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Introducao

A disponibilidade e a absor¢do de fosforo sdo dois fatores determinantes na nutricdo de
plantas. Para contornar ao estresse de fosforo, as plantas desenvolvem complexos
mecanismos de adaptagdo, tais como modificacdes nos processos metabolicas
(metabolismo de carbono), mudangas em morfologia (arquitetura de raiz) e aumento em
atividades enzimaticas (fosfatases ¢ RNAses). Muitas adaptagdes ao estresse de fosforo
como ativagdo de enzimas glicoliticas e aumento da producdo de RNAses tem mostrado um
aumento da eficiéncia do uso de fosforo (Bosse e Kock, 1998; Plaxton e Carswell, 1999).
Estas adaptagdes aumentam tanto, a eficiéncia do uso de fésforo quanto permite o continuo
metabolismo em baixas concentragdes de fosforo na célula. Existe informagao suficiente
para sugerir que a resposta ao estresse de fosforo ¢ mediada pela expressdo de um grande
numero de genes. Muitos destes genes que codificam para fatores de transcri¢do e
proteinas sinais sdo alteradas em resposta a estresse de fosforo, implicando maiores trocas
regulatérias no crescimento e desenvolvimento celular (Wu et al., 2003).

A tecnologia de microarranjos de DNA tem possibilitado a analise global das alteragcdes na
expressao dos genes e revelado uma rede coordenada da regulagdo génica (Lockhart et al.,
1996; Wu et al., 2001). A avaliacdo dos niveis de expressdo de milhares de genes pelo
microarranjo em paralelo serve como uma importante ferramenta para o estudo funcional
do genoma, e expressdo baseada em genes com fungdes desconhecidas tem sido atribuidos
provaveis papeis. Pelo uso desta tecnologia, muitos novos genes que estdo envolvidos em
resposta a nutrientes tem sido identificados com sucesso (Wang et al, 2000).
Recentemente, varios estudos de expressao génica em respostas a estimulos do ambiente
tém sido reportados. Entre eles inclui: luz (Ma et al., 2001, 2002, 2003; Tepperman et al.,
2001; Wang et al., 2002), ciclo cercadiano (Harmer et al., 2000), nitrogénio (Wang et al.,
2000), patdogenos (Maleck et al., 2000; Schenk et al., 2000), estresse abidtico (Kawasaki et
al., 2001; Seki et al., 2001), deficiéncia de ferro (Thimm et al., 2001), deficiéncia de zinco
(Lyons et al., 2000) e deficiéncia de fosforo (Wu et al, 2003; Wasaki et al., 2003; Uhde-
Stone et al., 2003). E também em desenvolvimento da semente (Girke et al. 2000). Neste
estudo nds examinamos a expressdo génica em milho, de um gene envolvido na via
metabolica da antocianina, A/ gene. A1 gene foi identificado em analises de microarranjos
pelo aumento de sua expressdao em plantas de milho submetidas ao estresse de fosforo.

Material e Métodos



Os gendtipos de milho (Zea mays L.) foram desenvolvidos pelo programa de melhoramento
de milho da Embrapa Milho e Sorgo. Estes genotipos foram selecionados baseados em sua
resposta a aplicacao de Pi como eficiente e ineficiente ao uso de fosforo (Tabela 1).
Sementes de milho foram germinadas e transferidas para solugdo nutritiva de Hoagland’s
meia for¢a e crescidas uma semana em solugdo completa. Apds uma semana parte das
plantas foram transferidas para solugdo nutritiva sem foésforo e outras para solucdes
contendo diferente concentragao deste elemento (0, 5, 10, 25, 50, 100 e 250 uM de Pi).
Durante o experimento as solugdes nutritivas foram trocadas a cada dois dias para manter o
pH e a concentracdo dos nutrientes. Apds 15 dias de tratamento, raiz, caule e folhas foram
coletados e congeladas em N, liquido e armazenadas a -80 °C. RNAs foram extraidos pelo
método de fenol para analises de Northerns.

Tabela 1. Gendtipos de milho selecionados para eficiéncia ao uso de fosforo. Embrapa -
Milho e Sorgo, Sete Lagoas (MG), Brasil.

Genotipos de milho
Pedigree Resposta ao Pi
L-03 Eficiente
L-11 Eficiente
L-16 Ineficiente
L-22 Ineficiente
L-36 Eficiente
L-723 Ineficiente
L-161-1 Eficiente
L-5046 Ineficiente

A selecao dos genotipos de milho foi feita em plantas crescidos em latossolo vermelho
escuro com alto e baixo niveis de fosforo (2mg/kg e 15mg/kg, respectivamente). Baseado
na produgdo comparativa de graos os geno6tipos descritos na Tabela 1 foram classificados
quanto a eficiéncia e resposta ao uso de fosforo do solo (Parentoni, 1999).

Resultados e Discussdo

Os flavonodides representam um grande grupo de metabolitos secundarios em plantas, dos
quais antocianina ¢ um das maiores classe devido ao amplo espectro de cores resultante de
sua sintese (Holton and Cornish, 1995). Sua producdo e localizagdo nos tecidos podem
contribuir para o desenvolvimento de plantas resistentes a varios estresses ambientais
(Chalker-Scott 1999). Entre as diversas respostas ao estresse de fosforo, o acimulo de
flavonoides do tipo antocianina em plantas deficientes ao Pi ¢ uma das mais notaveis
caracteristicas. Sob deficiéncia de fosforo, plantas de milho acumulam significativas
quantidades de antocianina (Figura 1A). Producdo deste composto requer a indugdo da
expressdo de varios genes regulatorios e estruturais. Um dos genes envolvidos na via
metabolica da antocianina ¢ o gene 4/, que codifica para a enzima dihydroflavonol 4-
reductase — DHR (Reddy et al., 1987). Mutagao recessiva do gene A/ leva a camada incolor
da aleurona (Neuffer al., 1968). Esta enzima esta envolvida em dois bragos da via



metabolica dos flavonodides (Styles and Ceska, 1975; Styles and Ceska, 1989). Neste
estudo, diferengas quantitativas do acimulo de antocianina em gendtipos de milho
crescidos em presenca e auséncia de fosforo foram observadas (Figura 1B). Plantas de
milho mostraram expressdo diferenciada do gene Al (Figura 2) entre milhos eficientes e
ineficientes. A expressao do gene Al ¢ fortemente influenciada pelo nivel de fosforo na
solugdo nutritiva para ambos os gendtipos eficientes e ineficientes. Raizes e folhas
mostraram expressdo deste gene, onde até o presente, ndo ¢ claro a explicagdo para o
acumulo de antocianina em raizes de plantas. Parece que a ativacdo da via metabolica da
antocianina pode liberar mais fosforo para suprir as necessidades da planta. A expressao do
gene Al pode também ser relacionado com o acumulo de antocianina, como um
mecanismo de prote¢do do aparato de fotossintese contra fotoinibicao (Gould et al., 1995).
Adicionalmente, a expressdo do gene Al em raiz aponta para algum outro mecanismo o
qual ndo envolve reagdes fotoquimicas observado em folhas. Mais estudos sdo necessarios
par examinar o papel da antocianina em raizes de plantas deficiente em fosforo.
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Figura 1. Acumulo de antocianina em plantas de milho. A — Actimulo de antocianina em
plantas de milho submetidas ao estresse de fosforo. B - Quantificacdo de
antocianina em genotipos de milho. Plantas de milho foram crescidas em solugao
nutritiva, por 15 dias, em presenca (250 uM Pi) e auséncia (0 uM Pi1) de fosforo
para quantificagdo de antocianina. Cada barra corresponde a medias de trés
repeti¢des com erro padrao.

Maize

P+ P-

.-

Figura 2. Northern blot do gene 4/ induzido sob estresse de fosforo. RNA total isolado de
plantas de milho crescidas em meia forca de solugdo nutritiva de Hoaglands
modificada (Li et al., 1997) contendo 250 uM fosfato (+) ou zero uM fosfato (-)
por 15 dias. Todas as sondas foram marcadas com **P. O painel abaixo do
Northern blot foi corado com brometo de etidio para demonstrar a integridade e a
uniformidade do RNA.
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