprimento limitado de P tem um efeito direto na atividade da
nitrogenase nos nodulos (Almeida et al., 2000).

A enzima nitrogenase é composta por duas unidades, uma ferro-proteina que coleta
forca redutora e energia e uma ferro- molibdénio-proteina que coleta e reduz o substrato
(Moreira & Siqueira, 2006). Para reduzir uma molécula de N2> a NH3 S0 necessarios 8
elétrons, portanto 16 ATPs (Taiz & Zieger, 2009). Esta reducdo do N, pela nitrogenase
consome cerca de 60% a 80% do ATP sintetizado no nddulo (Twary & Heichel, 1991). A
sacarose formada através da fotossintese é a principal fonte de energia, suprindo a demanda
energética dos bacteroides ativos.



O am6nio (NH4") produzido é assimilado no ciclo GS/IGOGAT, depois € liberado no
citossol da planta. O primeiro passo € a catalise pela glutamina sintetase (GS), que usa ATP
convertendo amoénio até glutamina, em seguida a glutamina é convertido em glutamato pela
glutamato sintase (GOGAT) (Cullimore & Bennett, 1998). Este pocesso e a subsegiente
transformagdo em aminoécidos e ureideos, que acontecem na fragdo vegetal do nédulo, sdo
ambos consumidores de energia (Oliveraet al., 2004).

A deficiéncia de P tem um impacto negativo no status energético dos nédulos das
leguminosas (Sa & lsrael, 1991), sendo um fator limitante na eficiéncia da nodulagdo e na
fixagdo de nitrogénio (Christiansen & Graham, 2002), reduzindo o abastecimento de
carboidrato que sdo normamente limitados no inicio da nodulacdo, desenvolvimento e
crescimento e na atividade da nitrogenase (Schulze et al., 2006).

A dta disponibilidade de P favorece o crescimento da planta e pode alocar mais
carbono para raizes e noédulos, com um incremento no numero e tamanho de nédulos, na
atividade da nitrogenase e nataxa de fixagéo de N, em feijdo (Vadez et d., 1999). A biomassa
do nddulo esta fortemente correlacionada com a disponibilidade de P nas plantas com reducéo
principalmente no tamanho do nédulo sob baixo suprimento de P (Ribet & Drevon, 1995).

Sendo assim, considerando que o suprimento limitado de P causa atrasos no
desenvolvimento da nodulacéo (Araljo & Teixeira, 2000), a producdo de sementes com
maiores teores de P pode aumentar a FBN, podendo aumentar o crescimento e producéo em
solos com baixa disponibilidade de P.

2.5. Processo de Infeccéo e Nodulacdo

As bactérias do solo coletivamente denominadas rizobios séo capazes de associar-se
simbioticamente com espécies de leguminosas, formando estruturas altamente especializadas
denominadas nodulos. Este processo € complexo e envolve mudancas fisioldgicas e
morfoldgicas tanto na célula hospedeira como na bactéria (Hungria, 1994). As mudancas ha
bactéria visam, principalmente, o recebimento de fontes de carbono da planta hospedeira, para
prover o ATP e poder redutor necessario aos processos de fixagdo biologica de Ny, enquanto
as mudancgas fisiologicas na planta hospedeira visam assimilar a amonia produzida pelas
bactérias (Hungria, 1994).

O processo de formagdo do nédulo ocorre durante a associagdo simbidtica, sendo
controlada pela troca de sinais entre a bactéria simbionte e a planta hospedeira. Os genes
especificos da planta envolvidos na nodulacdo séo denominados nodulinas (Nod), enquanto os
genes dos rizébios sdo conhecidos como nod, nol e noe (Heidstra & Bisseling, 1996). Na
bactéria esses genes estdo localizados em plasmideo (pSym) e no cromossomo (Hungria,
1994). A expressdo dos genes bacterianos € regulada por um ativador transcricional endégeno
NodD, pertencente afamilia LysR, cujainducéo se da através da acéo de compostos fendlicos
(flavondides) (Krishnan et al., 1995). A proteina NodD, na presenca de flavondide, se liga a
uma sequéncia de DNA chamada nod-box encontrada na regido promotora dos genes
bacterianos (nod, noe e nol) (Fisher et al., 1988). A molécula formada pelo produto dos genes
nodABC, lipo-quito-oligossacarideo, foi identificada como fator Nod. Os fatores Nod
provocam alteragdes morfologicas nas raizes, como encurvamento do péo radicular,
acalinizacdo do meio extracelular, oscilagBes na concentracso de Ca*?, formag&o do corddo
de infeccéo e a multiplicagdo das céulas corticais que formam os primordios nodulares (Loh
& Stacey, 2003).

Os processos de infeccao e organogénese do nddulo ocorrem simultaneamente durante
a formagdo do nodulo radicular (Taiz & Zeiger, 2009). A planta hospedeira libera sinais que
s80 responsaveis pela transcricdo de genes do rizobio essenciais a nodulagdo (Hungria et al.,
1997). Os rizobios que estdo ligados aos pélos radiculares liberam os fatores Nod, que



induzem um pronunciado enrolamento do pélo radicular (Taiz & Zeiger, 2009). Em P.
vulgaris, os pélos radiculares em desenvolvimento sdo deformados apds 4 h a exposi¢ao aos
fatores Nod (Cardenas et al., 2006). A invaginacdo da parede celular do pélo radicular permite
a entrada das células bacterianas nas raizes. Uma extensdo interna da membrana plasmética é
produzida pela fusdo de vesiculas derivadas do complexo de Golgi no loca da infecgdo, o
cana cresce no &pice pela fusdo de vesiculas secretoras na extremidade do twbo (Taiz &
Zeiger, 2009). Durante as diferentes etapas da simbiose diversos genes da plantas, chamado
genes nodulinas, sdo especificamente expressos nos nddulos (Oldroyd & u Downie, 2004).

De acordo com o padréo de expressdo as nodulinas séo classificadas em precoces e
tardias (Moreira & Siqueira, 2006). As nodulinas precoces sao expressas imediatamente apos
0 contato com rizobio e estdo associados a invasao bacteriana e organogénese do noédulo. Séo
proteinas envolvidas na deformagdo e despolarizacdo potercial na membrana do pélo
radicular, no processo de infeccdo do rizobio e nos aspectos estruturas da ontogenia do nodulo
(Gloudemans & Bisseling, 1989). As tardias sdo expressas em nodulos maduros e
desempenham um papel no metabolismo do carbono e nitrogénio e na manutencéo ou
senescéncia dos nédulos (Bergmann et al., 1983). A expressdo das rodulinas precoces esta
relacionada com varios aspectos funcionais do nddulo, sendo correlacionada com o inicio da
fixagdo de N,. As nodulinas tardias incluem enzimas envolvidas na assimilagdo do N (uricase
I1, glutamina sintetase), metabolismo do carbono como a sacarose sintase, anidrase carbonica,
PEPC e proteinas de transporte de O, (Kavroulakis et al., 2000).

O Enod40 € um dos principais marcadores funcionais expressos no inicio da
organogénese do nodulo (Vijn et al., 1995). Sua expressdo é induzida no periciclo antes da
divisdo das células do cortex que originam o primordio nodular (Yang et al., 1993). Nas fases
posteriores do desenvolvimento do nédulo indeterminado, esse gene é expresso no meristema
e na zona de infeccdo adjacente a0 meristema (Fang & Hirsch, 1998). A intensidade da
expressao diminui nas partes mais antigas do nédulo, e a reducéo da expressdo coincide com
o0 inicio da acumulacéo de amiloplastos nas células infectadas (Mylona et a., 1995).

O tempo necessario para 0 aparecimento do mRNA de Enod40 pode variar de acordo
com a planta hospedeira. Em raizes de Medicago sativa inoculadas com Snorhizobium
meliloti, 0 MRNA foi detectado nas células do periciclo 3 h apos a infeccéo e portanto, antes
gue as células corticais comegassem a se dividir, persistindo nos primérdios do nédulo e nos
nédulos (Cooper e Long, 1994). A divisdo das células corticais teve inicio em torno de 20
horas apos inoculacdo. Posteriormerte, MSENOD40 foi expresso nas células corticais em
divisdo que compdem o primordio(Cooper e Long, 1994).

A expressdo do gene Enod4d0 ndo € restrita aos nodulos. Transcritos ja foram
detectados em tecidos meristeméticos ndo simbidticos, como raizes laterais, folhas jovens,
primérdios das etipulas, caule, células radiculares procambiais e tecidos embrionarios
(Flemetakis et a., 2000). Genes homdlogos também foram identificados em espécies ndo
leguminosas, como tabaco (Matvienko et a., 1996) e arroz (Kouchi et al., 1999), indicando
um papel mais geral nos vegetais. A superexpressdo desse gene levou a aceleracdo da
nodulacdo, enquanto que seu silenciamento prejudicou 0 desenvolvimento do nddulo, levando
a formacdo de nédul os defeituosos (Charon et al., 1999). A inibicdo da expressdo de Enod40
de Lotus japonicus (LjENOD40) por RNA interferente (RNAI) provocou uma forte reducéo
no nimero de nbédulos, mas a infeccdo bacteriana do pélo radicular ndo foi afetada
(Kumagai et al., 2006).

Durante o crescimento, a plarta depende do oxigénio (O,) no nédulo, e uma
concentracdo minima é necessaria para dar suporte a respiracéo aerébica e a sintese de ATP,
para suprir a dta demanda energética da nitrogenase. Entretanto, quando esta presente em alta
concentracdo, o O, pode levar ao dano irreversivel da nitrogenase (Marcha & Vanderleyden,
2000). A solucdo para este aparente paradoxo € manter baixa concentracéo de O, em torno da



nitrogenase a0 mesmo tempo em que grandes quantidades de O, devem ser fornecidas para os
sitios da respiracéo (Marcha & Vanderleyden, 2000).

Uma das principais proteinas, e possivelmente a melhor caracterizada nos nodulos, € a
leghemoglobina, pertencente a classe das nodulinas tardias, que se ligam reversivelmente ao
oxigénio (Appleby et a., 1992). Esta proteina atua facilitando a difusdo do O, para a
respiracdo e a fosforilacdo oxidativa do bacteride, mantendo a sua concentracdo em niveis
baixos para impedir a inativagdo da nitrogenase (Appleby et al., 1992). As hemoglobinas de
espécies leguminosas sO foram detectadas nos tecidos infectados dos nodulos das raizes
(Appleby et al., 1992). Esta proteina esta presente no citoplasma de células infectadas e sua
concentracdo varia de 3-5 mM, maior do que toda a concentracéo de O- livre (5-60 nM) (Hunt
& Layzell, 1993).

O oxigénio reprime a expressao da nitrogenase ou inativa quando sintetizada ou em
funcionamento e por este motivo, a fixacdo de N> esta diretamente associada ao teor de
leghemoglobina nos noédulos (Reis et a., 2006). A sintese da nitrogenase é dependente desta
proteina, sendo assim, 0s eventos ocorrem na seguinte ordem: proliferagdo do bacterdide e
aumento da demanda de O,, causando uma condicdo microaerdfila e conseqlientemente
estimulo do rizébio a sintese da porcdo heme; o grupo heme é transportado até o citoplasma
do hospedeiro, onde sera unido a por¢do globina, sintetizada no reticulo endoplasmatico do
hospedeiro (Vermaet al., 1979).

Durante a nodulagdo, varios genes do hospedeiro sdo expressos, indicando sua
importancia para o estabelecimento da simbiose entre a planta e o rizobio. Devido a sua alta
expressdo durante a fixacdo simbidtica de Nb, os genes Enod40 e leghemoglobina foram
selecionados no presente trabalho como marcadores funcionais para avaliar o efeito do
aumento do teor de P na semente e no substrato sobre o processo de nodulacéo e fixacéo de
N». Considerando a importancia do P no processo de fixagdo de N, 0 uso de sementes com
alto teor de P possibilitaria um aumento da disponibilidade deste nutriente nos estagios inicias
da nodulacéo e daformacdo do nédulo, quando as plantas dependem basicamente das reservas
contidas nos cotilédones.

2.6. PCR em Tempo Real

O estudo da expressdo génica requer a precisa quantificacdo de transcritos nas
diferentes condi¢Bes experimentais analisadas, e neste sentido, varios métodos tém sido
desenvolvidos, tais como Northern blot, cONA-AFLP e RT-PCR (Artico et al., 2010).
Entretanto, estas metodologias permitem apenas uma arélise qualitativa ou semi-quantitativa
da expressdo génica (Bustin, 2002). Nos ultimos anos, a transcricdo reversa (RT) seguida pela
técnica de PCR em tempo real (QPCR) tem se tornado uma alternativa para quantificacéo da
expressdo, devido a sensibilidade, especificidade, boa reprodutibilidade e rapida aralise dos
dados (Pfaffl, 2004). Nesta metodologia, 0 estudo da expressao génica é acompanhado pelos
métodos de ardlise absoluto e relativo (Bustin, 2002). A amplificacdo relativa vem sendo
freglientemente utilizada, o0 que permite a comparacdo entre transcritos nas diferentes
condicOes experimentais avaliadas (Stolf-Moreira et a., 2010). Entretanto estes resultados
estdo associados a expressdo de um controle endégeno, que vai normalizar as variagfes nas
amostras resultantes das ateragOes inespecificas nos protocolos utilizados para extracdo e
isolamento de RNA, etapas da transcriptase reversa, assim como a eficiéncia de amplificacéo
(Gilsbach et al., 2006).

Para um gene ser validado como controle endégeno, sua expressdo nao deve ser
alterada nas diferentes amostras, tecidos, estadios fenolégicos e condicdes experimentais (Al-
Bader & Al-Sarraf, 2005). Alguns genes normalizadores normamente utilizados em
experimentos de PCR em tempo real sdo freqlientemente descritos em literatura, destacando-
se gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), 18S do RNA ribossomal (18S rRNA),
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beta tubulina(l3-Tub), alfa tubulina (a-Tub), poliubiquitina (UBQ) e o fator de alongamento 1-
a (EF1-a) (Artico et al., 2010). Esses genes utilizados como controle, em muitos casos, tém
sido usados em ensaios, na suposicao de que seriam constutivamente expressos em funcéo do
seu papel nos processos celulares basicos. No entanto, nem todos os genes mostraram
expressao congtitutiva em todas as condicdes testadas, especialmente quando analisados por
PCR em tempo real (Czechowski et al., 2005). Por este motivo, Jain et al. (2006)
recomendaram que 0s genes constitutivos devem ser validados para cada condicéo
experimental, antes de seu uso como controle interno nos ensaios de PCR em tempo real.

Como esses genes podem apresentar tais variagdes, € necessario 0 uso de estratégia
para avaliar normalizadores adequados as condicbes avaliadas. Neste sentido, alguns
programas foram desenvolvidos para avaliar a estabilidade da expressdo dos diferentes genes
normalizadores candidatos (Vandesompele et al., 2002). Alguns algoritmos e softwares foram
empregados para avaliacdo dos controles enddgenos, tais como geNorm, Genera Pattern
Recognition, BestKeeper e Normfinder (Vandesompele et a., 2002). O programa geNorm
determina o gene candidato mais estavel, pela eliminacdo gradual em um conjunto de genes
testado; a estabilidade do gene é dada por um valor M, genes com menor valor M apresentam
expressdo mais estavel (Vandesompele et al., 2002). JA o NormFinder calcula a variacéo
intra-grupo e inter-grupo, onde os grupos sdo definidos como as diferentes condigOes
experimentais. O fator de normalizacdo do gene é calculado e este gene é classificado em
escala decrescente de acordo com sua estabilidade (Endersen et al., 2004).

A avaliacdo da expressdo génica utilizando a PCR em tempo rea necessita de genes
gue possam ser utilizados como normalizadores (referéncia) para as diferentes condicoes
experimentais. No caso do feijoeiro, ainda ndo ha um grande nimero de genes referéncia
caracterizados. Desta forma, houve a necessidade da selecdo e vaidacdo de genes de
referéncia para nossas condi¢es avaliadas, antes dos experimentos com 0s genes alvos
(Enod40 e leghemoglobina). Desse modo, foi comparada a expresséo de 14 genes
constitutivos frequertemente descritos em literatura nas aralises de Northem blot e RT-PCR,
para as atuais condices experimentais, atraves dos programas GeNorm e normFinder.
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3. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos trés experimentos em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia
—RJ, em 2009 e 2010. O Experimento | teve o objetivo de gjustar os niveis de P ro substrato
de modo a permitir a adequada expressdo do efeito do P na semente, uma vez que este efeito é
dependente da disponibilidade de P no substrato. No experimento |l foi comparada a
expressdo de 14 genes candidatos através de ensaios de PCR, selecionados a partir de sua
similaridade com genes normalizadores de Arabidopsis thaliana, para serem utilizados como
controle em reacdes de PCR em tempo real. No experimento |11 Di avaliada a eficiéncia e
estabilidade dos genes normalizadores previamente selecionados e a expressdo dos genes
alvos, Enod40 e leghemoglobina por PCR em tempo real.

3.1. Experimento | - Nodulagdo do Feijoeiro Afetado pelo Teor de Fosforo na Semente
sob Diferentes Niveis de Fosforo no Substrato

O experimento foi conduzido entre junho e agosto de 2009. O substrato utilizado foi
vermiculita e areia (2:1 v/v) esterilizado trés vezes em autoclave a 120 °C por 1 hora e
acondicionado em vasos plésticos de 1 L de capacidade. As sementes utilizadas foram obtidas
em experimento de campo destinado a producdo de sementes de cultivares com maiores teores
de P e Mo através da adubacdo foliar (Kubota, 2006), estando disponiveis no banco de
sementes da Embrapa Agrobiologia. Foram utilizados sementes da cultivar Carioca, que
apresenta gréo bege com estrias marrons e labito de crescimento indeterminado prostrado
(Tipo I11) (Tabela 1).

Tabela 1. Teor de P e peso de 100 sementes nas sementes de duas cultivares de feijoeiro
com teores contrastantes de P utilizadas nos trés experimentos na casa de vegetacao.

Cultivar Teor de P Teor dip Peso e 100
(mg g-) sementes ()
Manteigéo Alto 4,30 43,6
Manteigéo Baixo 2,88 43,8
Carioca Alto 4,27 23,1
Carioca Baixo 2,68 23,7

Foi adotado um delineamento inteiramente casualizado em arranjo fatoria 2x5x2,
constituido por dois teores de P na semente (baixo e alto teor de P), cinco niveis de P na
solucdo nutritiva aplicada no substrato (0, 125, 250, 500 e 1000 uM de P) e duas épocas de
coleta (aos 30 e 43 dias apds a emergéncia - DAE), com trés repeticdes, totalizando 60
unidades experimentais.

Foram semeadas trés sementes por vaso. No momento do plantio foi realizado a
inoculacdo com 1 mL de cultura liquida de uma mesma mistura das estirpes CIAT899 (ou
BR322) e PR-F81 (ou BR520) de Rhizobium tropici da colecdo da Embrapa Agrobiologia,
aplicada diretamente sobre a semente. Apos a queda dos cotilédones, os vasos foram mantidos
com a solugdo nutritiva de Norris (Tabela 2) isenta de N, sendo aplicados 150 mL da solucéo
a cada cinco dias. O deshbaste foi realizado 5 dias ap0s emergéncia, permanecendo duas
plantas por vaso.
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Tabela 2. Solucédo nutritiva de Norris, modificada por Gruzman & Ddbereiner (1968), com
as variagdes nas concentragdes de KH2PO4 e K2HPO4 para obtencéo dos diferentes
niveis de P na solucéo nutritiva aplicada ao substrato.

Quantidade de sais
gkgl UM
KCI 6,00 2,01
CaS0,.2H,0 13,76 2,00
MgSO,.7H,0 19,72 2,00
CUSO4.5H20 0,15 0,01
ZnS0,.7H,0 0,44 0,04
MnSO,.2H,0 0,40 0,05
(N H4)6|V| 07024.4H20 0,02 0,004
H3BO3 1,43 0,57
FeS0O,.7H0 5,00 0,45
Acido citrico 5,00 0,65
125 yM 250 UM 500 uM 1000 pMm
gkg*
K2HPO, 0,25 0,49 0,98 1,96
KH2PO, 0,49 0,98 1,96 3,91

Em cada época de coleta, as plantas foram separadas em parte aérea, raiz e nodulos.
Os nddulos foram separados das raizes e contados. O material foi seco em estufa de
circulacdo de ar a65 °C por 72 h e pesado. A parte aéreafoi moida, sendo determinado o teor
de N pelo método Kjeldahl (Malavoltaet al., 1989). O contetido de N na parte aérea foi obtido
pelo produto entre o teor de N e a massa seca.

Para os dados de biomassa e acumulacéo de N, foi realizada andlise de variancia para
os dados de cada coleta isoladamente, avaliando os efeitos do teor de P na semente, do nivel
de P no substrato e de suas interacOes. Foi efetuada analise de regressdo, gustando-se 0s
dados de biomassa e contelido de N na parte aérea a um modelo polinomial de 2 grau,
considerando os niveis de P na solucdo nutritiva aplicada ao substrato como variavel
independente. As médias dos teores de P das sementes dentro de cada nivel de P no substrato
foram comparadas pel o teste de Duncan a 5%.

3.2. Experimento Il - Validacdo dos Genes Normalizadores Através da RT-PCR em
Nédulos de Feijao

3.2.1. CondigOes experimentais

O experimento foi conduzido em outubro de 2009, para validacdo através da RT-PCR
dos genes normalizadores utilizados como controle (Tabelas 3 e 4). O substrato e as sementes
foram os mesmos descritos no Experimento |.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com nove repeticoes,
totalizando 144 unidades experimentais. Foram avaliados dois teores de P na semente (baixo e
alto teor de P) na primeira coleta, e nas trés demais coletas foram testados dois teores de P na
semente (baixo e alto teor de P) em combinagdo com dois nivels de P na solucéo nutritiva



aplicada ao substrato (125 e 500 uM de P). As coletas foram redlizadas aos 3, 5, 10 e 15 dias
ap0s a emergéncia.

Nos vasos destinados as duas primeiras coletas, foram semeadas quatro sementes por
vaso e nas trés Ultimas coletas foram semeadas trés sementes por vaso. No momento do
plantio, & sementes foram inoculadas como descrito no Experimento I. O desbaste foi
realizado 5 dias apds emergéncia, permanecendo trés plantas por vaso nas duas primeiras
coletas e duas plantas para as trés ultimas coletas. Das nove repeticdes de cada tratamento,
seis vasos foram destinados a analise molecular (de modo a reduzir o efeito da variabilidade
biolégica e obter material suficiente para extracdo de RNA, este grupo foi subdividido em
grupos de 3 repeticoes) e trés vasos para biomassa.

Em cada época de coleta, as plantas foram separadas em parte aérea e sistema
radicular. Nos vasos destinados para avaliagdo de biomassa, os nédulos foram separados das
raizes e contados, ja nos demais vasos, 0s nédulos foram imediatamente congelados em
nitrogénio liquido e armazenados em freezer a-70 °C. Os nddulos e as raizes foram utilizados
para extracdo do RNA, para avaliacgo dos genes de referéncia (controle) para 0s experimentos
de PCR.

Para os dados de biomassa de parte aérea, raiz e nédulos, foi realizada andlise de
variancia para os dados de cada coleta isoladamente, avaliardo os efeitos do teor de P na
semente, do nivel de P no substrato e de suas interacBes. As médias dos teores de P das
sementes dentro de cada nivel de P no substrato foram comparadas pelo teste Duncan a 5%.

3.2.2. Andlise da expressao génica por PCR

a) Selecdo deiniciadores

Para amplificagdo dos genes normalizadores, 14 genes normalmente utilizados em
experimentos de Northen blot e PCR foram selecionados baseados em trabalhos da literatura.
Os genes avaliados foram: PvEF-1alpha (fator de elongagdo Alfa), PvUbiquitin (ubiquitina),
Pvtubulin (tubulina) e PvActin (actina).

Tabela 3. Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados no experimento 11
nas reacoes de PCR para avaliacdo da estabilidade de genes referéncia (controle) em
nodul os de feijdo cultivar Carioca.

Iniciadores
Notacdo em Arabidopisis Funcdo

PVGAPDH1 Gliceral_del'do 3-Fosfato Oxi rred_uc;éo naAgI icdlisee

Desidrogenase 1 gliconeogénese
PYGAPDH? Gliceralldeido 3-Fosfato Oxi rred.ugéo naAgI icOlisee

Desidrogenase 2 gliconeogénese
PVACT2 Actina2 Enzimas glicoliticas
EF-1Alpha Fator de alongamento Fator de alongamento
PVSAND SAND Proteina de degradacéo
PvPolyp Polipirimidina Proteina de ligacéo
PvUBQ9 Poliubiquitina 9 Proteina de degradacéo
PvUBQ10 Poliubiquitina 10 Proteina de degradacéo
PvYLS8 Proteina mitGtica YL S8 Atividade catalitica
PvUbiquitin Ubiquitina Proteina de degradacéo
PvActin Actina Proteina estrutura do citoesqueleto
PvTubulin Tubulina Proteina estrutural do citoesqueleto
EF1-AlphaA Fator de dlongamento 1-Alfa  Ligagdo do GTP ao aminoacil-tRNA
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Para identificacdo de genes normalizadores para utilizagc&o nos experimentos de PCR
em tempo real, foram desenhados iniciadores para os genes PvGAPDH1 (gliceraldeido 3
fosfato desidrogenase), PvGAPDH2 (gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase), PVACT2 (actina
2), PvEF-1a (fator de elongacéo Alfa), PvSAND (processo de sinalizacdo vacuolar em
plantas), PvPolyP (polipirimidinag), PvTracBP, PvUBQ9 (ubiquitina 9), PvUBQ10 (ubiquitina
10) (Tabela 3 e 4). Foram realizadas buscas no Banco de EST de feijdo, utilizando genes
previamente selecionados como normalizadores em Arapdopsis (Czechowski et al., 2005) as
sequiéncias obtida para cada gene foram alinhadas utilizando o programa ClustalW (Larkin et
al., 2007). A partir do alinhamento foi criada uma segquéncia de consenso, e essa sequiéncia foi
novamente comparada com o banco de dados de Arabidopsis utilizando o programa BLAST
(Altschul et al., 1997) para confirmacdo do gene selecionado, e apenas sequéncias que
apresentaram ata homologia foram selecionados. No caso dos genes alvos, Enod40 e
leghemoglobina, a sequéncia obtida no banco de dados foi utilizada para desenhar os
iniciadores (primers). Todos os iniciadores para as andlises de PCR em tempo real foram
desenhados utilizando o programa Primer Plus 3, de forma a obter um fragmento amplificado
entre 100 a 150 pares de base.

Tabela 4. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados no experimento |1
nas reagdes de PCR para avaliacdo da estabilidade de genes referéncia (controle) em

nodulos de feijdo cultivar Carioca.

Iniciadores

Forward/ Reverse Referéncia
errom TOOACICTIEATCTIER o
wenore TACECATOACASTTICTE e
acre  SITASSEITONMAS e
AP A CCARGOGTOARAGEARG  ESeTraeho
PUSAND  F1GCA AGATAGCACCAGCAG Este Trebalho
PRV A CACGTCACAACTGCATCC Este Trebalho
e SAICTMESCTMNCE oot
vegro  STISCTTTOASCETTCETe ot
PILSS GoCAGCOATAACAAGACCAC  Kaveretdl. (2008
v SCTTCOTSCTEOATOAT e e
acin  JSSCSTACISETATIC w209
i STACATOSCTIOCTOCTCN e, e
EF1- AACTACCACCGGCCACTTGAT

AlphaA AGCACCCAGGCATACTTGAAT Kavar et dl., (2008)
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b) Extracédo de RNA total deraizes e nédulos

O tecido vegeta congelado foi macerado em nitrogénio liquido com o auxilio de gral e
pistilo até a obtencdo de um extrato bem fino. Em seguida, aproximadamente 250 mg desse
extrato foi transferido para microtubos de 2,0 mL e ressuspenso em 0,75 mL de tampé&o de
extracdo (200 mM de Tris, pH 7, 200 mM EDTA e 1% p/v de SDS) (Simfes-Araljo et al.,
2003). Apb6s homogeneizagdo, 0 extrato foi submetido a extragBes sequenciais em
fenol/cloroformio. Para tal, foi adicionado 0,75 mL de uma mistura contendo
fenol:cloroférmio:dcool-isoamilico  (25:24:1, viviv), a mistura foi homogeneizada
vigorosamente (30 segundos) e em seguida centrifugada (14000 rpm, 10 minutos). A fase
aquosa foi coletada e re-extraida com 0,75 mL de fenol:cloroférmio:éacool-isoamilico
(25:24:1, viviv). Apbs centrifugacdo (14000 rpm, 10 minutos), o sobrenadante foi submetido
a uma extracéo com fenol e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo e 0,75 mL de
LiCl (4 M) foi adicionado a fase aquosa. A misturafoi incubada a4 °C por 16 horas. O RNA
foi precipitado por centrifugacdo (14000 rpm, 20 minutos) sendo lavado trés vezes com etanol
(75%), seco a temperatura ambiente e ressuspenso em égua estéril (50 uL) e a qualidade foi
avaliada em ge de agarose 1 % corado com brometo de etideo. Toda manipulacdo das
amostras para extracdo, quantificacéo e andlise de qualidade do RNA extraido foi realizada a
4 °C, as solucgdes foram previamente tratadas com DEPC e esterilizadas. As amostras foram
armazenadas em freezer a -70 °C até a sua utilizacdo para a sintese de cDNA e amplificacdo
por PCR ou PCR em tempo real.

c) Sintese da primeira fita de cDNA (DNA complementar)

O cDNA foi sintetizado utilizando a enzima transcriptase reversa “ SuperScript 1117
(Invitrogen Cat. No. 18080-093) a partir do RNA total extraido de raizes e nddulos. O RNA
foi tratado com DNAse | RNAse Free (Epicentre® Cat. No. D9902K) mantido a 37 °C por 15
minutos seguida da inativagdo da enzima por 10 minutos a 65 °C. Ap6s a incubacdo (10
minutos a 65 °C) de 3 pg de RNA, 1 ul de primer oligo (dT) (0,5 pg/ ul), 1 ul de dNTP (10
mM) foram adicionados 4 pl de tampdo de reagdo (5x), ul de MgCh 25 mM, 1 ul da
transcriptase reversa RT (200 u/ ), completando a reacdo para 20 pl. A sintese do cDNA foi
realizada a 60 °C durante 1 hora, seguido pela inativacdo da enzimaa 70 °C por 15 minutos.

d) Andlise da expressdo por PCR

As reacles de PCR, para a andlise de expressdo por RT-PCR, foram realizadas em um
equipamento Mastercycle 22331 (Hamburg Eppendorf AG). Foram utilizados 10 pyL de
cDNA diluido (1:50), 0,05 pL de cada iniciador (10 pmol pL™) para cada gene estudado
(Tabela3 e4), 5,3 uL de HO livre de nuclease, 1,2 uL de MgCh (50 mM), 2,0 pL de tampéo
de PCR (10X) e 0,05 pL de Platinum Tag DNA polimerase (5 u/ul) (Invitrogen - Molecular
Probes, Cat. No. S7563). A reagdo foi incubada por 5 minutos a 94 °C, seguido de 40 ciclos
de 94 °C por 15 segundos, 60 °C por 10 segundos, 72 °C por 15 segundos.

e) Eletroforese em gel de agarose

Apbs areacdo de amplificagcdo, 2 UL de tamp&o da amostra foi adicionado a 10 pL de
cada amostra, sendo submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, a uma voltagem em
tampado TAE 1X. Em seguida, o gel foi corado com solucéo de brometo de etideo (0,5 pg mL”
1y e visualizado sob luz ultravioleta em fotodocumentador Kodak Logic 100 (Kodak).

15



3.3. Avaliacao da Expressao dos Genes ENOD40 e L eghemoglobina em Feijoeiro

3.3.1. Condig¢Oesexperimentais

O experimento foi conduzido de agosto a setembro de 2010. As condigdes foram as
mesmas descritas no item 3.1.1, sendo utilizadas sementes da cultivar Manteigéo, que
apresenta gréo bege e hébito de crescimento indeterminado ereto (Tipo I1).

Foi adotado um delineamento experimental em blocos ao acaso, em esquema fatorial
2x2x6 com 6 repeticoes, entre dois teores de P na semente (baixo e ato teor de P), dois niveis
de P na solugdo nutritiva aplicada ao substrato (125 e 500 uM de P) e sete épocas de coleta (2,
4, 6, 8, 10, 25, 35 dias apds ainoculagéo - DAI).

Foram semeadas seis sementes por vaso. O desbaste foi realizado 5 dias apos
emergéncia, permanecendo 4 plantas nos vasos destinados as 12 22 e 32 coletas; 3 plantas nos
vasos destinados as 42 e 52 coletas e 2 plantas nos vasos destinados as 62 e 72 coletas. Em cada
coleta, as plantas foram separadas em parte agreg, raiz e nodulos. Na 1, 2, 3, 4 e 52 coleta foi
realizada avaliacdo da expressdo génica. Na 3, 5%, 6 e 72 coleta, respectivamente aos 6, 10,
25 e 35 dias apds ainoculacdo (DAI), foi realizada avaliagdo de biomassa. De modo a reduzir
o efeito da variabilidade biolégica e obter material suficiente para extracdo de RNA, cada
tratamento foi composto de 6 repeticdes, sendo este grupo subdividido em grupos de 3
repeticdes, consistindo em 8 plantas por repeticdo nas trés primeira coletas (2, 4 e 6 DAI), 6
plantas na4 e 52 coleta (8 e 10 DAI). Apds a quedados cotilédones, os vasos destinados a 52,
62 e 72 coleta (10, 25 e 35 DALI), foram mantidas com a solugéo nutritiva aplicada ao substrato.
A inoculacdo foi realizada ap6s a germinacdo das plantas, nas mesmas condigdes descritas no
Experimento |.

Os nbdulos foram separados das raizes e armazenados como citado no experimento 1.
Os nédulos e as raizes foram utilizados para extracdo do RNA, para avaliacdo da expressao
dos genes de referéncia (controle) por experimentos de PCR e dos genes Enod40 e
leghemoglobina por PCR em tempo redl.

Foi realizada andlise de variancia para os dados de cada coleta isoladamente, avaliando
os efeitos do teor de P na semente, do nivel de P no substrato e de suas interages.

3.3.2. Analise da expressdo génica por PCR e PCR em tempo real
A extracdo de RNA das raizes e nédulos, a sintese de primeira fita de cDNA, PCR ea
eletroforese em gel de agarose, foram realizadas conforme descrito no Experimento 1.

a) Reacdo de PCR em tempo real (QPCR)

As reagdes de gPCR foram feitas utilizando o equipamento 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, CA). Foram utilizados 10 uL de cDNA diluido (1:50), 0,05 pL
de cada iniciador (10 pmol/ul) (Tabela 5), 2,0 uL SYBR Green 1x SYBR® (Invitrogen, Cat.
No. 10966-030), 4,3 puL de HO livre de nuclease, 1,2 pL de MgCL (50mM), 2,0 UL de
tampdo de PCR (10X) e 0,05 pL de Patinum Tag DNA polimerase Platinum (5 u/ul )
(Invitrogen - Molecular Probes, Cat. No. S7563). A reacéo foi incubada por 5 minutos a 94
°C, seguido de 40 ciclos de 94 °C por 15 sgundos, 60 °C por 10 segundos, 72 °C por 15
segundos. Cada reacéo foi realizada em triplicadas para cada par de iniciador. Os dados brutos
da fluorescéncia obtidos das replicadas biol6gicas para cada tratamento foram usados para
avaliar a eficiéncia dos iniciadores utilizando o programa on-line Real-time PCR Miner (Zhao
& Russel, 2005). Estes valores de Ct (ciclo de quantificagdo) gerados pelo Miner foram
utilizados no programa qBase, versdo 1.3.5 (Hellemans et a., 2007).
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Tabela 3. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (primer) utilizados no experimento 111
nas reagoes de PCR e PCR em tempo real para avaliacdo da estabilidade de genes
referéncia (controle) e expressdo dos genes Enod40 e leghemoglobina em nddulos de
feijdo cultivar Manteigéo.

Iniciadores
Forward/Reverse Referéncia
TCACGCCATCACAGCTACTC
PVGARDHZ oA GTGCTGCTGGGAATAAT Este trabalho
AGTTCAGCCGTTGAGAAGAG
PVACTZ A TGGATGGCTGGAACAGAAC Estetrabalho
AGGCTGATTGTGCTGTCCTT
PVEFla o\ CACCAAGGGTGAAAGCAAG Este trabalho
GAGGCTCTGGTGAACAGCTC
PvLegA TGAGCCGTGAGCTTAGGATT Este trainalho
TCACTGAGAAGCAAGAGGCT ,
PvlLegB GCTGCTGCCAATTCATCGTA Cardenaset dl., 2006
Nopaga  CCTCTTTCGACAGTTTGCTTG Cérdenas et . 2006

GAGTCCATTGCCTTTTTGTGA

b) Analise dos genesrefer éncia selecionados

A edabilidade de expressdo foi

determinada pelo programa GeNorm v3.5

(Vandesompele et al., 2002) e NormFinder (Endersen et al., 2004). O geNorm determina o
gene congtitutivo mais estavel de um conjunto de gene testados e calcula o valor de
estabilidade (M) de expressdo de cada gene. Genes com menor valor M #€m sua expressao
mais estavel. O NormFinder calcula variagdo intra-grupo e inter-grupo, onde 0s grupos sao
definidos como as diferentes condicbes experimentais. Os valores de Cq (ciclo de
quantificacdo) dos genes referéncia foram transformados em quantidades relativas ndo
normalizadas pelo programa gBase v1.3.5 (Hellemans et a., 2007), utilizando a formula Q =
E ?7C9 (Q= quantificago relativa; E= eficiéncia da amplificacdo, ?Cq = amostra com menor
expressao — Cq daamostra ), estas quantidades so exportadas para o Genorm e NormFinder.
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Nodulacdo do Feijoeiro Afetado pelo Teor de Fosforo na Semente sob Diferentes
Niveis de Fosforo no Substrato - Experimento |

Os niveis de P no substrato influenciaram a producéo de matéria seca da parte aérea
(Figura1). As plantas crescidas no maior nivel de P (1000 uM ) apresentaram maior producdo
de massa seca aos 30 e 40 dias apds emergéncia (DAE), quando comparadas as plantas
crescidas nas demais doses, 0 que demonstra a importancia do suprimento adequado de P no
crescimento vegetativo do feijoeiro. O ato teor de P na semente estimulou a producdo de
massa seca da parte aérea, quando comparado as plantas provenientes de sementes com baixo
teor de P, nas duas épocas de coleta, porém este aumento s foi significativo nos menores
niveis de P (0, 125 e 500 uM) (Figura 1). Teixeira et a. (1999) verificaram que os efeitos do
maior teor de P na semente no estimulo do crescimento da parte aérea diminuiram com o
aumento da disponibilidade de P no solo. Araljo et a. (2002) também observaram que plantas
de feijoeiro originadas de sementes com alto teor de P se tornavam menos dependentes do P
do solo do que plantas originadas de sementes com baixo teor de P.

Plantas oriundas de sementes com alto teor de P apresentaram maior massa de nédulos
nos niveis de 0, 125 e 250 uM de P, aos 30 DAE (Figura 1). A medida que o nivel de P na
solugdo nutritiva aplicada aumentou, houve uma reducdo do efeito do P da semente no
incremento da massa de nodulos (Figura 1), o que indica que o efeito adicional do P da
semente na nodulacéo é muito dependente da disponibilidade do P no substrato. Aos 30 DAE,
a maior producdo de massa seca de nodulos foi registrada em 500 e 1000 uM, entretanto €
possivel observar uma tendéncia no decréscimo da massa do nédulo na dose de 1000 M,
particularmente aos 43 DAE, em sementes com alto teor de P. Esta reducéo da nodulacdo
resultante do alto nivel de P na semente e maior dose de P aplicada pode ser explicada pelo
aumento da disponibilidade deste nutriente a planta, causando uma possivel toxidez. A
relacdo raiz:parte aérea foi menor em plantas provenientes do alto P na semente, no nivel de 0
UM, e na média dos diferentes niveis de P no substrato aos 30 e 43 DAE.

Sob deficiéncia de P, a inibicdo do crescimento radicular € menos intensa do que a
reducdo no crescimento da parte aérea, aumentando a relagdo raiz:parte aérea, 0 que esta
relacionado com a particdo de carboidratos alocados para as raizes, permitindo manter o
crescimento radicular de modo a extrair P do solo (Aradjo et al., 1998).

Aos 30 DAE, a producéo de matéria seca de nddulos aumentou 4,0 e 2,8 vezes entre a
maior (1000 pM) e a menor dose na solugdo nutritiva aplicada ao substrato (0 M),
respectivamente para plantas originadas de sementes com baixo teor de P (Figura 1), enquanto
este aumento na parte aérea foi de 1,8 e 1,6 vezes, confirmando a resposta mais intensa ao
suprimento de P dos caracteres associados a FBN (Araljo et a., 1998). Aos 43 DAE a massa
seca de nodulos aumentou 3,6 e 1,3 vezes entre os niveis de 0 e 1000 uM, enquanto para a
massa da parte aérea 0 aumento foi de apenas 4,2 e 1,8, respectivamente. Isto demonstra que
plantas originadas de sementes com alto teor de P s80 menos dependentes do suprimento
externo de P, com menores respostas ao aumento do nivel de P no substrato (Teixeira et al.,
1999).
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Figura 1. Massa seca de parte aérea, massa seca de raiz e massa seca de nodulos de plantas
de feljoeiro cv carioca, provenientes de sementes com baixo e alto teor de P, sob cinco
niveis de P no substrato, em duas épocas de coleta (30 e 45 dias apds emergéncia);
quadrados representam as médias experimentais, as linhas 0 modelo polinomia de 2°
grau gustados aos dados, e as barras verticais a diferenca minima significativa pelo
teste de Duncan a 5% gque comparam teor de P na semente dentro de cada nivel de P no
substrato.
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Tabela 4. Razdo raiz:parte aérea e massa unitaria de nddulos, de plantas de feijoeiro cultivar
Carioca, originadas de sementes com baixo e alto teor de P, sob cinco niveis de P na
solugdo nutritiva aplicada ao substrato, em duas épocas de coleta (30 e 45 dias apds

emergéncia).
Nivel de P na 30 dias apOs a emergéncia 43 dias apds aemergéncia
solugdo (M) Baixo P Alto P Media Baixo P Alto P Média
Raza0 raiz:parte aérea (mg g ")
0 670 463* 567 a 468 331* 400 a
125 715 544 630 a 307 307 307 b
250 558 461 510 ab 291 270 281 b
500 520 519 520 ab 237 236 237 ¢
1000 425 418 422 b 213 243 228 ¢
Média 578 481* 303 277*
Massa unitéria de nédulo (ug)
0 380 308 344 540 635 588
125 357 419 388 484 665 575
250 461 392 427 646 771 709
500 395 440 418 535 643 589
1000 326 354 340 560 713 637
Média 384 383 553 686*

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem pelo teste de Duncan a 5%. *
Diferenca significativa entre teor de P na semente pelo teste Duncan a 5%.

N&o houve efeitos do teor de P na semente na massa seca da raiz aos 30 DAE (Figura
1). Aos 43 DAE, o maior teor de P na semente aumentou a massa secadaraiz em 125 uM de
P, embora néo tenha provocado efeitos significativos na razéo raiz: parte aérea. N&o foram
verificadas diferengas significativas aos 30 DAE na massa unitéria de nédulo nos diferentes
tratamentos (Tabela 6). Aos 43 DAE o maior teor de P na semente causou um aumento na
massa unitaria de nédulo na média dos diferentes niveis de P no substrato.

O acimulo de N na parte aérea foi afetado pelas doses de P aplicadas com a solucéo
nutritiva (Figura 2). O menor acimulo de N foi observado na auséncia de P na solucéo
nutritiva e o maior acimulo no nivel de 1000 uM de P, tanto aos 30 quanto aos 43 DAE.
Plantas de feljoeiro originadas de sementes com ato teor de P apresentaram maior
acumulacdo de N na parte aérea, quando comparado com o baixo P na semente, nos trés
menores niveisde P (0, 125, 250 uM de P) aos 30 DAE. Nos maiores niveis de P (500 e 1000
UM de P), ndo houve diferenca significativa entre os teores de P na semente. Aos 43 DAE, o
alto P na semente aumentou o acimulo de N nas menores doses de P (0, 125 pM de P) em
comparagao com o baixo P na semente, entretanto nas maiores doses de P (500 e 1000 uM de
P), responderam de forma similar aos teores de P na semente. Estes resultados confirmam as
observages de Araljo et a. (2002), demonstrando que sementes com alto teor de P podem
aumentar o acimulo de N em plantas de feijoeiro, particularmente sob baixas doses de P
aplicado ao solo.

Os resultados deste experimento mostraram que o nivel de 125 uM de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato permitiram a observacéo do efeito do P da semente, ja o nivel
de 500 uM de P ndo permitiu observar o efeito do P na semente. Com base nestes resultados,
estes niveis de 125 e 500 uM de P foram utilizados nos dois experimentos posteriores, com o

20



objetivo de avaliar a expressdo dos genes Enod40 e leghemoglobina, através da PCR em
tempo real.
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Figura 2. Acimulo de N na parte aérea de plantas de feijoeiro cultivar Carioca,
proveniente de sementes com baixo e ato teor de P, sob cinco niveis de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato, em duas épocas de coleta (30 e 45 dias apbs
emergéncia); quadrados representam as médias experimentais, as linhas 0 modelo
polinomial de 2° grau gjustados aos dados, e as barras verticais a diferenca minima
significativa pelo teste de Duncan a 5% que comparam teor de P na semente dentro
de cada nivel de P no substrato.

4.2. Validacdo dos Genes Normalizadores Através da RT-PCR em Nédulos de Feijéao -
Experimento ||

4.2.1. Producéo de biomassa

Este experimento foi conduzido com o objetivo de avaliar o efeito do P na semente e
na solucdo nutritiva sobre os parametros relacionados a fixacéo biolégica de N, (FBN).
Entretanto, devido & auséncia de nddulos nas primeiras coletas, foi possivel avaliar os
caracteres de nodulacdo apenas a partir da 32 coleta aos 6 dias apos a emergéncia (DAE).

N&o houve diferenca significativa do teor de P na semente na massa seca da parte
a&rea e raiz aos 3 DAE (Tabela 7). As plantas provenientes de sementes com baixo teor de P
apresentaram maior producdo de massa seca de parte aérea e raiz aos 5 DAE, quando
comparada as plantas oriundas de sementes com alto teor de P (Tabela 7).

Foram observadas temperaturas elevadas no inicio do periodo de conducdo do
experimento, em outubro de 2009, o que causou estresse térmico, provocando a estiolagéo e
gueima nas folhas primérias. Foi observado visualmente que as plantas originadas de
sementes com alto teor de P apresentaram crescimento inicial mais vigoroso, com emisséo de
folhas primérias e primeiro trifélios mais desenvolvidos, mas, por conseguinte sofreram mais
intensamente 0 estresse hidrico, com intensa senescéncia das folhas primarias. Isto pode
explicar amenor biomassa de parte aérea das plantas oriundas de sementes com alto teor de P
(Tabela?).
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Tabela 5. Massa seca de parte aérea e raiz de plantas de feijoeiro originadas de sementes
com baixo e ato teor de P, sob dois niveis de P na solugéo nutritiva aplicada ao
substrato (125 e 500 uM), aos 3 e 5 dias apos emergéncia (DAE).

P da semente Massa de parte aérea (g planta™) Massa de raiz (g planta™)

Letras comparam niveis de P nas colunas pelo teste Duncan a 5%.
* Diferenca significativa entre teor de P na semente pelo teste Duncan a 5%.

N&o houve diferenca significativa na massa de nodul os entre os teores de P da semente
aos 10 e 15 DAE (Tabela 8). O dto nivel de P na semente aumentou o nimero de nédulos na
meédia dos diferentes niveis de P na solugdo nutritiva aos 10 e 15 DAE. Este resultado
demonstra que o suprimento adicional de P na semente contribui para a formagdo e
desenvolvimento dos nédulos. O alto P na semente aumentou a razéo raiz:parte aérea apenas
aos 15 DAE na média dos diferentes tratamentos de P aplicados na solucéo nutritiva. O maior
nivel de P aplicado na solucéo nutritiva (500 uM) aumentou a massa unitaria nédulo no baixo
P na semente aos 15 DAE (Tabela 8). Plantas oriundas de semente com baixo P apresentaram
maior massa unitaria de nédulo, no maior nivel de P em solugdo nutritiva, ja no ato P na
semente ndo houve diferencas significativas entre os nivels de P na solugéo.

Tabela 6. Massa seca de nédulo, nimero de nédulo, razdo raiz:parte aérea e massa unitéria
de nodulos, de plantas de feijoeiro cv. Carioca, originadas de sementes com baixo e
alto teor de P, sob dois niveis de P na solugdo nutritiva aplicada ao substrato, em duas
épocas de coleta (10 e 15 dias apds emergéncia).

Niveisde P no

substrato (M) 10 dias apbs a emergéncia 15 dias apds a emergéncia
BaxoP AltoP Média BaxoP  AltoP Média
Massa de nodulos (g planta-1)
125 14 21 18 22 30 26b
500 17 19 18 35 32 33a
Média 15 20* 29 31
NUmero de noédulos (planta -1)
125 56 89 72a 70 86 78a
500 61 80 7la 74 101 88a
Média 59 85 72 94*
Raz30 raiz:parte aérea (mg g~ )
125 341 381 36la 285 323 304a
500 284 339 3lla 274 343 309a
Média 313 360 280 333*
Massa de 1 nédulo (ug)
125 238 235 237a 316b 35la 334a
500 274 241 258a 465a 318a* 392a
Média 256 238 391 335

* Diferenca significativa entre teor de P na semente pelo teste Duncan a 5%.
L etras comparam nivels de P nas colunas pelo teste Duncan a 5%.



Tabela 7. Massa seca de parte aérea e raiz de plantas de feijoeiro cultivar Carioca,
originadas de sementes com baixo e alto teor de P, sob dois niveis de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato (125 e 500 uM), em duas épocas de coleta (10 e 15
dias apbs emergéncia).

Nive de P no 10 dias apbs emergéncia 15 dias apds emergéncia
substrato (UM) BP AP Média BP AP Média
Massa de parte aérea (g planta™)
125 2,16 1,99 2,08a 3,67 3,00 3,34a
500 2,60 2,03 2,31a 3,64 2,75 3,19a
Meédia 2,38 2,01* 3,66 2,88*
Massaderaiz (g planta™)
125 0,59 0,54 0,56a 0,83 0,67 0,75a
500 0,58 0,50 0,54a 0,66 0,63 0,65b
Média 0,58 0,52 0,74 0,65

* Diferenca significativa entre teor de P na semente pelo teste Duncan a 5%.
L etras comparam niveis de P nas colunas pelo teste Duncan a 5%.

N&o foi verificada a influéncia dos niveis de P aplicados na solugdo nutritiva na massa
seca de parte aérea nas diferentes épocas de amostragem (Tabela 9). Na média dos diferentes
teores de P na semente, a menor dose de P na solugdo aumentou a massa de raiz (Tabela 9).

Desta forma, apesar dos efeitos negativos do alto P da semente sobre a massa de parte
aérea em virtude do estresse ambiental ocorrido no experimento, o ato teor de P da semente
estimulou a nodulacéo do feijoeiro (Tabela 8), e estas plantas foram utilizadas para a escolha
dos genes de referéncia para andlise de PCR em tempo real.

4.2.2. Selecdo de genesreferéncia para analise de PCR em tempo real

Inicialmente foram utilizados para arélise deste trabalho, iniciadores selecionados
baseados em diversos trabalhos da literatura (Tabelas 3 e 4). As amlises por RT-PCR
mostraramque em todas as épocas de amostragem (aos 3, 5, 10 e 15 DAE), houve variagéo no
padréo de expressdo dos genes PvUbiquitin, EF1AIphaA, PvActin e PvTubulin nos diferentes
tratamentos, com o nivel de intensidade das bandas no ato P na semente superior ao baixo P
na semente em todas as épocas (Figuras 3, 4 e 5. A maioria dos genes normalizadores
selecionados para as reagdoes de PCR em tempo rea se basela no papel desses genes nos
processos basi cos da manutencao da estrutura celular ou metabolismo basal. Entretanto, o P é
fortemente ligado aos processos metabdlicos, como estabilidade e sintese da membrana
plasmédtica, transferéncia de energia, sintese de acido nucléico, glicolise, ativacdo e
desativacdo de enzima e respiragcdo (Vance et al., 2003), o que pode ter colaborado para
influenciar o perfil de expressao desses genes.
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Figura 3. Confirmagdo dos amplificons dos iniciadores para os genes referéncia,
através da PCR e eletroforese em gel de agarose 2% em nédulos de feijéo cultivar
Carioca, originadas de sementes com alto e baixo teor de P em dois niveis de P na
solucdo nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 uM de P) aos 3 dias apos
emergéncia. M: Marcador de peso molecular 1. EF1-AlphaA ato P na semente; 2:
PvActin ato P na semente; 3. PvTubulin alto P na semente; 4. PvEFla baixo P
na semente; 5: PvActin baixo P na semente; 6: PvTubulin baixo P na semente.
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Figura 4 Confirmagdo dos amplificons dos iniciadores para os genes referéncia, através
da PCR e eletroforese em gel de agarose 2% em nédulos de feijoeiro cv. Carioca,
originadas de sementes com alto e baixo teor de P e dois niveis de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 uM de P) aos (A) 5 dias apds emergéncia,
(B) aos 15 dias apds emergéncia. M: Marcador de peso molecular; 1: PvTubulin ato
P na semente; 2: PvTubulin baixo P na semente; 3: PvActin alto P na semente; 4:
PvActin Baixo P na semente.
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Figura 5. Confirmag@o dos amplificons dos iniciadores para os genes referéncia atraves da
PCR e detroforese em gel de agarose 2% em nodulos de feljoeiro cv. Carioca,
originadas de sementes com alto e baixo teor de P e dois niveis de P na solugéo
nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 uM de P) aos 10 dias apbs emergéncia. M:
Marcador de peso molecular; 1: PvTubulin ato P na semente, alto P no substrato; 2:
PvTubulin alto P na semente, baixo P no substrato; 3: PvTubulin baixo P na semente,
alto P no substrato; 4: PvTubulin baixo P na semente, baixo P no substrato; 5: PvActin
alto P na semente, alto P no substrato. 6: PvActin ato P na semente, baixo P no
substrato; 7: PvActin baixo P na semente, alto P no substrato. 8: PvActin baixo P na
semente, baixo P no substrato.

Para ser utilizado como referéncia, o gene deve apresentar um nivel constante de
expressdo nos diferentes tecidos e estadios de desenvolvimento, além de ndo ser afetado pelas
condicbes experimentais (Iskandar et al., 2004). Pelo fato dos genes testados apresentarem
limitacBes para 0 uso como referéncia, novos genes foram selecionados. Para tanto, os genes
previamente identificados como referéncia em Arabidopsis foram utilizados para uma busca
no banco de EST de feljdo. Essa andlise permitiu selecionar novos genes congtitutivos
descritos para Arabidopsis e novos iniciadores foram desenhados para esses genes.

A Figura 6 mostra a amplificacdo utilizando os iniciadores para os genes PvGAPDHL,
PVGAPDH2, PVACT2, EF-1Alpha, PvTracBP, PvYLS8, PvPolyp, PvSAND e PvUBQO.
Exceto para os iniciadores desenhados para o gene PvUBQI0, que apresentou dois
fragmentos amplificados, para os demais foi observada apenas uma banda correspondente ao
tamanho esperado para cada par de iniciador (aproximadamente 150 pares de base). Além
disso, foi observado um nivel de expressdo bastante similar entre os diferentes tratamentos. O
iniciador para o genes PvSAND néo amplificou para o tratamento com o baixo P na semente.
Segundo Vandesompele et a. (2002), o uso de pelo menos dois ou trés genes de referéncia
como controles internos se faz necessario, para evitar erros que possam surgir a partir da
expressao instavel de um unico gene de referéncia. Desse modo, foram selecionados os genes
PVGAPDH2, PVACT2 e PvEF-1Alpha, para as analises subsequentes.

25



200 pb
100 pb

200 pb
100 pb

Figura 6. Confirmagdo dos amplificons dos iniciadores para os genes referéncia
Confirmacéo de produto unico de amplificagdo para cada um dos genes referéncia
através da PCR e eletroforese em gel de agarose 2% para confirmacéo dos tamanhos
esperados para os amplificons em nddulos de feijoeiro cv. Carioca, originados de
sementes com alto e baixo teor de P e dois niveis de P na solucdo nutritiva aplicada
ao substrato (250 e 500 uM de P) aos 3 dias apos emergércia. (A) Alto P na
semente. 1: PvGAPDH1,; 2: PvGAPDHZ2; 3: PvUBQ9; 4: PvUBQ10; 5: PvACT2; 6:
PvYLSS8; 7: PvPolyp; 8: PvEF-1Alpha; 9: PvTracBP, 10: PvSAND. (B) Baixo P na
semente. 1: PvGAPDH1,; 2: PvGAPDHZ2; 3: PvUBQ9; 4: PvUBQ10; 5: PvACT2; 6:
PvYLSS8; 7: PvPolyp; 8: PvEF-1Alpha; 9: PvTracBP; 10: PvSAND.

4.3. Avaliacéo da Expressdo dos Genes ENODA40 e L eghemoglobina em Feijoeiro

4.3.1. Avaliacdo por PCR em tempo real dos genesreferéncia

A identificagéo e validagdo da estabilidade da expressdo do gene referéncia é essencial
para adequada utilizacdo da PCR em tempo real, para quantificacdo da expressdo génica. A
partir dos resultados obtidos no Experimento 1, procederam-se os ensaios da PCR em tempo
real. Foram selecionados os genes do fator de alongamento 1-alpha (EF1-apha), gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e Actina ACT2), que além de apresentarem resultados
satisfatorios nos nossos  experimentos, sdo freqUentemente utilizados como gene
normalizadores em experimentos de Northen blot e RT-PCR. Os genes utilizados como
controle, em muitos casos, tém sido usados em ensai0s, na suposi¢éo de que seriam expressos
constutivamente em funcdo do seu papel no metabolismo. No entanto, nem todos os genes
mostraram expressdo constitutiva em todas as condigOes testadas, especialmente quando
anaisadas por PCR em tempo real (Czechowski et a., 2005). Por este motivo, Jain et a.
(2006) recomendaram gue 0s genes congtitutivos devam ser validados antes de sua utilizacdo
como controle interno. Esses genes referéncia com expressdo estavel podem apresentar
variacéo em funcéo da fase do desenvolvimento da planta e das condi¢es experimentais.
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Figura 7. Confirmagdo dos amplificons e especificidade dos iniciadores para 0os genes
referéncia. (A) Confirmagdo de produto Unico de amplificacdo para cada um dos
genes referéncia através da PCR e eetroforese em gel de agarose 2% (1) Alto P
EFAct2; (2) Baxo P EFAct2; (3) Alto P EF1Alpha (4) Baixo P, EF1Alpha. (B)
Confirmagao da especificidade das reaces de PCR em tempo real através da curvade
dissociacdo para 0s genes normalizadores EFAct2 e EF1-Alpha em nodulos de feijéo
cv. Manteigéo originadas de sementes com alto e baixo teor de P e dois niveis de P na
solucdo nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 uM de P) aos 2 dias apés

inocul agéo.

Para avaiar a estabilidade da expressdo dos genes potencialmente constitutivos em
raizes e nddulos de feijoeiro sob dois teores de P na semente (alto e baixo P), os resultados do
PCR em tempo real foram arelisados utilizando o programa GeNorm v3.5 e NormFinder. O
programa GeNorm analisa a estabilidade de expressdo dos genes testados em todas as
amostras e classifica de acordo com a média de estabilidade (M) (Endersen et al., 2004). O
valor M é obtido pelo wso dos valores de expressdo relativa de casa amostra, e genes que
proporcionam um alto valor M apresentam um baixo valor de estabilidade. Ja o NormFinder
considera variagOes intra e inter-grupo para o fator de normalizagdo calculado (Endersen et
al., 2004).

Com base nessas ardlises, 0s genes Act2 e EF-1Alpha, selecionados tanto pelo
programa NormFinder quanto pelo GeNorm, foram considerados os melhores genes como
referéncia em noédulos de feijoeiro. Além da estabilidade de expressdo, os iniciadores
precisam apresentar alta eficiéncia e especificidade. Uma alta eficiéncia dos iniciadores
testados foi observada para os genes Actina, EF-1Alpha e GAPDH2 respectivamente 0,98,
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1,00 e 0,97 (Figura 7). Esses genes ja foram testados, sendo indicados como normalizadores
em batata, uva (Reid et al., 2006) e arroz (Jain et d., 2006).

A especificidade dos iniciadores selecionados foi confirmada pela presenca de um
Unico amplicon no gel de agarose e na curva de dissociacdo (Miner) (Figura7), a presenca de
dois ou mais picos revela a ocorréncia de produto inespecifico.

Os resultados obtidos com 0 GeNorm sdo apresentados na Figura 8. O valor M obtido
para os genes Actina e EF1-Alphafoi de 0,243 e para 0 gene GAPDH2 de 0,265, sendo assim,
foram selecionados os genes Actina e EF-1Alpha como a melhor combinagéo para selegdo de
genes normalizadores.

Embora o vaor M do GAPDH ser baixo, ndo foi necessario adicionar este gene como
normalizador. Bastolla et al. (2007), trabalhando com folhas e xilemas de Eucaliptus grandis,
observaram que 0 gene GAPDH apresentou uma variagdo considerédvel nas suas expressdes
entre os tecidos. Da mesma forma, 0 GAPDH ndo apresentou estabilidade em amostras de
semente e pdlen de plantas de Arabdopsis (Czechowski et al., 2005). Entretanto, na
normalizagéo da expressdo génica avaliada em sementes de Theobroma cacao, GAPDH foi
um dos trés mais adequados (Pinheiro, 2009).

Os genes referéncia ndo foram influenciados pelas condicdes experimentais (alto e
baixo P na semente), apesar deste nutriente estar t&o fortemente ligado aos processos
metabdlicos.

Média dos valor es de estabilidade da expr essao dos genes

0,27 normalizador es

0,265
0,26
0,255
025 |
0,245
0,24
0,235
0,23
GAPDH2

<+ (Genesmenosestaveis Genesmais estaveis = %

Figura 8. Classificacdo dos genes candidatos GAPDH, ACT2 e EFl1a com base nos valores
de estabilidade de expresséo (M) determinada pelo programa geNORM em 24
amostras de cDNA de nddulos de feijoeiro cv. Manteigéo testados em duas condicdes
experimentais (alto P e baixo P na semente). Os genes com expressdo mais
constitutiva estéo indicados a direita do grafico, 0s que apresentam expressao menos
estével, estdo ao lado esquerdo.

4.3.2. Validagéo dosiniciador es desenhados par a os genes Enod40 e leghemoglobina
Foi avaliada a eficiéncia de amplificagdo e especificidade, para validar o uso dos
iniciadores (Tabela 5), através da RT-PCR e da curva de dissociacéo (Melt curve).
Foi observada através da RT-PCR, apenas uma banda em gel de agarose 2% para 0s
dois genes alvos (Figura 9). A especificidade dos iniciadores foi confirmada através da curva
de dissociacdo, com a presenca de um Unico pico no fina da reacdo de PCR em tempo real.
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Como resultado dessas andlises, os iniciadores desenhados ndo permitiram a amplificacdo de
guaisquer outros produtos sendo os genes alvos. Entretanto, o PvLegA apresentou baixa
eficiéncia de amplificagéo, 0.79 sob as condicdes testadas. Novos experimentos de PCR em
tempo rea foram redlizados utilizando um novo iniciador PvLegB), Este iniciador ndo
apresentou resultados satisfatérios, demorstrando uma baixa eficiéncia (0.77) em relagdo ao
iniciador utilizado no ensaio anterior. Desta forma o iniciador PvLegA foi novamente
utilizado nos experimentos subsequientes.
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Figura 9. Confirmagdo dos amplificons e especificidade dos iniciadores para 0s genes
Alvos. (A) Confirmag&o de produto unico de amplificagcdo para cada um dos genes
referéncia através da PCR e eletroforese em gel de agarose 2% (1) Alto P PvEnod40;
(2) Baixo P PvEnod40; (3) Alto P PvLeg (4) Baixo P, PvLeg. (B) Confirmacéo da
especificidade das reagdes de PCR em tempo real através da curva de dissociacdo
para os genes normalizadores PvEnod40 e PvLeg em nddulos de feijoeiro cv.
Manteigdo originadas de sementes com alto e baixo teor de P e dois niveis de P na
solucdo nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 uM de P) aos 2 dias apos
inoculacéo.

4.3.3. Expressdo dos genes Enod 40 e leghemoblobina por PCR em tempo real

Para avaliar a expressdo dos genes Enod40 e leghemoglobina, as plantas de feijoeiro
(cv. Manteigdo) foram inoculadas com Rhizobium tropici apds a germinacdo. Foram
analisadas as respostas destes genes aos teores de P ha semente (alto e baixo P) e aos niveis de
P na solucdo nutritiva aplicada ao substrato (250 e 500 puM de P) em cinco épocas de coleta
(a0s 2, 4, 6, 8 e 10 dias ap6s ainoculagdo — DAL).
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Para Enod40, aos 2 DA néo foi observada diferencas nos niveis de expressdo entre 0s
diferentes teores de P na semente (Figura 10), ndo havendo efeito do P na antecipacéo do
processo de nodulagéo. Asad et a. (1994), trabalhando com a expressdo do gene MSENOD40
em afafa, demonstraram que a indugdo ocorre 1 DAI no periciclo antes da divisao das células
corticais, entretanto Corich et a. (1998) verificaram que raizes ndo inoculadas apresentaram
baixos niveis de transcritos de SSENOD40. Quarndo houve a inoculagdo com Snorhizobium
rostrata, os niveis de transcricdo comecaram a aumentar 4 e 8 horas apds a inoculacéo
(Corich et al., 1998). Takeda et a. (2005) também verificaram que inducdes significativas
foram observadas 6 e 12 horas ap6s aplicacao do fator Nod purificado. Além disso, a primeira
coleta foi realizada aos 2 DAI, neste periodo este gene pode esta sendo fortemente expresso
no periciclo e na divisdo das células corticais. Sendo assim, o periodo escolhido para esta
coleta pode ter sido tardio.
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Figura 10. Expressdo relativa do gene Enod40 em nodulos de feijoeiro cv. Manteigdo,
originado de sementes com baixo e alto teor de P, em 4 épocas de coleta (2, 4, 6 e 8 dias
apOs a inoculagdo). Os genes referéncia GAPDH1 e Act2 foram utilizados para
normalizacéo. Os dados de fluorescéncia foram analisados pelo programa on line real
time PCR Miner, para estimar os vaores de Cq (ciclo de quantificacdo), esse valores
gerados foram utilizados no programa gBase versdo 1.3.5. Teores de P na semente: AP
alto P, BP baixo P.

O padrédo de expressdo do Enod40 se manteve semelhante aos 4, 6 e 8 DAI entre os
diferentes tratamentos (Figura 10). Corich et a. (1998), verificando a expressdo de S'Enod40
durante a nodulacdo através da RT-PCR, constataram que a atividade de divisdo nas células
corticais parou aos 8 DAI. No fina do crescimento celular, os transcritos do STENOD40
desapareceram do tecido central, mais ainda estavam presentes em células parenquimaticas ao
redor dos feixes vasculares, e aos 20 DAI a expressdo em volta do feixe vascular também
desapareceu (Corich et al., 1998). Entretanto, na 52 coleta (aos 10 DAI), houve um aumento
significativo nos nivels de expressdo em funcdo da aplicagcdo do P em solucdo nutritiva
(Figura 11). O tratamento com ato P na semente combinado com baixo P em solugdo
nutritiva (125 pM) apresentou um aumento significativo no nivel de expressdo do gene
Enod40 quando comparado ao baixo P na semente, e a medida que o nivel de P na solucédo
nutritiva aumentou, ocorreu um incremento no nivel de expressdo do Enod40 (Figura 11).



O resultado sugere que a combinacdo do alto teor de P na semente com o nivel de P
aplicado na solucéo nutritiva poderia aumentar a transcricdo do gene Enod40, principalmente
em solos com baixa disponibilidade de P. Porém néo existe na literatura, dados comparativos
sobre a influéncia do P na semente e na solucdo nutritiva sobre a expresséo do gene Enod40.
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Figura 11. Expressdo elativa do gene Enod40 em nodulos de feijoeiro cv. Manteigéo,
originado de sementes com baixo e alto teor de P, sob dois niveis de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato (P1 e P2, respectivamente 125 uM e 500 uM de P ) aos
10 dias apos a inoculacdo. Os genes referéncia GAPDH1 e Act2 foram utilizados para
normalizacdo. Os dados de fluorescéncia foram analisados pelo programa on line real
time PCR Miner, para estimar os valores de Cq (ciclo de quantificagdo), esse valores
gerados foram utilizados no programa gBase versdo 1.3.5. Teores de P na semente: AP
ato P; BP baixo P.

A expressdo do gene Enod40 € induzida no periciclo antes da divisdo das células do
cortex que originam o primordio nodular (Yang et a., 1993). Sendo assim, o ato P na
semente poderia provocar um aumento na expressdo desse gene e conseglentemente
alteragbes no processo de organogénese, favorecendo o desenvolvimento e estabel ecimento
do nodulo bacteriano, principalmente em solos com baixa disponibilidade de P.

A leghemoglobina € uma nodulina expressa especificamente no inicio do processo de
fixagdo de Ny, podendo ser usada como indicador do inicio da FBN. Embora a
leghemoglobina seja detectada no inicio da FBN, Heidstra et a. (1997) observaram que a
expresséo da leghemoglobina foi detectada 1h apds a aplicacéo do fator Nod e a quantidade
de mMRNAVsLb aumentou 8h apds a adicdo do fator Nod. Segundo estes autores, a
leghemoglobina € induzida em estagio inicial da interaco planta-rizobio, e essa expressio
pode estar envolvida na facilitagdo do fluxo de oxigénio necessario para respiracéo
mitocondrial nos pélos radiculares e nas células corticais. Isto sugere que a leghemoglobina
sga induzida nas fases precoces da formacdo do nodulo e sua expressdo é aumentada
fortemente quando o nodulo é formado (Heidstra et al., 1997). Contudo, neste trabaho foi
avaliada a expresséo deste gene aos 2, 4, 6, 8 e 10 DAL

Em amalise de Northen Blot estudando as respostas precoces dos fatores nod, Cardenas
et a. (2006) verificaram um padrédo de acumulacdo de mRNA para leghemoglobina aos 6
dias, com elevado nivel de transcricdo aos 10 DAI. Aos 10 DAI, o baixo P na semente
apresentou um maior nivel de expressdo da leghemoglobina quando comparado ao alto P na
semente; entretanto, quando aumenta a disponibilidade de P na solugéo nutritiva (500 pM)
ocorre simultaneamente um aumento na expressdo da leghemoglobina (Figura 13). O efeito
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do P na semente sobre a expressdo da leghemoglobina so ficou evidenciado apds o aumento
de P na solucdo nutritiva, sendo possivel observar esta expressao, apenas no maior nivel de P
(500 uM). Sendo assim, os resultados obtidos ndo permitem definir uma antecipagdo no
processo de fixac&o de N, induzida pelo maior teor de P da semente.

A deficiéncia de P € um fator limitante para uma eficiente nodulacdo e fixagdo de N,
(Christiansen & Graham, 2002). Uma das principais razoes para sensibilidade da leguminosa
a deficiéncia de P é o papel que esse nutriente desempenha no crescimento e na atividade do
nédulo (Tang et al., 2001). Diversos autores verificaram que o P da semente influencia de
forma positiva 0 processo de nodulagéo e FBN, estimulando a producdo de massa seca da
parte &rea, 0 nimero e a massa de nédulos e a acumulacdo de N (Teixeiraet a., 1999; Araljo
et a., 2002; Chagas et a., 2010). Entretanto, ndo foi possivel identificar um efeito do alto teor
de P da semente sobre a antecipagdo do processo de FBN sob as condic¢Oes experimentais
estudadas.

04 7
© | AP
= 03
s}
3 I e
Q
Y "
%0,2
=
8 01 |
S
o
O, |_|_|_p — e BN
AN < (o] [ee]

Figura 12. Expressdo relativa do gene Leg em nddulos de feijoeiro cv. Manteigao,
originado de sementes com baixo e alto teor de P em 4 épocas de coleta (2, 4, 6 € 8
dias apos a inoculacdo). Os genes referéncia GAPDHL1 e Act2 foram utilizados para
normalizacdo. Os dados de fluorescéncia foram analisados pelo programaon line red
time PCR Miner, para estimar os valores de Cq (ciclo de quantificagdo), esse valores
gerados foram utilizados no programa gBase versdo 1.3.5. Teores de P na semente:
AP ato P, BP baixo P.
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Figura 13. Expressdo relativa do gene Leg em nodulos de feijoeiro cv. Manteigéo,
originado de sementes com baixo e alto teor de P, sob dois niveis de P em solugdo
nutritiva aplicada ao substrato (P1 e P2, respectivamente 125 uM e 500 uM de P ),
aos 10 dias ap6s a inoculagdo). Os genes referéncia GAPDH1 e Act2 foram
utilizados para normalizagdo. Os dados de fluorescéncia foram analisados pelo
programa on line rea time PCR Miner, para estimar os valores de Cq (ciclo de
guantificacdo), esse valores gerados foram utilizados no programa gBase versao
1.3.5. Teores de P na semente: AP alto P, BP baixo P.

4.3.4. Producéo de biomassa

N&o foi verificado efeito do P na semente sobre a producéo de massa de raiz e parte
aérea aos 6 DAI (Tabela 10); estes resultados também foram observados na expressdo dos
genes Enod40 e |eghemoglobina na mesma época de coleta (Figura 10 e 12). Neste periodo as
plantas sdo dependentes dos nutrientes contidos nos cotilédones. A disponibilidade do
nutriente na semente tem influéncia na formagdo do embrido e dos cotilédones, como
consequéncia direta sobre o vigor e melhor desenvolvimento inicial e estabelecimento da
cultura.

Tabela 8 Massa seca de parte aérea e raiz de plantas de feijoeiro cultivar Manteigéo,
provenientes de sementes com baixo e alto teor de P, sob dois niveis de P na solucéo
nutritiva aplicada ao substrato, aos 6 dias apds inoculagéo.

Cultivar M assa de parte aérea (g planta ™) Massaderaiz (g planta ™)
Baixo P AltoP Média Baixo P AltoP Meédia
Manteigéo 1,01 1,09 1,05 0,25 0,28 0,26

Aos 35 DAE, o ato teor de P na semente aumentou a massa seca de parte aérea no
nivel de 500 uM de P, assm como na média dos dois niveis de P ro substrato, quando
comparado as plantas provenientes do baixo P na semente (Tabela 11). Estes resultados
discordam daqueles observados por Teixeira et al. (1999), que verificaram uma reducéo no
efeito do P na semente com o aumento do P no solo sobre a nodulagdo e crescimento.
Entretanto, quando se analisa o grafico da quantificacéo relativa (Figura 10), verificamos um
aumento na expressdo do gene Enod40 no menor nivel de P no substrato (125 uM de P) aos
10 DAI, sendo esse efeito mais intenso sob o nivel de 500 uM de P. O alto teor de P da
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semente aumentou a massa seca de nédulos na nédia dos niveis de P aplicados na solucédo
nutritiva.
Tabela 9 Massa seca de parte aérea e raiz ¢k plantas, nédulo e nimero de nédulos de
plantas de feijoeiro cv. Manteigdo, originadas de sementes com baixo e ato teor de P,
sob dois niveis de P no substrato, aos 35 dias apés inocul agao.

Nivel de P (uM) Baixo P Alto P Media
Massa de parte aérea (g planta™)
125 1,62 1,60 161b
500 1,72 2,03* 188a
Média 1,67 1,81*
Massaderaiz (g planta™)
125 0,37 0,32 0,35a
500 0,35 0,40 0,37 a
Média 0,36 0,36
Massa de nodulos (mg planta )
125 115 137 126 b
500 176 188 182a
Média 145 163*
Numero de nddulos (planta )
125 315 289 302b
500 366 413 390 a
Média 341 351

* Diferenca significativa entre teor de P na semente pelo teste Duncan a 5%.
Letras comparam niveis de P nas colunas pelo teste Duncan a 5%.

O maior nivel de P aplicado no substrato (500 uM) aumentou a massa de parte aérea,
massa de nédulos e nimero de nddulos na média dos diferentes teores de P na semente
(Tabela 11) este resultado demonstra a importancia do P sobre o processo de fixagdo de Np
visto o consideravel gasto energético da nitrogenase para reducéo do N.



5. CONCLUSOES

O estimulo do alto teor de P na semente sobre 0s processos associados a fixagdo
biolégica de N, no feijoeiro, ndo se deu pela antecipacdo dos processos de nodulagéo e
fixacdo de N> do nddulo, mas sim pela intensificacdo do crescimento vegetal. Plantas de
feijoeiro provenientes de sementes com altos teores de P agpresentaram maior acimulo de N e
maiores massa de parte aérea, n0dulos e raizes ros menores niveis de P na solugdo nutritiva
aplicada a substrato. O ato teor de P na semente estimulou a producdo de massa seca da
parte aérea e a massa de nédulos, quando comparado as plantas provenientes de sementes com
baixo teor de P, porém este aumento so foi significativo nos menores niveis de P no substrato
(0, 125 e 500 uM). A medida que o nivel de P no substrato aumentou, houve uma reducdo do
efeito do P da semente, confirmando que o efeito do P da semente € muito dependente da
disponibilidade do P no substrato.

Os genes PvAct2 e Ef-1a, associados respectivamente a constituicdo estrutural do
citoesqueleto e a ligagdo do GTP ao aminoacil-tRNA, mostraram se adequados para serem
utilizados como genes de referéncia em arélises de PCR em tempo real em feijoeiro. Nao
houve antecipacdo no processo de nodulacéo e fixacdo de N, pelas sementes com altos teores
de P, indicada pela expresséo dos genes Enod40 e leghemoglobina. Entretarto o gene Enod40
teve sua expressdo aumentada apos aplicacéo de P no substrato, sendo mais expresso em
sementes com ato teor de P.
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7. ANEXOS

7.1 Experimento |

Tabela 10 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea, nimero de nédul os, razéo

raiz:parte aérea,, massa de 1 aos 30 DAE.

Fonte de Massade Massa Massade  Numero Razao Massa
variacao parteaérea  deraiz nédulos denédulos ' zpate  del
aérea nédulo

Psem 1 17666 10641* 327 822 70180* 11
Psol 4 147584***  9652** 5843***  45232***  35368* 9678
Sem x sol 4 10794 1460 87 2762 12991 6223
Erro 20 11999 1435 118 2214 11692 7435
CV (%) 13,54 11,18 14,67 23,77 20,43 22,49

Tabela 11 Andlise de variancia de teor de N daraiz e parte aérea aos 30 DAE.

Fonte de GL Teor deN Teor de N

Variagdo parte aérea naraiz
Psem 1 4021609* ** 22743
Psol 4 3448455* ** 95454* *
Sem x sol 4 875701*** 99299* *
Erro 20 123065 15246
CV (%) 9.90 6.92

Tabela 12 Andlise de variancia de teor de N daraiz e parte aérea aos 43 DAE.

Fonte de GL Teor deN Teor deN

variagao na parte aérea naraiz
Psem 1 6601 10830
Psol 4 105420 133740
Sem x sol 4 113435 4952
Erro 20 70021 74025
CV (%) 10.43 13.07




7.2 Experimento ||

Tabela 13 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea aos 3 DAE.

Fonte de variacéo GL Massa de parte aérea Massaderaiz
Psem 1 16.667 37.500
Erro 4 233.667 23.833
CV (%) 13.22 15.66

Tabela 14 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea aos 5 DAE

Fonte de variagdo GL Massa de parte aérea Massaderaiz
Psem 1 1837.50* 150.00*
Erro 4 125.00 3.33
CV (%) 7.24 4.03

Tabela 15 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea aos 10 DAE.

Fonte de Massade Massade Massade NUmerode Razao Massade 1
variagdo parte aérea raiz nodulos  nodulos AZPAT® T adiio
Psem 1 4219* 114.083 80.083** 2028.000** 6816 954
Psol 1 1704 18.750 0.750 8.333 7500 1344
Semxsol 1 1180 6.750 18.750 161.333 176 660

Erro 8 711 44.417 6.583 158.917 3054 1285
CV (%) 12,15 12.10 14.46 17.63 16.43 14.51

Tabela 16 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea aos 15 DAE.

Razéo
raiz:parte
aérea
Psem 1 18252.000** 261.333 16.333 1386.750* 8480.083* 9408.000
Psol 1 645.333  320.333* 147.000*  290.083 60.750 9976.333
Semxsol 1 363.000 147.000 85.333 90.750 690.083  24843.000*
Erro 8 1003.583 59.500  25.000 288.917 884.167  2458.417

CV (%) 9.70 11.07 16.85 20.50 9.71 13.67

Massa de

Fonte de Massa de parte Massade Massade NuUmero de
GL !
1 n6dulo

variacéo aérea raiz nodulos  nédulos

Tabela 17 Andlise de variancia da massa seca de raiz, parte aérea, nimero de nédul os, razéo
raiz:parte aérea, massa de 1 nodulo aos 25 DAE.

Fonte de Massade Massade Massade Numero de Razao Massade 1
variacéo parte afrea  raiz nodulos nodulos ralazérp;te nédulo
Psem 1 50830 2523.000 192.000 6302.083* 1027 9690
Psol 1 102860** 901.333 5208.333***  10620.750** 3640 37520*
Semxsol 1 47502  432.000 3.000 1064.083 11970 3104
Erro 8 7981 1218.083  99.167 679.250 3072 4144
CV (%) 12.48 23.35 15.48 15.15 18.12 17.35






