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RESUMO

A simbiose ectomicorrizica resulta da expressdo de varios genes cujas seqiiéncias e
funcdes devem ser conhecidas para uma melhor exploragdo desta simbiose. Utilizando
microarranjos de ¢cDNA para observar o padrio de transcricdo fingica nos estagios
inicias da colonizagdo, identificou-se o gene PtSRR1, cuja por¢do 3’ foi parcialmente
seqiienciada e caracterizada. Esta EST de funcdo desconhecida ¢ similar a uma
seqiiéncia do fungo Pisolithus microcarpus, obtida aos 21 dias de interagdo com
Eucalyptus ¢ depositada no GenBank. O peptideo putativo traduzido (75 Aa)
corresponde a uma molécula de origem fingica sobrexpressa em baixa disponibilidade
de nitrogénio. Este trabalho teve como objetivos a obtengdo da ORF mais provavel do
gene PtSRR1, através da técnica RACE 5’ e a caracterizagdo in silico da proteina
codificada por este gene. Para tal, discos de meio cobertos de micélio de P. tinctorius
foram repicados em meio MNM liquido e apods obten¢dao da biomassa o RNA total foi
extraido e submetido a RACE 5°. O maior fragmento (~400 pb) foi selecionado,
purificado e clonado. Os produtos de PCR dos clones foram seqiienciados utilizando-se
iniciadores especificos para as regides que flanqueiam o sitio de clonagem. A seqiiéncia
consenso obtida pela juncdo da nova seqiiéncia (por¢do 5°) com a previamente
conhecida (por¢do 3’) gerou um novo fragmento de 636 pb. O peptideo traduzido da
ORF mais viavel (127 Aa) foi analisado através de ferramentas de bioinformatica. A
analise estrutural preliminar revelou quatro locais potenciais de alteragdes pOs-
traducionais: dois sitios de N-glicosilagdo e dois sitios de fosforilagdo, aliados a uma
forte probabilidade de que a proteina PtSRR1 seja transmembranar, composta por uma
alfa-hélice hidrofébica e uma regido predominantemente hidrofilica com seis fitas-beta
intercaladas por loops. Dado que o peptideo ndo possui dominios conservados classicos
de proteinas previamente caracterizadas e que ndo ha estrutura cristalizada similar
depositada em bancos de dados, ndo foi possivel prever a estrutura tridimensional da
PtSRR1. Os resultados apontam para a necessidade de estudos adicionais sobre o gene
da PtSRR1 como um possivel controlador/marcador de desenvolvimento flingico

durante os estagios iniciais da interagcdo ectomicorrizica.

Palavras-chave: Expressdo génica, fungos ectomicorrizicos, genes simbiose-regulados.



ABSTRACT

Ectomycorrhizal symbiosis results from the expression of several genes whose
sequences and functions should be known for a better employment of this symbiosis.
Using cDNA microarray to observe the pattern of fungal transcription in the early stages
of colonization, the PtSRR1 gene was identified and its 3’ portion was partially
sequenced and characterized. This EST of unknown function is similar to a Pisolithus
microcarpus sequence deposited in the GenBank, found after 21 days of interaction
with Eucalyptus. The putative translated peptide (75 Aa) corresponds to a fungal origin
molecule up-regulated under low N availability. This study aimed to obtain the most
probable ORF of the PtSRR1 gene using the RACE 5’ technique and to characterize in
silico the protein coded by the PtSRR1 gene. Discs of fungal mycelia were subcultured
to liquid MNM. After fungal growth, total RNA was extracted and submitted to RACE
5°. The largest fragment (~400 pb) was selected, purified and cloned. PCR products of
the clones were sequenced using primers specific to the flanking regions of the cloning
site. The new 5’ sequence was aligned to the previously known 3’ sequence resulting in
a new 636 bp consensus fragment. The peptide translated from the most probable ORF
(127 Aa) was analysed using bioinformatic tools. The preliminary structural analysis of
the PtSRRI1 revealed four potential sites of postranslation modification: two N-
glycosylation sites and two phosphorylation sites, allied to a strong probability for a
transmembrane protein composed of a hydrophobic alpha-helix and a hydrophilic
regions consisting of six beta-strands with intercalary loops. Given that the peptide do
not show the classical conserved protein domains previously characterized and there is
no similar crystallized structure in the databank, it was not possible to preview the
tridimensional structure of the PtSRR 1. These results point to the need of further studies
of the PtSRR1 as a possible controller/marker of the fungal development during the

early stages of ectomycorrhizal interaction.

Keywords: Gene expression, ectomycorrhizal fungi, symbiosis-regulated genes.
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1 INTRODUCAO

Existem inumeros exemplos de interacdo entre microrganismos e plantas
terrestres que proporcionam maior adaptabilidade de ambos as condigdes do meio
ambiente. As micorrizas (do grego: mykes = fungo; rhiza = raiz) sdo um exemplo bem
conhecido desse tipo de interacdo que ocorre entre fungos do solo e vegetais. Essa
interacdo ¢ benéfica para ambos os organismos, ja que o fungo disponibiliza para a
planta os nutrientes essenciais, proporcionando maior crescimento ¢ melhor nutri¢do, e
se beneficia com os carboidratos fotossintetizados por ela. Em alguns casos, a micorriza
funciona como uma barreira protetora para o hospedeiro, impedindo a acdo de
patdgenos de raiz, além de conferir tolerancia a fatores abidticos como os baixos teores
de dgua no solo (SMITH & READ, 1997).

Smith & Read (1997), baseados em caracteristicas morfologicas do fungo, no
tipo de estrutura micorrizica formada e nos parceiros envolvidos na simbiose sugerem a
formacdo de sete tipos de micorriza. Dentre elas, as micorrizas arbusculares e as
ectomicorrizas sao as mais comumente encontradas. Ao contrario dos fungos
micorrizicos arbusculares, que penetram inter e intracelularmente na raiz do hospedeiro,
os fungos ectomicorrizicos ocupam apenas os espagos intercelulares do cortex.

As ectomicorrizas ocorrem em cerca de 90 % das arvores em regides de clima
temperado. Nos paises de clima tropical, como o Brasil, os fungos ectomicorrizicos
podem associar-se a plantas das familias Caesalpiniaceae (Tamarindus spp.),
Dipterocarpaceae (Dipterocarpus spp.), Fagaceae (Quercus spp.), Pinaceae (Pinus spp.)
e Myrtaceae (Eucalyptus spp.).

O processo de formagdo de uma ectomicorriza ¢ bastante complexo e exige
varias modificagdes morfofisioldgicas nos parceiros, culminando na formagao de novas
estruturas caracteristicas da simbiose (LE QUERE et al., 2005). Para que tal simbiose
exista ¢ preciso que os participantes se reconhegam e efetuem as trocas nutricionais,
sem a ativacdo do mecanismo de defesa vegetal (MARTIN et al., 2001).

Os fungos ectomicorrizicos variam em compatibilidade e eficiéncia em relagao
ao seu hospedeiro. Isso se deve, em parte, a capacidade de infectividade do fungo que
pode apresentar diferencas, dependendo da espécie arborea envolvida e das condigdes
ambientais a que for submetido (GARBAYE, 1990; LEI et al., 1990; OLIVEIRA et al.,
1994; SMITH & READ, 1997).

13
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Diferentes espécies do género Pisolithus sdo comumente utilizadas em pesquisas
que visam o entendimento dos mecanismos de sinalizagdo molecular e de
desenvolvimento da simbiose, como o Pisolithus tinctorius, isolado a partir do corpo de
frutificagdo formado em associacdo com Eucalyptus citriodora em ambientes naturais
(DITENGOU & LAPEYRIE, 2000).

Sabe-se que a sinalizacdo entre os parceiros da simbiose ectomicorrizica ¢
realizada pelo reconhecimento de moléculas especificas sintetizadas por ambos os
parceiros (MARTIN et al, 2001; TAGU et al, 2002b). Estudos baseados na
bioquimica, biologia molecular e genética indicam que a expressdo diferenciada de
genes, resultando na sintese diferenciada de proteinas e de algumas enzimas, ¢ essencial
nos estagios iniciais do desenvolvimento da micorriza (BARKER et al., 1998;
BONFANTE-FASOLO & SPANU, 1994). Estas observagdes fomentaram a sugestdo de
Hilbert et al. (1991) que relataram o surgimento de novas cadeias polipeptidicas durante
a colonizacdo ectomicorrizica. Estes polipeptideos, quando identificados, sao
denominados de ectomicorrizinas. Desde a descoberta das ectomicorrizinas, muitas
proteinas comecaram a despertar o interesse de pesquisadores de varias partes do
mundo, dado sua provavel participacdo no desenvolvimento da simbiose. Duas classes
de proteinas mais comumente citadas como importantes no processo de formagao de
ectomicorriza sdo as hidrofobinas e as SRAPS (symbiosis regulated acid proteins),
encontradas em varios sistemas ectomicorrizicos (TAGU et al., 1996; LAURENT et al.,
1999; VOIBLET et al., 2001; DUPLESSIS et al., 2005).

Trabalhos recentes, com foco na identificagdo de genes expressos
diferencialmente, utilizam técnicas moleculares poderosas, como o0s macro e
microarranjos de ¢cDNA (DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005), que
permitem a observacdo simultinea de centenas ou milhares de genes expressos
diferencialmente em ectomicorrizas. Esses estudos t€ém contribuido para a elaboragdo de
teorias e a elucidagdo preliminar das vias de sinalizacao utilizadas pelos fungos durante
as diferentes fases da colonizacao (VOIBLET et al., 2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE
QUERE et al., 2005). Recentemente, com o emprego de microarranjos de cDNA para a
observagdo do padrio de transcrigdo fingica no sistema Pisolithus tinctorius - Castanea
sativa, evidenciou-se a participacdo de varios genes com fungdes desconhecidas
(ACIOLI-SANTOS et al., 2008a). Um desses genes, por apresentar similaridade com

seqiiéncias de origem fungica e ser sobrexpresso em baixas concentragdes de N, foi
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parcialmente caracterizado e batizado de PtSRR1 — Pisolithus tinctorius symbiosis
related receptor 1 (ACIOLI-SANTOS et al., 2008b).

A melhor caracterizacdo do PtSRR1 e de sua proteina putativa, através da
construcdo do gene completo e andlises feitas com técnicas bioinformacionais,
constituem um passo significativo para o entendimento da fungio potencial deste gene
no mecanismo de formagao/desenvolvimento e controle da simbiose. Tal feito podera
influenciar diretamente na utilizagdo mais racional das ectomicorrizas quando
empregadas nas diversas atividades economicas.

Os objetivos desse trabalho foram: (1) obter e caracterizar o mRNA completo do

gene PtSRR1 e (2) analisar a ORF putativa utilizando ferramentas da bioinformatica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 AS MICORRIZAS

As micorrizas podem ser consideradas como um sistema complexo formado por
fungos e plantas, no qual, parte do genoma de ambos ¢ ativada sob a influéncia do
ambiente, na regéncia da simbiose (SMITH & READ, 1997). O termo “micorriza” foi
inicialmente empregado em 1885, pelo botanico alemdo Albert Bernard Frank para a
descricdo de um “6rgao independente” formado pela associacdo entre o micélio e as
raizes de plantas. O mesmo autor, em 1894, também especulou sobre a reten¢do da
habilidade saprofitica ancestral de alguns basidiomicetos ectomicorrizicos, além de
demonstrar que o micélio abundante na rizosfera ajudava a absorver nutrientes do solo
sem causar danos a planta hospedeira (SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Smith & Read (1997) sugerem a existéncia de sete tipos de micorrizas, com base
em caracteristicas tais como tipo da hifa, padrdo de colonizacdo da raiz, presenca da
rede de Hartig, tdxon do fungo e tdxon da planta (Briofita, Pteridofita, Gimnosperma e
Angiosperma). Os sete tipos sdo: arbuscular, ectomicorriza, ectendomicorriza,
arbutoide, monotropoide, ericoide e orquiddides, sendo as micorrizas arbusculares e as
ectomicorrizas as mais comumente encontradas (BELLEI & CARVALHO, 1992).

Acredita-se que este tipo de associacdo tenha surgido ha cerca de 400 milhdes de
anos quando a vida vegetal do planeta dava os primeiros passos rumo ao ambiente
terrestre. H& indicios de que essa interagdo tenha acontecido a partir de uma condicao
micorrizico arbuscular ancestral (CAIRNEY, 2000; BRUNDRETT, 2002). Segundo
Schiiler et al. (2001), existem quatro hipdteses para explicar o surgimento e a formacao
das micorrizas ao longo do tempo. A primeira propde que a co-evolugdo de plantas e
fungos micorrizicos arbusculares teria se iniciado em ambiente aquatico. A segunda
hipdtese afirma que a associagdo teria ocorrido apos a entrada das plantas no ambiente
terrestre. A terceira sugere que, antes mesmo de existirem os fungos micorrizicos
arbusculares, outros fungos de habito parasita ou saprofito seriam os responsaveis pelo
surgimento da simbiose apOs o estabelecimento das plantas na terra. Por fim, a quarta
hipdtese diz que a interacdo “fungos — plantas colonizadoras do ambiente terrestre” teria
se tornado mais complexa com o passar dos anos a partir de simbioses mais primitivas

pré-existentes.
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De um modo geral, a micorriza funcional oferece aos simbiontes uma série de
beneficios. O fungo estabelece associagdo mutualistica com as raizes das plantas
vasculares (SMITH & READ, 1997) e, ao colonizar o sistema radicular, se ramifica
pelo solo ampliando a 4rea de absor¢@o de nutrientes essenciais a planta como o fosforo,
zinco, manganés e cobre, entre outros. Em contrapartida, o fungo se beneficia recebendo
carboidratos fotossintetizados pela planta (EZAWA et al., 2002; BAGO et al., 2002;
CHALOT et al, 2002; SOUZA et al.,, 2006). Adicionalmente, a planta passa a
responder melhor a variagdes bruscas de pH do solo (SIQUEIRA & FRANCO, 1988),
apresenta maior tolerancia a compostos toxicos de dificil metabolizagdo como os metais
pesados (BRUNNER & FREY, 2000), além de estar mais protegida contra o ataque de
possiveis agentes fitopatogénicos (MARX, 1972; CORDIER et al., 1998). Além disso, o
micobionte encontra na planta um compartimento interno de protecdo (BELLEI &
CARVALHO, 1992). Sendo assim, essa interacdo simbidntica mutualista ¢ importante
na determina¢do do modo como as plantas e os fungos sobrevivem e se adaptam ao

tempo/ambiente, em condi¢des adversas (SMITH & READ, 1997).

2.2 AS ECTOMICORRIZAS

As ectomicorrizas (do grego ‘“ektds” que significa externo) sdao um tipo
particular de micorriza na qual o fungo coloniza externamente as raizes € 0s espagos
intercelulares do cortex da planta (SMITH & READ, 1997). Neste tipo de associagao,
ndo ha a formagdo de estruturas (como os arbusculos das micorrizas arbusculares) no
interior das células do hospedeiro (BELLEI & CARVALHO, 1992).

Um dos primeiros registros fosseis de ectomicorriza data de 50 Ma (Eoceno) e,
embora ndo seja possivel indicar a data precisa de seu surgimento, acredita-se que a
associa¢do tenha aparecido a 200 Ma, juntamente com o surgimento dos basidiomicetos
ressupinados (CAIRNEY, 2000).

As trés estruturas mais facilmente encontradas em ectomicorrizas sdo: o manto,
a rede de Hartig e o micélio circundante. O manto (Figura 1) ¢ formado por uma massa
de hifas que recobre externamente a raiz hospedeira, podendo variar em relagdo a sua
estrutura organizacional, cor e espessura (BELLEI & CARVALHO, 1992; SMITH &
READ, 1997), ou até¢ formar um falso tecido parenquimatoso, influenciando
diretamente a absor¢cdo de 4agua e de nutrientes e a protegdo contra patdégenos

(PETERSON & BONFANTE, 1994; SMITH & READ, 1997).
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A rede de Hartig (Figura 1), estrutura onde ocorrem as trocas metabodlicas entre
os simbiontes (TAGU et al., 2002a), ¢ formada pela invasao dos espagos intercelulares
do cortex pelas hifas, sem atingir a endoderme do vegetal (BELLEI & CARVALHO,
1992; SMITH & READ, 1997). No citoplasma das hifas da rede de Hartig, que ficam
adjacentes as células corticais, ¢ constatada a presenca de varios nucleos, reticulo
endoplasmatico e mitocondrias polimorficas, indicando uma ativa e compativel
associacdo ectomicorrizica (GROSS et al., 2004).

Por ultimo, o denso micélio circundante faz a ligagdo entre ectomicorriza/solo/
basidiocarpos (BELLEI & CARVALHO, 1992; SMITH & READ, 1997) permitindo
uma maior captacio de agua (AUGE, 2001). Isso se d4 devido ao aumento da regido
explorada pelo crescimento das hifas ou rizomorfos, comparada a abrangéncia das
raizes (DUDDRIDGE et al., 1980; THOMSON et al., 1994), proporcionando maior
troca de nutrientes organicos e inorganicos entre os organismos (BELLEI &

CARVALHO, 1992; SMITH & READ, 1997).

Figura 1. Ectomicorriza de Pisolithus tinctorius - Pinus pumila em corte transversal.
Nesta figura ndo se observa o micélio circundante. Legenda: (MF) manto fungico,
(RH) rede de Hartig nos espagos intercelulares do cortex (COSTA et al., 2002).

Apesar de ocorrerem em apenas 10 % das espécies vasculares, as ectomicorrizas
sdo encontradas em 90% das arvores de clima temperado (WILCOX, 1990),
predominando em plantas de interesse silvicultural, como as espécies de Eucalyptus e
Pinus (OLIVEIRA et al., 2008). Porém, os fungos ectomicorrizicos apresentam certa

especificidade com relagdo ao hospedeiro e diferem quanto a capacidade de colonizagdo e
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os beneficios conferidos as plantas (MARX & CORDELL, 1989). Estudos de sele¢ao de
isolados de fungos ectomicorrizicos fazem-se necessarios para identificar os simbiontes
compativeis com determinada espécie vegetal e condi¢des ambientais, tendo como
finalidade o aumento da sobrevivéncia das mudas e, conseqlientemente, maior
produtividade das plantagdes (GARBAYE, 1984; ROSSI et al., 2002).

Assim, a associagao resulta em boas taxas de crescimento para os vegetais,
fazendo com que atinjam um estagio maximo de desenvolvimento em menor tempo. Os
efeitos positivos que a associagdo micorrizica traz para as plantas encontram-se
amplamente documentados na literatura cientifica (MARX et al., 1989, 1991; MELLO
et al., 2006). Costa et al. (2002) demonstraram que as mudas de Eucalyptus grandis
inoculadas com fungos ectomicorrizicos Pisolithus spp. apresentaram maiores taxas de
crescimento em comparagdo com o controle. A pesquisa também revelou que a taxa de

crescimento das plantas variou de acordo com os micobiontes testados (Figura 2)

Figura 2. Crescimento de Eucalyptus grandis inoculado com diferentes isolados de
Pisolithus spp. (M5, 35, PT 90A). C = controle, sem inoculagdo (COSTA et al., 2002).

As espécies vegetais quando ectomicorrizadas utilizam, de forma mais eficiente,
certos nutrientes presentes no solo. Embora isso nao seja uma regra, dadas as condigdes
de disponibilidade desses nutrientes e o tipo de substrato a que estdo submetidas, ha um
menor acumulo de cations (K, Ca+2, Mg+2 e Na") e maior de anions (SO4'2, PO4'3, NO5
e CI') nos tecidos do hospedeiro (BLEDSOE & RYGIEWICZ, 1986; MARSCHNER &
DELL, 1994). O modo como os nutrientes do solo sdo transportados até o parceiro

vegetal pode ser resumido como a seguir: primeiramente os nutrientes minerais sao
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absorvidos pelo micélio e armazenados no manto. Em seguida, parte do P e N que foi
armazenada ¢ convertida em polifosfatos e aminoacidos e segue para a rede de Hartig,
passando para as células do cortex da raiz até atingir o xilema e as demais partes da
planta. Essa transferéncia implica em custo para a planta, j4 que a mesma transfere para
o fungo hidratos de carbono equivalentes a 40% do que foi produzido ao fim do
processo fotossintético (SIQUEIRA & FRANCO, 1988). De um modo geral a absorcao
de P e de outros nutrientes € mais eficiente nas ectomicorrizas, devido ao fato de esses
fungos produzirem fosfatases (TIBBETT et al., 1998) e proteases (NEHLS et al., 2001).
Essas enzimas tém a func¢do de solubilizar estes componentes do solo tornando-os
disponiveis para a planta (LAPEYRIE et al., 1991; LANDERWEERT et al., 2001) e
contribuindo para a ciclagem desses elementos no ambiente.

Estima-se que existam mais de 6.000 espécies de fungos ectomicorrizicos com
representantes nos Ascomycota, Basidiomycota e Zygomycota (SMITH & READ,
1997). Os dois primeiros filos citados s3o os mais importantes, pois contém a maior
parte dos fungos ectomicorrizicos, com pelo menos 15 familias com espécies
micorrizicas. Dentre os fungos pertencentes ao Filo Basidiomycota, as familias
Amanitaceae, Boletaceae e Russulaceae sdo aquelas de onde a maioria dos fungos
ectomicorrizicos ¢ originaria (HORTON & BRUNS, 2001; BRUNDRETT, 2002).
Nestas ¢ em outras familias, as espécies micorrizicas de Pisolithus ¢ Scleroderma
(Sclerodermataceae), Rhizopogon, Amanita, Lactarius, Russula, Thelephora
(Thelephoraceae) ¢ Ramaria (Ramariaceae) colonizam, principalmente, arvores de
Pinus e Eucalyptus (GIACHINI et al., 2000; 2004).

Sdo reconhecidamente ectomicorrizicas, cerca de 35 familias botanicas
angiospérmicas e gimnospérmicas em que pelo menos um individuo foi analisado e
caracterizado como formador da simbiose (SMITH & READ, 1997). Em meio a todas
as espécies, dois hospedeiros ectomicorrizicos t€m se destacado: Pinus e Eucalyptus.
Isso porque esses vegetais vém sendo utilizados na construcdo de sistemas
experimentais para estudos de fisiologia e bioquimica em ectomicorrizas, além de
estarem entre as plantas mais exploradas em silvicultura (DUDDRIDGE & READ,
1984; LAPEYRIE et al., 1990; BARKER et al., 2002).

Mesmo sabendo que essas espécies vegetais sdo favorecidas na associagao,
existe uma variacdo no que se refere a infectividade e eficiéncia das espécies flngicas
para a micorrizagdo (ALVES et al., 2001; OLIVEIRA et al., 1994). Essa variagdo ¢

explicada pela especificidade entre o fungo e o hospedeiro, detectada como um fator
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determinante na simbiose. A especificidade pode acontecer entre géneros ou até mesmo
espécies (MOLINA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1994). Estudos tém sido feitos a fim
de comprovar a sua eficiéncia através do desenvolvimento de sistemas de intera¢do in
vitro, que buscam a obtengdo de modelos de estudo. Em especial, estdo os sistemas que
utilizam plantas de Eucalyptus e¢ fungos do género Pisolithus (LEI et al., 1990;
MARTIN et al., 2001; CAIRNEY, 2002; PETER et al., 2003).

2.3 IMPORTANCIA DAS ECTOMICORRIZAS

Pela sua natureza de simbiose mutualista, as ectomicorrizas sao de grande
importancia ecologica e econdmica sob varios aspectos (SMITH & READ, 1997,
BRUNNER, 2001). Elas atuam diretamente na composi¢do dos solos participando da
ciclagem global de nutrientes (SMITH & READ, 1997). Isso porque os fungos
ectomicorrizicos sdo comuns em solos ricos em matéria organica e, além de estabelecer
a simbiose, podem transformar certas substidncias tornando-as disponiveis para as
plantas (CAIRNEY, 2000).

Pesquisas recentes sugerem que fungos ectomicorrizicos conseguem mobilizar
certos nutrientes essenciais as plantas diretamente de minerais através da excrecido de
acidos organicos, afetando a ciclagem destes compostos em sistemas florestais
(LANDEWEERT et al., 2001). Além disso, a micorriza pode aumentar a tolerancia do
vegetal quando este ¢ submetido a solos de composi¢ao acida ou com alta toxidez, ou
ainda, elevar a viabilidade das arvores frente ao impacto da agdo eutrofisadora em solos
florestais (BRUNNER, 2001).

Os dados levantados em um trabalho de revisdo sobre a interag@o entre espécies
do género Pisolithus na formagao de ectomicorrizas com Eucalyptus em que evidencia o
potencial de reabilitagdo das plantas ectomicorrizadas em solos degradados, apontaram
o fungo Pisolithus tinctorius como aquele que mais se adaptou a situagdo de
reflorestamento em dareas sujeitas a estresse edafico (CAIRNEY & CHAMBERS,
1997). No Brasil, espécies dos géneros Pinus e Eucaliptus sdo bastante utilizados em
programas de reflorestamento (LIMA, 1993; SOCIEDADE BRASILEIRA DE
SILVICULTURA, 1994). Sua introdu¢do no Brasil se deu no inicio do século XX em
decorréncia da demanda de matérias primas como madeira (LIMA, 1993). Atualmente
ha mais de 4.6 Mha plantados com espécies provenientes desses géneros (GIACHINI et

al., 2000). Segundo a Sociedade Brasileira de Silvicultura (1997), haverd um défcit
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mundial de madeira até o ano de 2010. Essa proje¢ao faz crescer o interesse por novas
tecnologias que propiciem um aumento na produtividade dessa matéria prima.

O Brasil responde por 31% da produgdo de celulose de fibra de eucalipto, o
equivalente a 22 milhdes de toneladas por ano. Para 2010, estima-se que a capacidade
anual chegue a 8,2 milhdes de toneladas de um total global proximo a 27 milhdes
(MERCADANTE & CAPO, 2006 apud MAGATON et al., 2008).

Ademais do mercado da madeira, ndo se pode esquecer que o carpoforo de
algumas espécies de fungos ectomicorrizicos € bastante apreciado pela industria
alimenticia devido ao seu alto valor de comercializagdo. A exemplo disso tém-se as
espécies Tuber melanosporum, Tuber magnatum, Tricholoma matsutake, Boletus edulis
, Amanita caesarea (YUN & HALL, 2004) com mercado mundial total mensurado em
milhdes de dolares (HALL et al., 2003).

2.4 FORMACAO E DESENVOLVIMENTO DAS ECTOMICORRIZAS

Durante o processo de formagdo e desenvolvimento as ectomicorrizas exibem
modifica¢des fisiologicas e anatomicas (LE QUERE et al., 2005). Acredita-se que
muitas destas transformacgdes sejam o resultado das interagcdes ocorridas entre os
simbiontes pela sintese de varias substancias (auxinas, citoquininas, giberelinas e
vitaminas) (MILLER, 1971; CRAFT & MILLER, 1974; SLANKIS, 1974; BARROSO
et al., 1986).

Para que tal simbiose tenha o sucesso e a estabilidade funcional necessaria,
deverd haver uma comunicacdo entre o fungo e a planta (TAGU et al., 2002a) iniciada
muito antes da formacdo das estruturas tipicas (manto, rede de Hartig, etc), sendo a
produgdo de moléculas sinalizadoras a primeira etapa de desenvolvimento. Isso porque,
sob a influéncia de tais moléculas os propagulos do fungo sdo estimulados a germinar
(LAGRANGE et al., 2001), tal como acontece com o hospedeiro vegetal sob o estimulo
fungico (DITENGOU et al., 2003). Esse desenvolvimento resulta de uma cascata de
eventos perfeitamente sincronizados e da coordenagdo entre os genomas dos dois
parceiros (MARTIN & HILBERT, 1991; MARTIN & TAGU, 1999), desencadeando o
processo de ontogénese das ectomicorrizas.

Inicialmente, a hifa produzida a partir da germinagdo de propagulos do solo, ou

até mesmo do micélio de uma micorriza pré-existente, penetra no cortex radicular, onde
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cresce e se ramifica (CHILVERS, 1968; FEUGEY et al., 1999). A germinagdo do
propagulo fungico pode ser influenciada pelas condig¢des da rizosfera (zona de deplecao
para N e enriquecida para C), servindo de estimulo trofico para o crescimento da hifa
em direcdo a raiz (TAGU et al., 2002a). Ha relatos de que as adesinas formam uma
densa rede fibrilar rica em glicoproteinas que preenche o espago entre os parceiros,
sendo secretada em forma de fibras orientadas juntamente com mucilagem
polissacaridica, liderando o processo de contato entre o fungo e a planta. Este conjunto,
juntamente com os receptores do hospedeiro, ¢ importante para o contato entre os
simbiontes (MARTIN et al., 1999). Tal processo ¢ semelhante as infecg¢des
fitopatogénicas. As hifas crescem, aumentam de volume e se ramificam aderindo a raiz
da planta na preseng¢a ou auséncia de pélos radiculares (BARKER et al., 1998).

Momentos apo6s ocorrer a pré-infeccdo e o fungo aderir as células da epiderme
do vegetal, ocorre a multiplicacdo das hifas em camadas, que apds alguns dias, formarao
a estrutura conhecida como manto (HORAN et al., 1988). Este, por sua vez, podera
apresentar diferengas tanto na morfologia como na cor, extensdo etc., variando de
acordo com os organismos envolvidos na associa¢do (SMITH & READ, 1997).

A planta também sofre a influéncia do fungo que a estimula a formar as raizes
laterais (dicotomia), havendo a eliminagdo dos pélos radiculares ou mudangas na
estrutura do citoesqueleto (MARTIN et al., 2001). Para o vegetal, o citoesqueleto ¢
importante na divisdo celular, citocinese, formacdo da parede celular e elongacdo. No
fungo, o citoesqueleto tem participacdo na morfogénese e no crescimento das hifas
(TIMONEN & PETERSON, 2002).

O desenvolvimento da ectomicorriza formada pelo fungo Paxillus involutus ¢ a
planta Betula pendula, foi observado por Le Quéré et al. (2005). Esses autores
documentaram, com uma série temporal de fotografias em escalas macro e
microscopica, as etapas de desenvolvimento e formagao da simbiose. Tal processo vai
desde o contato inicial do fungo com as raizes hospedeiras (pré-infec¢do), até o
completo estabelecimento da rede de Hartig. Na Figura 3, a comparagdo das ilustragcdes
macroscopicas (coluna a esquerda) com as microscépicas (coluna a direita) permite a
confirmagdo de que essas plantas, ap6és 21 dias de contato com o micobionte, ja
desenvolveram uma micorriza funcional, pelo menos do ponto de vista morfolégico. Ao
final do processo de diferenciacdo, com a formacao das estruturas tipicas (manto, rede
de Hartig e micélio circundante), e havendo as trocas nutricionais entre os simbiontes,

tem-se uma simbiose ativa e plenamente estabelecida (LE QUERE et al., 2005).
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Figura 3. Estigios do desenvolvimento in vitro de ectomicorriza formada pela
associagéo de P. involutus com B. pendula, entre 0 ¢ 21 dias de interagéo. As setas a
esquerda indicam as extremidades radiculares da plantula sendo cobertas pelo
micélio, no inicio da formag@o do manto (0-4 dias) e surgimento de radiculas laterais
(4-21 dias). A direita, observam-se (4° dia) duas camadas do manto diferenciado
(setas com duas cabegas) e penetragdo das hifas entre as células do cortex do
hospedeiro (setas simples). Aos oito dias, observa-se o inicio da formaggo da rede de
Hartig. Aos 14 dias, vé-se a rede de Hartig plenamente desenvolvida. Aos 21 dias,
uma extensa ramificacdo do micélio nos espagos intercelulares do cortex radicular.
(LE QUERE et al., 2005).
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2.5 FATORES QUE INFLUENCIAM AS ECTOMICORRIZAS

O desenvolvimento da associacdo ectomicorrizica se inicia com alteragdes no
metabolismo dos parceiros, culminado em modificagdes morfofisioldégicas com a
formag¢ao de compartimentos e estruturas especificas (PETERSON & BONFANTE,
1994; LE QUERE et al., 2005) que proporcionam a troca de nutrientes entre eles. Para
que ocorra a colonizagdo das raizes pela hifa ¢ essencial que haja uma comunicagdo
coordenada entre o fungo e a planta (MARTIN & TAGU, 1999; MARTIN et al., 2001).

Os exsudatos lancados na rizosfera exercem importante influéncia no
desenvolvimento micorrizico, pois podem estimular a germinacdo dos esporos dos
fungos ectomicorrizicos, além de afetar diretamente o solo e a microbiota (SMITH &
READ, 1997).

No solo, os macronutrientes como o P ¢ o N s3o os que mais influenciam a
colonizacdo micorrizica. O P, se disponibilizado em grande quantidade, pode reduzir a
colonizagdo das raizes e diminuir a esporulacdo da micota presente. Em estudos com
mudas de Pinus spp. bem nutridas com N e P, observou-se que a translocacao de
sacarose para as raizes era menor, limitando o crescimento dos fungos ectomicorrizicos
(SIQUEIRA & FRANCO, 1988).

Outro fator que influencia o desenvolvimento das ectomicorrizas ¢ a sintese de
certos hormonios, tanto pelo vegetal como pelo fungo. Dentre os hormodnios
encontrados nas ectomicorrizas estdo as auxinas, citoquininas e giberelinas
(WULLSCHLEGERH & REID, 1990; DITENGOU & LAPEYRIE, 2000). As auxinas
podem ser encontradas, principalmente, nas gemas apicais e caules jovens das plantas,
onde se mantém os suprimentos nutricionais para as regides de crescimento (RAVEN et
al., 2001). Entre as substancias denominadas auxinas, a mais comum ¢ o 4cido indol
acético (AIA) que provoca o desenvolvimento do vegetal (TANG & LOO, 1940)
através do alongamento e, consequentemente, o crescimento da planta (DITENGOU et
al., 2003). No entanto, sabe-se que esse efeito pode variar dependendo do local de
atuacdo e da concentracdo deste hormoénio no vegetal (BARKER & TAGU, 2000;
NIEMI et al., 2002).

Haé relatos de que os fungos também sdo produtores das auxinas (EK et al.,
1983; GAY & DEBAUD, 1987) e o papel dessas moléculas nas ectomicorrizas seria de
modulacdo de algumas etapas do desenvolvimento da simbiose (GEA et al., 1994). Seu

efeito no organismo poderia ser modulado através da interagdo com substancias
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reguladoras da planta e/ou do fungo como a hipaforina, horménio que se mostrou eficaz
em neutralizar a atividade do AIA no alongamento do eucalipto, sem afetar a atividade
de seus analogos (DITENGOU & LAPEYRIE, 2000). A atuacdo das auxinas vai além
das modificagdes na anatomia das raizes; elas também estdo envolvidas na conversao do
amido em carboidratos importantes na fisiologia da simbiose ectomicorriza (BELLEI &
CARVALHO, 1992).

Outro hormonio sintetizado por fungos ectomicorrizicos € a citoquinina, que
pode influenciar diretamente o desenvolvimento da simbiose (NG et al., 1982). As
citoquininas sao sintetizadas ~ por  diversos fungos ectomicorrizicos
(WULLSCHLEGERH & REID, 1990) e a sua fungdo estd relacionada com o
retardamento do processo de maturacdo e suberizacdo das raizes; o que proporciona a
ectomicorriza uma maior sobrevida ¢ influencia a mobilizagdo de nutrientes (NG et al.,
1982).

As giberelinas sdo encontradas nas plantas, principalmente nos tecidos jovens do
sistema caulinar e sementes em desenvolvimento (RAVEN et al., 2001). Elas estimulam
a divisdo e o alongamento celular, fazendo com que a radicula rompa o tegumento da
semente promovendo a sua germinacdo (TAIZ & ZEIGER, 2006). As giberelinas foram
identificadas em fungos ectomicorrizicos em cultura pura. Nas ectomicorrizas, este
fitormonio pode ser intercambiado entre a planta hospedeira e o fungo (MILLER, 1971;
CRAFT & MILLER, 1974; SLANKIS, 1974; BARROSO et al., 1986), embora sua

verdadeira fun¢@o nao esteja totalmente definida.

2.6 ASPECTOS MOLECULARES DA ECTOMICORRIZACAO

O desenvolvimento da associagdo ectomicorrizica se inicia com a germinagao de
um esporo viavel, ou com a propaga¢ao de hifas no solo, seguida do encontro com o
sistema radicular do hospedeiro, dando inicio as transformac¢des morfologicas essenciais
para a estruturacdo da simbiose (SMITH & READ, 1997). Embora estes acontecimentos
sejam reconhecidos e bastante documentados na literatura cientifica, do ponto de vista
da morfologia ectomicorrizica, os micorrizologistas buscam atualmente a compreensao
dos eventos que levam a associacdo entre fungo e planta (CARVALHO, 1996). Estes
eventos comegaram a ser estudados hd pouco mais de 10 anos e, embora os

conhecimentos sobre o mecanismo de formagdo da simbiose ndo esteja completo, sabe-
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se que as etapas que levam a essa interagdo sdo extremamente complexas e requerem a
expressao diferenciada de inimeros genes regulados pela associagdo (VOIBLET et al.,
2001; LE QUERE et al., 2005; MARTIN et al., 2008).

Estudos anteriores indicam que para o desenvolvimento dos estagios iniciais da
simbiose, ¢ necessaria a expressdo de genes (NEHLS et al., 1999; POLIDORI et al.,
2002), sintese de proteinas e a ativacdo de algumas enzimas (BARKER et al., 1998).
Acredita-se que na etapa de sinalizacdo ocorra a sintese e o reconhecimento de proteinas
especificas da simbiose (HILBERT et al., 1991; BURGESS et al., 1995; MARTIN et
al., 2001; TAGU et al., 2002b).

Essas hipoteses foram inicialmente sustentadas por Hilbert et al. (1991) que
atentaram para o aparecimento de novas cadeias polipeptidicas identificadas durante o
processo da ectomicorrizagdo, sendo, desde entdo, denominadas de ectomicorrizinas.
Em 1992, Guttenberger ¢ Hampp sugeriram que as ectomicorrizinas poderiam ser um
artefato do método utilizado para a obten¢do da simbiose in vitro. Fatores como a
diferenga na composi¢ao do meio de cultura utilizado para o crescimento do fungo ¢ a
idade do tecido da planta, além do método inadequado para a extragdo de proteinas,
poderia levar a um resultado falso positivo na complexa sucessdo de eventos que € o
estabelecimento da micorriza.

Martin et al. (2001) classificaram as moléculas que possivelmente controlam as
interagdes entre os simbiontes em 5 tipos:

e Moléculas que influenciam o tropismo das hifas para as raizes (sinais
rizosféricos);

e Moléculas para o contato e invasdo das hifas (adesinas e hidrolases);

e Elementos de inducdo de modificagdes organogénicas em ambos os
parceiros (hormonios e sinais secundarios);

e Moléculas facilitadoras da sobrevivéncia dos fungos em detrimento do
sistema de defesa vegetal;

e Moléculas coordenadoras das estratégias para as trocas metabolicas,

como colonizacdo de células vegetais e ramificacdo do micélio no solo.
Atualmente, o uso de técnicas modernas como 0s macro € microarranjos de
cDNA, além de outras como o Differential-Display Reverse Trancription - PCR —

DDRT-PCR, Suppression Subtractive Hybridization — SSH , em diferentes sistemas
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ectomicorrizicos tem gerado uma grande quantidade de novos dados, trazendo avangos
na compreensao das etapas de reconhecimento e controle da simbiose (VOIBLET et al.,
2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005). Isso porque, através destas
técnicas, € possivel observar e identificar a participa¢ao de milhares de genes ao mesmo
tempo e relacioné-los com os diferentes estagios de formagdo da simbiose (VOIBLET et
al., 2001; DUPLESSIS et al., 2005; JOHANSSON et al., 2004; LE QUERE et al., 2005;
WRIGHT et al., 2005).

Através da tecnologia de microarranjos de cDNA para a observa¢do do padrao
de transcrigdo fingica no sistema Pisolithus tinctorius - Castanea sativa, foi
identificada a participacdo de varios genes com funcdes desconhecidas (ACIOLI-
SANTOS, et al., 2008a). Um dos genes fungicos identificados como estimulados na
simbiose (Clone ID: 1440), batizado posteriormente de PtSRR1 — Pisolithus tinctorius
symbiosis related receptor 1 - por apresentar uma expressdo positiva entre 6-12h
quando em inducdo micorrizica, teve sua por¢do 3’ parcialmente caracterizada
(ACIOLI-SANTOS et al., 2008b). A analise preliminar do peptideo traduzido de 75
aminoacidos (realizada através de interfaces bioinformaticas) apresentou similaridade a
uma proteina sobrexpressa pelo fungo ectomicorrizico Schizophyllum commune em
situacdo de baixa disponibilidade de N. Os dados bioquimicos também revelaram a
possibilidade de esse gene estar envolvido no processo de reconhecimento “fungo —
planta”, no desenvolvimento da simbiose, dada a forte possibilidade de ser esta uma
proteina transmembranar. Embora haja indicios de que este gene esteja relacionado a
colonizacdo ectomicorrizica, ndo foi encontrado nenhum dominio conservado classico
de proteinas previamente caracterizadas, nem de estrutura cristalizada similar em
bancos de dados para o peptideo traduzido (ACIOLI-SANTOS et al., 2008b).

A falta de informagdo e a auséncia de dados para serem utilizados em analises
comparativas refletem a caréncia de estudos e de pesquisadores especializados para essa
linha de investigacdo. Isso porque, com a modernizagdo das técnicas de biologia
molecular, foi gerada grande quantidade de dados (PODILA et al., 2002; LE QUERE et
al., 2005), antes imperceptiveis devido as limita¢des das técnica entdo utilizadas.

Vieira (2008) listou 203 genes (ESTs — expressed sequences tags) de fungos
ectomicorrizicos sob estimulacdo em oito categorias fisioldgicas de acordo com suas
provaveis funcdes e tendéncias de expressdao no advento da simbiose: 1- crescimento e
organizacdo celular; 2- morfogénese; 3- metabolismo e energia; 4- sintese e interagdo

protéica, regulacdo transcripcional e transducional; 5- transporte de ions, aminoacidos e
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peptideos; 6- proteinas membranares estruturais e de sinalizagdo; 7- processamento de
DNA/RNA; 8- defesa e morte celular programada. Segundo o autor, haveria para a
formagao da ectomicorriza, o surgimento de um novo programa genético direcionado a
simbiose, sob a influéncia dos fatores tempo, organismo e ambiente.

Diante do que foi exposto e das novas descobertas no campo da expressao dos
genes regulados ou influenciados pela simbiose (VOIBLET et al., 2001; PETER et al.,
2003; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005), faz-se necessario entender o
papel dos intimeros genes (PODILA et al., 2002; MENOTTA et al., 2004;
JOHANSSON et al., 2004), bem como relaciona-los aos modelos e hipdteses da
simbiose (LE QUERE, 2005). A elucida¢do parcial do mecanismo de formacio das
ectomicorrizas poderd influenciar diretamente na maneira como essas associagdes sao
utilizadas nas diversas atividades econdmicas, biotecnoldgicas e de conservagdo

ambiental.

2.7 GENES E PROTEINAS ENVOLVIDAS NA SIMBIOSE

Sabe-se que a formacdo da micorriza ¢ determinada, em parte, pelo programa
genético do fungo e da planta. A dindmica de ativagdo e desativacdo dos conjuntos
génicos, em interagdo com o ambiente, ird determinar no decorrer do tempo o
desenvolvimento da associacdo (VOIBLET et al., 2001; LE QUERE et al., 2005). Neste
longo percurso que se inicia com a mobilizacdo de moléculas sinalizadoras (TAGU &
MARTIN, 1996) e vai até o inicio das trocas metabodlicas, uma série de proteinas sao
sintetizadas e, como resultado final, tem-se uma associacdo plenamente estabelecida e
funcional (LE QUERE et al., 2005).

Dentre as muitas necessidades da simbiose micorrizica esta a formagdo de
estruturas e compartimentos (LE QUERE et al., 2005). Para isso, é necessario que haja
uma intensa atividade celular em beneficio do crescimento e proliferacdo das células
(BARKER et al., 1998). Alguns genes sdo relatados na literatura como parte deste
processo e responsaveis por tais fungdes na célula. Podem-se destacar os genes
responsaveis pela sintese das proteinas a-tubulina e actina, identificadas em micélio de
Suillus variegatus e de Paxillus involutus em associagdo com Pinus contorta, ou em
outros tecidos simbidticos (TIMONEN et al., 1996; TIMONEN & PETERSON, 2002).

A a-tubulina pode estar relacionada com a formagdo dos microtubulos, sendo estes
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responsaveis por dar forma a célula, além de participar do mecanismo de divisao celular
(MONTEIRO & ROSSI, 1999). Também sao encontrados em culturas celulares de
rapido crescimento (CONDEELIS, 1995) genes que codificam fatores de transcrigdo e
alongamento celular (translation elongation fator 1a). Esta proteina atua na traducdo da
informacdo do RNA mensageiro em aminoacido levando ao ribossomo o tRNA
correspondente. Em ectomicorriza formada com o fungo P. tinctorius em associagao
com E. globulus foram encontrados alguns transcritos deste gene (VOIBLET et al.,
2001). Outros fatores de iniciagdo da traduc¢do (Translation initiation fator 3 Suilp,
Translation initiation SUIL1) e alongamento (EF-1 gamma, Elongation fator) foram
observados em ectomicorrizas (LE QUERE et al., 2005) participando da sintese do
peptidio como auxiliar do mRNA e tRNA (PHAN et al., 2001; SVITKIN et al., 2001).
Mas antes de chegar ao ribossomo, o mRNA sofre maturagdo e retirada dos éxons, em
um processo conhecido como splicing e a responsavel por isso ¢ a enzima MRNA
maturase bl2 (SZCZEPANECK & LAZOWSKA, 1996) encontrada em ectomicorrizas
de P. tinctorius - Eucalyptus globulus (VOIBLET et al., 2001). Ha também o gene U6
snRNA-associated/Sm-like protein Lsm8 que, ao contrario do anterior, atua no
decaimento do mRNA, juntamente com outras enzimas de fun¢des semelhantes (HE &
PARKER, 2000).

E claro que, no desenvolvimento e formagao das estruturas como o manto e rede
de Hartig, dentre outras, o fungo necessita gastar uma grande quantidade de energia.
Essa alta demanda energética pode ser mensurada em parte pelo grande niimero de
genes expressos que estdo relacionados ao metabolismo e obtencdo de energia nesses
fungos, como visto em muitos sistemas ectomicorrizicos (VIEIRA, 2008). Ja foram
identificados genes codificantes da enzima hexoquinase em Paxillus involutus em
associagdo com Betula pendula (LE QUERE et al., 2005). Também foram identificadas
trés novas formas da hexoquinase em micélio de Tuber borchii, com fungao relacionada
ao catabolismo das hexoses, e sendo ela a primeira enzima desta via de assimilagdo
deste composto (CECCAROLI et al., 1999). Outras enzimas descritas em sistemas
ectomicorrizicos, que estdo relacionadas diretamente ao aumento do metabolismo
celular e obtengdo de energia sdo a enolase, encontradas em micélio de Tuber borchii
associado com Tilia platyphyllos (BABBITT et al., 1996); oxidase do citocromo c,
presentes nas ectomicorrizas de Paxillus involutus x Betula pendula (LE QUERE et al.,
2005) e a fosfatase acida, detectada no micélio de Pisolithus tinctorius compativel na

formagdo da interagdo com Eucalyptus urophylla (LEI et al., 1990).
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Esse alto gasto de energia necessario para a formacdo e manutengdo da
micorriza ¢ justificado, em parte, pela funcionalidade das trocas metabolicas essenciais
aos simbiontes. Para dar suporte a isso, alguns genes participam deste processo como o
mitochondrial carrier protein que atua no transporte de anions fosfatados (PALMIERI,
1994). Os genes que codificam proteinas de canais i6nicos, como o calcium channel, Al
voltage dependent calcium channel e o acid sensitive K* channel, Ca®* transporting
ATPase, como moléculas responsaveis pelo transporte de calcio, garantem o suprimento
de um elemento fundamental para a fisiologia das ectomicorrizas (KIM et al., 1999;
PODILA et al., 2002). Também existem os genes de transporte de proteinas como o ran
interactin giant nucleopore protein, peptide transporter protein, ¢ o gene para a B-
importin (PODILA et al., 2002). A proteina codificada por este Gltimo gene realiza o
transporte de histonas (proteinas responsaveis pelo empacotamento do DNA, para que
este caiba dentro da célula) do citoplasma para o nucleo celular (JAKEL et al., 1999).

Dentre as diversas proteinas sintetizadas por fungos ectomicorrizicos encontram-
se as SRAPs e as hidrofobinas (LAURENT et al., 1999; ACIOLI-SANTOS et al.,
2008a). As SRAPs (simbiosis related acid protein) sdo proteinas que, possivelmente,
fazem parte do sistema de adesdo célula-a-célula e sdo necessarias na agregacdo das
hifas a raiz hospedeira (LAURENT et al., 1999). Considera-se que essas proteinas sao
estimuladas pela simbiose, durante a formagao de ectomicorrizas entre P. tinctorius e E.
globulus, sendo uma caracteristica marcante no desenvolvimento deste tipo de
associacdo (DUPLESISS et al., 2005).

As hidrofobinas sdo proteinas encontradas em diversos sistemas micorrizicos
(TAGU et al., 2001; DUPLESSIS et al., 2005; LE QUERE et al., 2005) e estio
presentes na parede celular do fungo, mas podem, também, ser encontradas na interface
extracelular. Estes polipeptidios de pequena massa molecular apresentam regides que
podem estar envolvidas no crescimento aéreo e agregacdo das hifas entre a espécie
fungica e o hospedeiro (TAGU & MARTIN, 1996; KERSHAW & TALBOT, 1998;
WOSTEN & VOCHT, 2000).

Sabe-se que uma das vantagens da associagdo ectomicorrizica para a planta ¢ a
aquisi¢cao de resisténcia a metais pesados (BRUNNER & FREY, 2000) ¢ isso foi
evidenciado pela identificagdo de genes codificantes da glutationa S transferase em
alguns sistemas ectomicorrizicos (PODILA et al., 2002; JOHANSSON et al., 2004; LE
QUERE et al, 2005). Também foram identificados os genes da metalotioneina

(HAERSLEV et al., 1995) e arsenito ATPase (MOREL et al., 2005). Estes podem atuar
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no metabolismo de certos compostos xenobidticos de dificil assimilagdo pelas plantas e,
gragas a esses genes, a c€lula realiza a desintoxica¢ao e combate o estresse oxidativo, o
envelhecimento ¢ a morte (HAYES & PULFORD, 1995; CATANEO et al., 2003).
Segundo Vieira (2008), o tecido simbiodtico final resulta da interagdo
fisico/quimica entre raizes e células fungicas, sendo produto da regulacdo espaco-
temporal dos dois programas genéticos, os quais envolvem sensoriamento ambiental,
comunicagdo célula-célula e construcdo de novas estruturas. Assim, o estudo dos genes
de funcdo desconhecida, regulados pela simbiose, tornar-se-4 imprescindivel para o
melhor entendimento da associa¢do, bem como para a maior eficdcia no emprego das

ectomicorrizas nas diversas atividades econOmicas.
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3 O GENE PtSRR1, UM POTENCIAL CONTROLADOR DA
FORMACAO DE ECTOMICORRIZAS

(Manuscrito para submissdao ao Current Microbiology)

RESUMO

A simbiose ectomicorrizica resulta da expressdo de varios genes cujas seqiiéncias e
fungdes devem ser conhecidas para uma melhor exploragdo desta simbiose. Utilizando
microarranjos de cDNA para observar o padrdo de transcricdo fungica na associacdo
Pisolithus tinctorius-Castanea sativa nas horas iniciais da interacdo, foi identificado o
gene PtSSR1 sobrexpresso entre 6-12h, cuja por¢ao 3’ apresentou similaridade com uma
seqiiéncia fungica de Pisolithus microcarpus, aos 21 dias de interagdo com Eucalyptus.
O peptideo putativo traduzido da ORF (75 aminoacidos) resultou em identidade com
uma molécula fungica sobrexpressa em baixa disponibilidade de nitrogénio. Este
trabalho objetivou obter e caracterizar a seqiiéncia completa do mRNA do PtSRR1.
Discos de micélio foram repicados para meio MNM liquido e, apds obtencdo da
biomassa, o RNA total foi extraido. A por¢ao 5’ do mRNA foi obtida via RACE, sendo
o maior fragmento (400 pb) clonado e utilizado para transformar bactérias. A seqiiéncia
consenso (636 pb) foi obtida pela jun¢do da nova por¢do 5° com a 3’preexistente. A
analise estrutural do peptideo traduzido da ORF (127 aminoacidos), realizada in silico,
indica que PtSRR1 apresenta dois sitios de N-glicosilacdo, dois de fosforilacdo, regido
de predicdo transmembranar composta por uma alfa-hélice hidrofobica e regido
predominantemente hidrofilica composta por seis fitas-beta intercaladas por loops. Nao
foi possivel obter a estrutura tridimensional da PtSRRI1, sendo necessario estudos
adicionais sobre seu papel como possivel controlador/marcador de desenvolvimento

fungico durante estagios iniciais da ectomicorrizacao.

Palavras-chave: Expressdao génica, fungos ectomicorrizicos, genes simbiose-regulados.
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3.1 INTRODUCAO

As ectomicorrizas sdo associagdOes simbioticas mutualisticas existentes entre
certas espécies vegetais e fungos do solo (SMITH & READ, 1997). Esse tipo de
simbiose vem sendo estudada ha muito tempo e, aos poucos, os mecanismos de
sinaliza¢do, desenvolvimento e formacdo estdo sendo melhor compreendidos (LE
QUERE et al., 2005).

Além da especificidade (fungo-hospedeiro) exigida entre os participantes da
simbiose (MOLINA et al., 1992; OLIVEIRA et al., 1994), sabe-se que a etapa inicial de
sinalizagdo se da pela sintese e reconhecimento de proteinas especificas (MARTIN et
al., 2001; TAGU et al., 2002b) como as ectomicorrizinas, identificadas em micorrizas
de E. globulus - P. tinctorius (HILBERT & MARTIN, 1988). Nessa classe de proteinas,
dois grupos de polipeptidios tém sido destacados em diversos sistemas
ectomicorrizicos: as hidrofobinas, presentes nas paredes celulares do fungo ou
secretadas por ele na interface extracelular (TAGU et al., 2001; DUPLESSIS et al.,
2005; LE QUERE et al., 2005; ACIOLI-SANTOS, 2008a), ¢ as SRAPs (simbiosis
related acid protein) que, possivelmente, fazem parte do sistema de adesdo célula-a-
célula, necessarias na agregacdo das hifas a planta (LAURENT et al., 1999). Estas
proteinas estimuladas pela simbiose sdo consideradas fortes marcadores do
desenvolvimento ectomicorrizico para periodos tardios de indugdo (contato,
diferenciacio e funcionamento da simbiose) (DUPLESISS et al., 2005; LE QUERE et
al., 2005).

Recentemente, em uma abordagem que utilizou microarranjos de cDNA para a
observagdo do padrdo de transcri¢ao fiingica no sistema Pisolithus tinctorius - Castanea
sativa, foi identificada a participagdo de varios genes, com fungdo desconhecida,
sobrexpressos em periodos curtos de interagdo (ACIOLI-SANTOS et al., 2008a). Um
dos genes (Clone ID: 1440), batizado posteriormente de PtSRR1 — Pisolithus tinctorius
symbiosis related receptor 1 (ACIOLI-SANTOS et al., 2008b), apresentou expressao
relativa positiva entre 6-12h apds contato com o hospedeiro vegetal. Esse fato chamou a
aten¢do dos pesquisadores para a descoberta de um possivel marcador do inicio da
sinalizagdo/comunicagdo entre os parceiros em periodos curtos de interacdo. Devido a
essas evidéncias, o gene PtSRR1 teve sua porcdo 3’ parcialmente caracterizada por
Acioli-Santos et al. (2008b). A andlise preliminar do peptideo traduzido de 75

aminodcidos (realizada através de interfaces bioinformaticas) indicou a similaridade
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deste a uma proteina de origem fungica expressa pelo microorganismo quando
submetido a situagdo de baixa disponibilidade de N, (Numero de acesso AF335537). Os
dados também revelaram a possibilidade deste gene estar envolvido no processo de
reconhecimento fungo/planta, dada a alta probabilidade de ser esta uma proteina
transmembranar com sitios de intera¢do voltados para o exterior da célula (ACIOLI-
SANTOS et al., 2008b).

Assim, tornou-se imprescindivel a obtengdo da ORF completa do gene PtSRR1 e
a sua caracterizagdo preliminar (proteina PtSRR1) in silico através de programas
bioinformacionais como um passo importante para o melhor entendimento da etapa de
sinalizagdo e controle da simbiose. Esses dados contribuirdo para o melhor
entendimento da associacdo, bem como para maior eficicia no emprego das

ectomicorrizas nas diversas atividades econOmicas.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Material biolégico e condi¢des de cultivo

Uma cultura do isolado ectomicorrizico Pisolithus tinctorius Coker & Couch,
fornecida pelo Instituto de Ciéncia Aplicada e Tecnologia (ICAT) da Faculdade de
Ciéncias de Lisboa, Universidade de Lisboa-Portugal, foi repicada para 20 mL de meio
solido Melin-Norkrans Modificado - MNM (MARX, 1969), em placas de Petri (9 cm de
diametro). Para a obtencdo da biomassa fungica, discos de meio (5 mm de didmetro)
cobertos de micélio foram retirados das bordas das colonias e transferidos para frascos
de Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de meio MNM liquido e incubados em
estufa B.O.D. a 25 £ 1 °C, no escuro e sem agitacdo, por 2 meses. Posteriormente, a
biomassa foi filtrada em papel filtro, lavada 3 vezes com agua destilada esterilizada e
seca com papel toalha para a retirada do excesso de meio de cultura. Imediatamente, o
micélio fungico foi congelado em nitrogénio liquido e conservado em freezer a - 80 °C,

até a etapa de extracdo do RNA total.

3.2.2 Extracido de RNA

Com a ajuda de almofariz e pistilo de porcelana, a biomassa fungica foi

macerada com nitrogénio liquido até se transformar em p6. Em seguida, foi extraido o
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RNA total utilizando o Kit PureLink™ Micro-to-Midi Total RNA Purification System
(Invitrogen™), segundo as recomendacdes do fabricante. Foram adicionados cerca de
100 mg do micélio em p6 aos tubos de Eppendorf, juntamente com a solucdo de lise do
kit. Em seguida, o micélio foi macerado com micropistilo por aproximadamente 1 min,
seguido de agitagdo em vortex por 3 min e incubagdo em temperatura ambiente por 3
min. Posteriormente, a amostra foi macerada novamente por 1 min e centrifugada por 2
min a 13.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 500 pl
de etanol 70%. Por inversdo do tubo, a amostra foi gentilmente homogeneizada.
Transferiram-se 500 pl para uma coluna de separagdo (spin-cartridge) e fez-se uma
centrifugacdo de 15 s a 13.000 rpm, sendo o filtrado descartado. Esta etapa foi repetida
até que toda a amostra fosse filtrada na mesma coluna. Em seguida, procedeu-se a
lavagem da amostra na coluna com a adi¢do de 350 pl do tampao de lavagem I (Kit
PureLink™), centrifugacdo por 15 s (13.000 rpm) e descarte do filtrado.

Ap0s a lavagem, a amostra foi tratada na coluna com a enzima DNAse I 1000u
(Fermentas® Life Sciences). Para isso, foi preparado um mix contendo 67 pl de agua
livre de RNAse, 8 pl de tampao, 5 pl da enzima para um volume final de 80 ul. O mix
foi imediatamente adicionado ao centro da coluna e incubado por 15 min em
temperatura ambiente. Em seguida, repetiu-se a lavagem com tampao I por duas vezes.
Na segunda lavagem, foram acrescentados 700 pl do tampao de lavagem I a coluna,
seguido de uma centrifugagdo de 25 s a 12.000 rpm. O filtrado foi descartado. Foram
adicionados 500 pl do tampao de lavagem II a coluna e realizou-se uma centrifugagao
de 25 s com descarte do filtrado. Esta etapa foi repetida uma vez. Finalmente, foi feita
uma centrifugacdo por 1 min para secagem completa da coluna. O tubo coletor foi
substituido por um novo tubo (Recovery Tube) para a eluicio do RNA. Nesta etapa,
adicionaram-se 50 pl de dgua livre de RNase ao centro da coluna, incubou-se por 1 min
em temperatura ambiente e centrifugou-se por 2 min a 13.000 rpm. Ao final do

processo, foram obtidos 50 ul do filtrado contendo o RNA total.

3.2.3 Analise qualitativa e quantificacado de RNA
A quantificagdo do RNA total das amostras foi realizada em espectrofotdometro
(Eppendorf® Biophotometer), segundo Sambrook et al. (1989). A quantidade foi
calculada em pg pL™" através da formula: [RNA] = Ao x Fc x fd
1000
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onde Ajsonm € 0 valor de leitura da amostra a 260 nm; Fe¢ corresponde ao fator de
conversdo, no qual a A260 maxima ¢ 1 e corresponde a 40 pg mL' de RNA; fd
corresponde ao fator de diluicdo da amostra de leitura; o resultado da multiplicagdo ¢
dividido por mil para obtengio da concentragdo em pug uL™'. A qualidade do RNA foi
analisada com base na relagdo da absorbancia em 260 ¢ 280 nm, assim como na
visualizacdo do RNA, apos eletroforese em gel de agarose 1% em TAE 1X livre de
RNAse. A qualidade da extracdo foi aferida pela observacdo da propor¢do (1:2:1) dos
valores de absorbancia nos comprimentos de onda de 230, 260, 280 nm,

respectivamente.

3.2.4 Obtencao da ORF do gene PtSRR1 via RACE - 5’

A por¢ao 5’ do gene PtSRR1 foi obtida com o uso do kit GeneRacer (full-length,
RNA ligase-mediated rapid amplification of 5° cDNA ends — RLM - RACE,
Invitrogen®), que possibilita a obtengio de cDNAs completos, segundo as
recomendacoes do fabricante. Inicialmente, o RNA total foi tratado com uma fosfatase
de intestino de bezerro (CIP) que removeu a extremidade 5’ fosfato dos RNAs
truncados ou incompletos, impedindo a ligagio do GeneRacer™ RNA Oligo. O RNA
desfosforilado foi tratado com pirofosfatase acida de tabaco (TAP), enzima responséavel
pela remogao da estrutura 5° CAP dos mRNAs completos. Apds a retirada dessa
estrutura, apenas os mRNAs completos terdo a extremidade 5° fosfato livre. Na por¢ao
5" fosfato livre, foi ligado o GeneRacer™ RNA Oligo, pela enzima T4 RNA. Em
seguida, foi realizada a sintese do cDNA pela transcriptase reversa (SuperScript II -
Invitrogen®). Foram realizadas rea¢des de PCR para a amplificacio dos maiores
fragmentos utilizando iniciadores fornecidos com o kit, direcionados a regido do
GeneRacer™ RNA Oligo, combinados com iniciadores gene especificos direcionados a
porcao 3’ conhecida: PT-1440 REV 5’-AAATCGTTCAGAGAGATAAAGTTG-3’
(ACIOLI-SANTOS, 2006) e IR PCR REV 5’-CGTCCGGTACTGTGACCATC-3’. O
produto da PCR foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e

visualizado em transiluminador (Benchtop® UVP-TFM-26).

3.2.5 Clonagem do gene PtSRR1
A clonagem do maior fragmento obtido foi realizada utilizando o kit pGEM®-T
Easy Vector System (Promega®), sistema apropriado para a clonagem de produtos de

PCR. Os vetores pGEM®-T Easy Vectors possuem extremidades livres (3’ Timina) que
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promovem ligacdo eficiente aos produtos de PCR gerados pela atividade de certas
polimerases termoestaveis, que adicionam ao final do fragmento amplificado uma
deoxiadenosina. Os passos para clonagem sdo: adenilagdo, ligacdo e transformagdo. Na
etapa de adenilagdo foram utilizados: 5 pl do produto PCR, 1 ul de 10X PCR Buffer, 0,3
ul de Mg CI, 50 mM, 0,2 pl de dATP’s 100 mM, 1 pl de Taqg DNA Polimerase, 2,5 ul
de Agua MiliQ, para um volume final de 10 pl. Em seguida, a amostra foi posta em
termobloco a 72°C por 20 min. Na rea¢do de ligagdo foram utilizados: 2 ul do produto
de adenilacdo, 5 ul de 2X Buffer, 0,5 pl de Vetor pPGEM T, 1 ul de T4 DNA ligase, 1,5
ul de Agua MiliQ para um volume final de 10 pl. A amostra foi incubada de um dia
para o outro. Para a transformacao foi preparada uma placa de LB + ampicilina 50 pg/ul
com 100 pl de IPTG a 100 mM e 20 pl de X-Gal a 50 mg/ml. Em um microtubo de 1,5
mL foram adicionados 5 pl da reagdo de ligagdo e 50 pl de células competentes DH10B.
Em seguida, a amostra foi incubada no gelo por 20 min e levada ao banho-maria (42°C)
por 50 s para novamente permanecer em gelo por 2 min. Foi adicionado a amostra um
volume de 950 pl do meio LB. A amostra foi incubada a 37°C por 1 h e 30 min em
agitador orbital. Cerca de 250 pl desta amostra foram distribuidos na placa LB+AMP 50
pug/ul, IPTG 100 mM, X-GAL 50 mg/ml. A placa foi incubada em estufa a 37°C de um

dia para o outro para a visualizagdo das colonias brancas recombinantes.

3.2.6 Confirmacao da obtencao do gene PtSRR1

A inser¢do do gene no vetor foi confirmada via PCR, utilizando-se iniciadores
especificos, dirigidos ao vetor de clonagem. Inicialmente, foram realizadas mini-preps
para extracao dos plasmideos das bactérias DHI0B recombinantes. Seguiu-se uma
reagdo de PCR, com iniciadores especificos para regido que flanqueia o sitio de
clonagem. Para a reagdo de seqiienciamento automatico foi utilizado o Kit comercial
ABI PRISM BigDye™ Terminator Cycle Sequencing v 3.1 Ready Reaction (Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacio de
seqiienciamento utilizada baseia-se no método de Sanger (SANGER et al., 1977) que
utiliza didesoxirribonucleotideos acoplados a cromoéforos fluorescentes. Os produtos das
reagdes foram analisados em seqiienciador ABI® PRISM 3100 Genetic Analyzer,
(Applied Biosystems). Em seguida, foi feita a edi¢do das seqiiéncias (ApE® v1.15 e
Chromas Lite® v 2.01) ¢ a construgdo de contigs (SeqMan® NGen v1.2), bem como a

busca no NCBI utilizando a ferramenta online BLASTx
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(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para observacao de similaridade significativa

com seqiiéncias previamente depositadas.

3.2.7 Analise das seqiiéncias
A andlise estrutural do peptideo putativo foi realizada através de interfaces

bioinformaticas (http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite). De maneira similar, foram

consultadas bases de dados internacionais na busca de dominios especificos
conservados do peptideo traduzido do PtSRR1 (The Inter Pro software
http://wlww.ebi.ac.uk/cgi-bin/iprscan).

3.3 RESULTADOS

3.3.1 O gene PtSRR1

A partir da técnica RACE 5°, foi obtido um fragmento parcial de ~400 pb,
correspondente a por¢do 5’ do gene PtSRR1. Apods a avaliacdo dos cromatogramas,
edicdo e alinhamento das seqiiéncias, foi gerada uma unica seqiiéncia consenso
combinando o novo fragmento com o previamente conhecido de 432 pb (numero de
acesso EL563703), correspondente a porcao 3’ do mesmo gene, através do uso de
programas de bioinformatica (SeqMan® NGen v1.2). O fragmento final de 636 pb
apresentou uma ORF mais provavel de 127 Aa. A escolha da ORF mais provavel foi
realizada através da ferramenta de busca de ORF contida no programa ApE® v1.15.
Foram observadas regides nao traduziveis (UTRs: untranslated regions) upstream na
por¢do 5’ e downstream na por¢do3’ da ORF mais provavel. Também se observou a
metionina inicial no cdédon 49 e um Stop-codon a partir do nucleotideo 425 ¢ a

seqiiéncia Kozak com variagoes (Figura 4).
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1 ACC TICT CIC TICG AAC ACC TCC ACA TCC TTT ACT TAC TAC CCT | CCC 45
=3-2-1 +1+2+3 +4

46 AAG ATG ATG TIC ACG AAG TCT CIC ATG TCC TICA TIC TIIC GCT CIC 90

1 +— Met Met Phe Thr Lys Ser Leu Met Ser Ser Phe Phe Ala Leu 14

91 ATG TCC CIC CIT GCA CIG GCG AIG ICC GIG CCT CIC CAG AAA CGA 135
15 Met Ser Leu Leu Ala Leu Ala Met Ser Val Pro Leu Gln Lys Arg 29

136 GAT GIC TIC GIC CCC CCG GIC CIC GAT CCT CAC CAG GGG ACC GIC 180
30 Asp Val Phe Val Prc Pro Val Leu Asp Pro His Gln Gly Thr Val 44

181 TGG TAC GIT GGG CARA CAAR GCA GAAR GTIC GIC TIGG GAC ACG AGT C 225
45 Irp Tyr Val Gly Gln Gln Ala Glu Val Val Trp Asp Thr Ser Asn 59

226 C CCT GCA CAR ATC ACA AAT TCA GAG GGA CAG ATT TAT C &61IC 270
&0 Ala Pro Ala Gln Ile Thr Asn Ser Glu Gly Gln Ile Tyr Leu Val 74

271 GIR RARC C CIC ATC GAT TTC GAC TAC TIG TTIG GCA AAT GAT TIC 315
75 Val Asn Asn Leu Ile Asp Phe Asp Tyr Leu Leu Ala Asn Asp Phe 89

316  AAT ATT CIC GAT G AGT GIG ATG GIC ACA GTA CCG GAC GIG CCG 360
90 Asn Ile Leu Asp Gly Ser Val Met Val Thr Val Pro Asp Val Pro 104

361 ACT GGC ATT TAT GCC AIC GIC TTIG TTT GGT GAT TICT GGT AAC TIT 405
105 Thr Gly Ile Tyr Ala Ile Val Leu Phe Gly Asp Ser Gly Asn Phe 119

406 GC CAG AAC TIC ACC AIC ATA GCG TGA TCC CAT CAC GIC CIT GCa 450
120 Ser Gln Asn Phe Thr Ile Ile Ala End —» 127

451 ACT TTA TCT CIC TGA ACG ATT TCA TGA ACA ATG ATG AAG GAC TTIC 495

496 TGT TIC GIT TAC CAC TCA GGA CTIT GGT TIC ATA CAT TAG GAC GAC 540

541  AAR TAC AAT GCA TCC GGA ACA TTIT AGC AAT GGA CTT GTA ACC CCC 585

586 TIT CGC ATIT CIG CIG TAC GTA TAT GGA CTA GGA TCC GGG ACC ATT 630

631 CIER CiA 636

Figura 4. O gene PtSRR1. Seqiiéncia completa de nucleotideos (636 pb) e sua provavel ORF (Os
cddons com seus 127 aminoécidos correspondentes). O codon de terminacdo estd representado pela
palavra “End”. A ORF representa a maior regido de traducdo para a seqiiéncia. Linha continua
=fragmento novo obtido via RACE 5’; Linha tracejada = fragmento pré-existente; <— =5’ UTR; — =
3> UTR. [J = indica a seqiiéncia Kozak com variac¢des e respectivas posi¢des das bases.

3.3.2 Analise estrutural da proteina PtSRR1

A traducdo da seqiiéncia de nucleotideos resultou em um polipeptidio de 127
aminodcidos. A proteina putativa PtSRR1 apresenta peso molecular estimado de 13.969
kDa e ponto isoelétrico de 3,92. O estudo da estrutura primaria do peptideo PtSRR1

(http://ca.expasy.org/cgi-bin/prosite) possibilitou a identificagdo de quatro importantes

sitios de modificagcdes pos-traducionais, sendo eles: dois sitios de N-glicosilagdo, com

grande probabilidade de ocorrer entre os residuos 118 a 121 (NFSQ) e 122 a 125
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(NFTI), e dois sitios de fosforilagdo da Caseina Quinase II, nas posi¢des 65 a 68
(TNSE) e 99 a 102 (TVPD), respectivamente (Figura 5). Adicionalmente, a analise da
estrutura secundaria apresenta PTSRR1 como uma proteina contendo uma tUnica alfa-
hélice (regido de baixa predi¢do transmembranica aproximadamente entre os residuos

10 a 20) e seis possiveis fitas-beta ao longo de sua estrutura. (Figura 5).

4“1“{ YAIVLFGDSGNFSQNFTIIA

HHHHHEEHHEEEHH
9 BBFSSGQ:SRB

EEE EEEE
BB87 7 T47
5. BN B IR 0. 0

bbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbbb
b bbe bbbbbs b b b bbb l‘ ! rl bb b b b JH beb
67 55116316 [ 7745 & 55:.26.5 6 5

: .
.@.43.8....5 ... . 5550 B0 0L, EMEE R . ISR ...

Figura 5. Predi¢do da estrutura secundaria e dominio transmembrinico de PTSRRI. Legenda:
AA=seqiiéncia de aminoacidos, PHD_htm=predicdo de Hélices transmembranicas (M=hélice
transmembrénica, espagos em branco=regides ndo membranares), Rel_htm=indice de confiabilidade da
predicdo PHD htm (Predigdes confiaveis estio marcadas por '*'), PROF_sec=predi¢do da estrutura
secundaria (H=Hélice, E=fita/folha, branco: “loop”), Rel_sec=indice de confiabilidade da predic¢do
PROF _sec (0=baixo até 9=alto), SUB_sec=subconjunto de todas as predi¢des PROF _sec, para todos os
residuos com uma meia de exatiddo > 82% (L= “loop”, “.”’=sem predi¢do para o residuo),
O_3 acc=acessibilidade relativa ao solvente observada (b=0-9%, i=9-36%, e=36-100%).
P_3_acc=acessibilidade relativa ao solvente predita, Rel_acc: indice de confiabilidade da predi¢do de
P 3 acc, SUB_acc:subconjunto da predi¢do de P 3 acc , para todos os residuos com uma correlagdo
média > 0.69. Sitios de glicosilagdo NFSQ e NFTI = (—); sitios de fosforilagio TNSE e TVPD = ([).
Analises realizadas em http://www.predictprotein.org

A analise da localizacdo subcelular indicou que a proteina apresenta uma forte
predicdo de participar da via de secrecdo celular. H4 também a possibilidade de a

PtsRR1 ser um peptideo de sinal (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP). A analise de

hidrofobicidade realizada (http://mobyle.pasteur.fr/cgi-

bin/MobylePortal/portal.py?form=toppred) para o peptideo PtSRR1 demonstrou que

este possui uma regido inicial fortemente hidrofobica. (Figura 6).
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Figura 6. Analise de hidrofobicidade da proteina putativa PtSRR1. Observa-se uma regido
inicial de forte natureza hidrofobica (Escala pelo método Kyte & Doolittle, 1982).

O estudo da estrutura secundaria da proteina putativa PtSRRI1

(http://www.predictprotein.org) mostrou a presenca de uma uUnica regido de baixa
predicdo transmembranica em alfa-hélice, aproximadamente entre os residuos 10 a 20, e
seis possiveis fitas beta ao longo de sua estrutura. Nao foi possivel a obten¢do do
modelo tridimensional baseado na modelagem por homologia de proteinas e suas
respectivas estruturas cristalizadas depositadas em bancos de dados como o RCSB

protein databank (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). As andlises realizadas pelo

GLOBE prediction, através de ferramentas de globularidade, indicam que a proteina

PtSRR1 ndo ¢ globular (http://www.predictprotein.org).

3.4 DISCUSSAO

Através de técnicas modernas como a analise de microarranjos de cDNA, novas
informacdes vém sendo reveladas sobre os genes expressos diferencialmente em
ectomicorrizas para as vias de reconhecimento, formagdo e desenvolvimento da
simbiose (LE QUERE et al., 2005, ACIOLI-SANTOS et al., 2008a). Dados que
corroboram essa teoria foram apresentados por Vieira (2008). Esse autor agrupou 203
ESTs de genes flngicos ectomicorrizicos, relacionados com a formacdo e

desenvolvimento da simbiose, em oito categorias fisiologicas que vao desde genes de
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crescimento e organizagdo celular, até defesa e morte celular programada. De maneira
similar, outro trabalho de revisdo também lista diferencialmente genes expressos com
funcdes relacionadas a processos de reconhecimento, fixagdo do micobionte na
superficie radicular, formacdo de interface simbidtica, sinalizagdo, trocas protéicas,
organogénese e metabolismo (MARTIN et al., 2001).

Em um trabalho pioneiro, mudangas na biossintese de proteinas foram
observadas nos estagios iniciais da associa¢do entre Eucalyptus grandis-Pisolithus
tinctorius em gel bidimensional de poliacrilamida. Foram testados trés isolados distintos
de P. tinctorius, considerando sua capacidade de infectividade e de formagdo de
ectomicorrizas com E. grandis W. Hill ex Maiden: isolado H506=nao forma micorriza
com essa planta, isolado 441=apresenta infectividade mediana, e isolado
H2144=apresenta alta infectividade. O isolado 441 ndo causou mudangas na biossintese
de proteinas nas raizes hospedeiras, no entanto, alteracdes drésticas na biossintese de
proteinas foram observadas ap6s o contato inicial com os demais isolados. As principais
alteragdes foram observadas em um grupo de polipeptidios acidos de fungos (peso
molecular aparente 28-32 kDa), incluindo a ectomicorrizina Es,. Estes polipeptidios
apareceram pela primeira vez na ocasido do contato e sua sintese foi aumentada durante
a formacgdo das micorrizas, sugerindo um papel no desenvolvimento micorrizico,
provavelmente como proteinas estruturais. Uma sobrexpressao de genes para sintese de
polipeptidios regulados pela simbiose de fungos foi fortemente correlacionada com a
infectividade da estirpe (BURGESS et al., 1995).

Ha indicios de que o inicio da associacdo ocorra pela sintese e reconhecimento
de moléculas sinalizadoras langadas na rizosfera pela planta (LAGRANGE et al., 2001)
e pelo micobionte envolvido (TAGU et al., 2002a,b; DITENGOU et al., 2003).
Proteinas simbiose-especificas (ectomicorrizinas) (HILBERT & MARTIN, 1988),
especialmente SRAPs e hidrofobinas, tém sido relacionadas ao processo de
reconhecimento e adesdo da hifa a raiz hospedeira bem como as etapas de formagdo do
manto (LAURENT et al., 1999; TAGU et al., 1996). Assim, estas proteinas sdo
descritas como fortes marcadores do desenvolvimento ectomicorrizico para periodos
mais avancados de formacdo da simbiose (DUPLESISS et al., 2005; LE QUERE et al.,
2005). Atualmente o que se busca ¢ o estudo dos genes diferencialmente expressos para
periodos curtos (horas) de interacdo (ACIOLI-SANTOS et al., 2008b) visando a
obtencdo de potenciais marcadores moleculares precoces para a formagdo de

ectomicorriza.
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A seqiiéncia do gene PtSRR1 completo (636 pb), embora tenha sido obtida em
situagdo de ndo inducdo, mostrou alinhamento significativo com duas seqiliéncias
previamente depositadas. A nova seqiiéncia completa do gene em estudo apresentou
78% de similaridade com uma seqiiéncia do fungo Pisolithus microcarpus (Numero de
acesso CB010071, PETER et al., 2003) em associagao ectomicorrizica com Eucalyptus
globulus ap6s 21 dias de contato. Também 78% de identidade foram obtidos na
comparacdo da nova seqiiéncia com uma de cDNA de amostra do fungo Pisolithus
tinctorius / Eucalyptus globulus com 4 dias de interagao (Numero de acesso BF942674,
VOIBLET et al., 2001).

Observando-se a regido nao traduzivel do gene PISRR1 (por¢ao UTR 5°), foi
encontrada a seqiiéncia consenso de Kozak que ocorre em mRNAs de eucariotos. A
seqiiéncia consenso de Kozak ¢ seguida do cddon de iniciacdo e de outra guanina
((gcc)gecRecAUGG, onde R pode ser uma purina (adenina ou guanina) trés bases
acima do codon de iniciacdo(AUG), KOZAK, 1987). A seqiiéncia Kozak tem papel
importante no inicio do processo de tradu¢ao (DE ANGIOLETTI et al., 2004), ja que ¢
reconhecida pelo ribossomo (KOZAK, 1984). Para o gene PtSRR1 foi observado a
presenga da seqiiéncia Kozak com diferencas nos nucleotideos -2 (A), -1(A) e 4 (A). No
entanto essas diferencas sao aceitaveis, ja que pode haver variagdo de acordo com o tipo
de organismo estudado. Em leveduras Saccharomyces cerevisiae, por exemplo, foi
observado uma tendéncia a residuos-A na regido 5’ que antecede a metionina inicial
(HAMILTON et al., 1987).

Ao nivel protéico, o peptideo traduzido a partir da ORF mais viavel do PtSRR1
apresentou um alinhamento significativo com 4 seqiiéncias de proteinas previamente
depositadas no banco de dados do National Center for Biotechnology Information
(NCBI). Das quatro seqiiéncias citadas anteriormente, trés referem-se a uma proteina
predita isolada do fungo Laccaria bicolor (Numero de acesso S238N-H82), quando em
situagdo de simbiose (Numeros de acesso: XP 001876100, XP 001881785 e
XP _001876099). Tais proteinas teriam relagdo com as SSPs (Small secreted proteins),
pequenas proteinas secretadas de fungdo desconhecida, sobrexpressas e sintetizadas nos
tecidos simbioticos (MARTIN et al., 2008). A tultima seqiiéncia apresentou identidade
com um peptideo de Schizophyllum commune, sobrexpressa sob baixa condi¢do de
nitrogénio (Numero de acesso AF335537). Uma provavel explicagdo ¢ dada pelo fato de
a planta consumir o N, criando uma zona de depleg¢do, e liberar C na forma de actcares,

como os carboidratos. Essa baixa condi¢do de nitrogénio e enriquecimento de C na

44



Vieira, Helder, E.E. Obtencao e caracterizagdo do mRNA completo do gene PtSRR1 ...

rizosfera pode servir de estimulo tréfico inespecifico para a germinagao dos propagulos
fingicos presentes no solo, direcionando a hifa para a raiz hospedeira (TAGU et al.,
2002 a).

Tagu et al. (1996) observaram duas ESTs, a partir de cDNA no fungo Pisolithus
tinctorius em ectomicorriza com Eucalyptus globulus, codificando as proteinas HydPt-1
e HydPt-2 que fazem parte da familia das hidrofobinas. O tamanho dos fragmentos
encontrados, de 718 e 455 pares de bases, respectivamente, foi similar ao do gene
PtSRR1. A ORF correspondente apresentou 140 e 118 aminoacidos, respectivamente.
Esses mRNAs foram mais expressos nos estdgios de diferenciagdo, durante a
colonizagdo das raizes hospedeiras. Outra hidrofobina identificada a partir de cDNA no
micélio de Pisolithus tinctorius, durante a formac¢ao de ectomicorriza na superficie
radicular de eucalipto, foi denominada HydPt-3. Esta hidrofobina apresentou diferencas
na sua seqiiéncia em comparacao as hidrofobinas anteriores (DUPLESSIS et al., 2001).
Esses autores concluiram que mudancas nas concentragdes de glicose ou amdnio, no
crescimento médio, nao influenciaram na acumulacdo de qualquer mRNA de
hidrofobina em Pisolithus spp., sugerindo que outros fatores atuam como reguladores da
expressdo destes genes em ectomicorrizas para a fase de contato da hifa com a raiz
hospedeira no desenvolvimento do manto (1-6 dias apds a indugdo).

Assim como o PtSRR1 (ACIOLI-SANTOS et al., 2008b), outras moléculas
diferencialmente expressas foram observadas em fungos do género Pisolithus: as
SRAPs, consideradas fortes marcadores do desenvolvimento inicial da ectomicorriza
apods haver o contato entre os simbiontes (DUPLESSIS et al., 2005; LAURENT et al.,
1999; VOIBLET et al., 2001). Um desses peptideos (renomeado de PtSRAP;;)
apresentou entre 31 e 32-kDa, tendo o seu transcrito a representacdo de 10% dos
cDNAs diferencialmente expressos. A quantidade destes transcritos sofreu um aumento
quando houve a formagdo do manto pelas hifas, sugerindo que as SRAPs podem fazer
parte do sistema de adesdo célula-a-c€lula necessarias a agregagdo da hifa a raiz
(LAURENT et al., 1999). No entanto, ndo ha relatos da sintese desses peptideos para as
primeiras horas de interagdo, como o que acontece com o gene PtSRR1 estimulado entre
6-12 horas apds contato.

Adicionalmente, sabe-se que as proteinas capazes de interagirem com as
integrinas possuem uma sequéncia de residuos de aminodcidos: Arg-Gly-Asp (RGD).
Essa sequéncia pode apresentar variacdes e sua fung¢do pode estar relacionada ao sitios

de adesdo e reconhecimento celular (RUOSLAHTI, 1996). Nas SRAPs, pertencentes a
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uma familia de proteinas sintetizadas por fungos ectomicorrizicos, foi observada a triade
de aminoacidos RGD responsavel por conferir sitios de adesdo e ligagdo as integrinas.
Na micorrizacdo, este dominio pode explicar, em parte, a funcdo dessas proteinas uma
vez que participam das etapas de pré-infeccdo, com a chegada das hifas a raiz do
hospedeiro (LAURENT et al.,, 1999). O dominio para RGD, bem como as suas
variagcoes possiveis (RUOSLAHTI, 1996) nao foram encontrados para a proteina
PtSRR1. Esse ndo ¢ um fato isolado visto que acontece com outros genes presentes em
sistemas ectomicorrizicos em formagao (NEHLS et al., 1999; SUNDARAM et al.,
2001).

A ORF mais viavel do gene PtSRR1 completo entrou em fase com a analise
realizada por Acioli-Santos et al. (2008b), trazendo maior confiabilidade e margem de
seguranca para as analise de predicdo da estrutura protéica. Acioli-Santos et al. (2008b)
apontaram regides de modificagdes pds-traducionais para o fragmento 3’ parcial do
PtSRR1 (dois sitios de fosforilagao e dois de glicosilagdo). Esse dado se repetiu apos
analises do gene completo com diferencas na localizagdo desses residuos,
provavelmente devido ao aumento da seqiiéncia. Também foi refor¢ada a idéia de que a
proteina apresenta uma regido de predigdo transmembranar composta por uma alfa-
hélice entre os residuos 10 a 20, e outra regido composta por seis fitas-beta intercaladas
por loops. Esta porgdo instavel estaria voltada para fora da célula, com um possivel sitio
de clivagem proximo a membrana. Esses dados indicam que a proteina PtSRR1 pode
agir de duas formas: como um receptor ou como uma proteina secretada durante as fases
iniciais de formacdo da simbiose. Esses resultados também mostram claramente a
necessidade de estudos adicionais sobre o gene PtSRR1 e sua proteina putativa para a
confirmac¢do da sua fun¢do como potencial controlador/marcador do desenvolvimento

fingico.
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4 CONCLUSOES

e O gene PtSRR1 pode ser isolado mesmo em situacdo de ndo indugao
ectomicorrizica;

e O método RACE 5’ ¢ eficaz na obtengdo do cDNA completo do gene de
interesse permitindo a sua amplificacdo por PCR a partir de amostras
com poucas copias do RNA mensageiro;

e A identificacdo da seqiiéncia de KOZAK na UTR 5°, da metionina inicial
e do stop-codon, indica que o gene putativo esta completo;

e A analise de predi¢dao in silico da estrutura da PtSRR1 indica que a
proteina ¢ transmembranar com uma regido de alfa-hélice de natureza
hidrofébica inserida na membrana e uma por¢io externa com fitas beta
intercaladas por loops e um possivel sitio de clivagem proximo a
membrana;

e A seqiiéncia obtida ndo corresponde a nenhum dominio conservado
classico de proteinas previamente caracterizadas nem ¢ similar em

relacdo a estruturas cristalizadas disponiveis em bancos de dados.
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