SUPEREXPRESSAO DO GENE PHOSPHORUS STARVATION TOLERANCE 1 DE ARROZ (OSPSTOL1)

EM TABACO
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RESUMO

O fésforo (P) é um dos macronutrientes mais limitantes as culturas
nos solos brasileiros ¢ com menor eficiéncia de uso pelas plantas. O
gene PHOSPHORUS-STARVATION TOLERANCE 1 (PSTOLI) é
uma proteina quinase que quando superexpressa aumenta a superficie
radicular, a aquisi¢do de P e a produtividade de arroz sob baixo P. Com
o objetivo de verificar o efeito do PSTOLZ de arroz em dicotileddneas,
este gene foi clonado no vetor pMCG1005, tendo o gene BAR como
marcador de selegiio. As plantas de tabaco Petit Havana foram geneti-
camente transformadas via Agrobacterium tumefaciens e regeneradas dos
calos selecionados. Os fragmentos do gene BAR (~400 pb) e do gene
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OsPSTOLI (~700 pb) foram amplificados por PCR confirmando a in-
tegragio de ambos os genes nas plantas transformadas. Diversas plantas
apresentaram uma c6pia do transgene e aquelas que também tiveram
expressdo génica significativa foram selecionadas para os experimentos
sob baixo P. A superexpressio do gene OsPSTOLI aumentou signifi-
cantemente a aérea de superficie sob baixo P, indicando que esse gene
age em tabaco de maneira similar ao que ocorre em arroz.
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1 INTRODUGAO

O fésforo (P) é um dos nutrientes mais limitantes para o crescimento
das plantas e € essencial para o seu metabolismo (VANCE e 4/, 2003). A
morfologia e arquitetura radiculares sdo aspectos importantes para aumen-
tar a absor¢do de P. Um maior volume e drea radicular, aumentam a super-
ficie de contato entre a raiz ¢ o P e também aumentam a capacidade de
associagio com microrganismos da rizosfera (CYNCH; BROWN, 2012).

Um dos QTLs (Locos de Caracteres Quantitativos) de maior
efeito na aquisi¢io de P é o Pupl (Phosphorus Uptake 1) que foi iden-
tificado em uma variedade tradicional de arroz, Kasalath (eficiente na
aquisi¢do de P), e que estd ausente no genoma de referéncia Nipponbare
(ineficiente) (WISSUWA ez al., 1998). Esse l6cus responde por cer-
ca de 80% da variabilidade fenotipica para caracteristicas relacionadas
com absor¢do de P em arroz (WISSUWA et al. 2002), aumentando
a produtividade de duas a quatro vezes sob condi¢des de estresse P
(CHIN e al. 2010). O genoma referéncia Nipponbare apresenta uma
delegio de genoma de ~90 kilo pares de bases (Kpb) em relagio a
variedade Kasalath (HEUER ez al., 2009), que corresponde ao lécus
Pupl, onde se encontra a proteina do tipo serina/treonina quinase,
chamada PHOSPHORUS STARVATION TOLERANCE 1 (OsPS-
TOL1) (GAMUYAQO ez al., 2012). A superexpressio constitutiva do
OsPSTOL1 feita em duas variedades de arroz mostra o aumento da
superficie radicular, absor¢io de P e de produgio de grios em até 60%
(GAMUYAO ez al., 2012). O OsPSTOLI1 ¢ expresso nos primérdios
das raizes da coroa e nas células do parénquima seguindo o padrio
de outros genes envolvidos no desenvolvimento radicular. Esses dados
indicam que, o gene PSTOLI esta relacionado com controle do desen-
volvimento precoce e do crescimento radicular em arroz (GAMUYAO
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etal.,2012). Devido ao potencial de uso do OsPSTOLI como regulador
na formagcio do sistema radicular o objetivo deste trabalho foi verificar
se o gene OsPSTOL/ é capaz de aumentar a superficie radicular em
plantas transgénicas de tabaco.

2 MATERIAIS E METODOS

A sequéncia BAK26566 foi utilizada como molde para a sin-
tese do gene OsPSTOLI segundo o programa NCBI (https://www.
ncbinlm.nih.gov/) (GAMUYAO et 4l., 2012). O gene OsPSTOL1
foi clonado nos sitios Avrll e Spel no vetor binario pMCG1005 pela
empresa GenScript USA Inc. (http://www.genscript.com). O vetor
pMCG1005 tem o promotor ubiquitina e o gene B4R como mar-
cador de selegio sob o promotor 4x35S. A Agrobacterium tumefaciens
EHA 101 (HOOD et al. 1986) contendo os cassetes de transformagio
35S::0sPSTOL1:NOS e 35S::NOS (vetor vazio, controle) foi utiliza-
da para transformagio de plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv.
Petit Havana), que foram selecionadas com o herbicida PPT (fosfino-
tricina), subcultivadas a cada sete dias até ocorrer diferenciagio para ca-
los e posteriormente folhas. As plantulas enraizadas foram transferidas
para solo em casa de vegetagio. Uma nova sele¢io com herbicida PPT
foi feita borrifando a solugio nas folhas (LOPES, 2016).

A insercio dos cassetes de expressdo nas plantas transgénicas de ta-
baco regeneradas foi feita por PCR e 0 DNA gendmico extraido de acor-
do com Saghai-Maroof ez a/. (1984), utilizado um primer direto na regiao
promotora da Ubiquitina (UBI_127_F: 5 GTGTTTAGCAAGGGC-
GAAAAZ3) e um primer reverso na regido codificadora do OsPSTOL1
(pOsPSTOL1_580_R: STCAGATGGCACAGTTTGCTC3), que
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gerou um fragmento de 707 pb e um par de primers para o gene B4R
(BAR_F1: ’AGAAACCCACGTCATGCC3’ e BAR_R1: 5GTGGT-
TGACGATGGTGCA3), que gerou um fragmento de 427 pb.

Foi extraido DNA genomico de folhas jovens de linhagens TO de
tabaco para estimar o nimero de copias de acordo com Lopes(2016).
Como referéncia de copia unica, foram usados os primers para o gene AX11
(SUBR et al. 2006) e BAR (BAR-F 5ACAGCGACCACGCTCTT-
GA3 e BAR-R5SGCTCTACACCCACCTGCTGAZ). O evento cépia
Unica foi a amostra ZmPSTOL1_8.02Ev.6 (LOPES, 2016).

As sementes dos eventos transgénicos de tabaco T1 foram esterili-
zadas com hipoclorito de sédio 6% e germinadas em frascos com meio
de cultura MS % forga e polimerizado com 4gar sob baixo P (Sigma, 97
pM de P) em cimara de crescimento com temperatura diurna média de
27 +3°C, noturna de 20 = 3 °C e fotoperiodo de 12 horas. Uma parte das
plantulas foram coletadas apds 57 dias para extragio de RNA o kit Plant
RNeasy (Qiagen). A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 1 pg de
RNA total, previamente tratados com DNase I, utilizando o kit “High
Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biossystems, CA).
Posteriormente foi feita andlises de PCR quantitativo (qPCR), realizadas
no equipamento ABI7500 utilizando a metodologia SYBR Green. Foi
utilizado um par de primers 18S ribossomal SYBR Green como controle
enddgeno e primers especificos para os genes BAR (BAR-F: ACAGC-
GACCACGCTCTTGA e BAR-R: GCTCTACACCCACCTGCT-
GA) e OsPSTOL1 (OsPSTOL1-F: GTTTGTGGTGCATACAAC-
TCGT e OsPSTOL1-R: GGTTCCTCAAAAACAGAAGATG). A
expressio génica relativa foi calculada conforme o método 2-AACT (LI-
VAK; SCHMITTGEN, 2001). A outra parte das plantulas foi crescida
em placas de Petri (90 x 15mm) e o sistema radicular foi escaneado ap6s
57 dias com o escaner Epson XL 10000 equipado com unidade de luz
adicional (TPU) e os dados analisados com o software WinRhizo v. 4.0

(Regent Systems, Quebec, Canadd), sendo quantificado o comprimento
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de radicular total e de raizes com 0-0,5 mm e maiores do que 0,5 mm de

didmetro (DE SOUSA ¢z al., 2012).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos quatorze eventos transgénicos para a construgio com
o vetor vazio (pMCG1005) e cinco eventos para a construgdo UBI:: OsPS-
TOL1:NOS. Todas as plantas geradas e selecionadas com PPT apresen-
taram PCR positivo para a presenca do gene, indicando que o método de
selecdo foi eficiente. J4 para a presenga do OsPSTOLI foram observadas
cinco plantas positivas das quatorze plantas avaliadas. A inser¢io do gene
BAR, mas nio do gene OsPSTOLI pode ser explicada pela delecio do
gene especifico durante o processo de transformagio (SHA et al., 2004).
Esse evento € pouco frequente, uma vez que o gene especifico foi clonado
junto a borda direita do T-DNA e a amplificagdo de jungdes do T-DNA
da borda direita tendem a permanecer sem dele¢des com localizagio de
todos os sitios internos de clivagem (YANG ez a/., 2013). O ntimero de
copias do transgene com base no gene BAR mostrou que dos sete eventos
do pMCG1005 e dos cinco eventos do OsPSTOLI, apenas dois eventos,
um do grupo controle (pMCG1005 Ev. 5) ¢ outro do gene especifico
(OsPSTOLI Ev. 11), apresentaram mais de uma cdpia.

A expressio do gene BAR foi varidvel entre eventos individuais e
também entre as duas construgdes (Figura 1). Os trés eventos OsPS-
TOL1 apresentaram expressio do transgene, sendo que o evento 6,
apresentou maior expressio. Os eventos controles (pMCG1005) nio
apresentaram expressio do gene OsPSTOL, como esperado. Os eventos
pMCG1005 Ev. 4 e OsPSTOLI Ev. 6 apesar de apresentarem estima-
tiva de nimero de cdpias igual ou préximo de um, ndo apresentaram
niveis de expressio semelhantes entre si ou entre eventos da mesma
constru¢do com estimativa de nimero de cdpias inferior a um. Néo
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houve correlagio entre os niveis de expressio dos genes e o nimero
de cépias do gene BAR. A variagio de expressio pode ter sido afetada
pelo local de integra¢do no genoma, o que pode acontecer tanto nas
transformagdes via Agrobacterium quanto via biobalistica (GARRIDO
et al., 2004; JOYCE ez al., 2014).

A caracterizagio morfologica das plantas superexpressando OsPS-
TOLI mostrou diferenga significativa entre comprimento total e compri-
mento de raizes entre 0 e 0,5 mm entre os eventos controles (pMCG1005)
e eventos OsPSTOLI e uma diferenga menos consistente no comprimen-
to de raizes maiores do que 0,5 mm (FIGURAS 2 e 3). Raizes finas fo-
ram observadas em maior quantidade nas placas com os eventos OsPS-
TOL1, com destaque o evento 6. Os resultados em tabaco corroboram o
fenétipo observado nas plantas superexpressando o OsPSTOLI em arroz
(GAMUYAO et al., 2012), sendo observado em ambos os casos um au-

mento do crescimento do comprimento radicular.

Figura 1 — Expressao relativa (RQ) do gene marcador de selecao
Bar (A) e OsPSTOL1 (B) em eventos transgénicos de tabaco. A expressao
génica relativa foi calculada utilizando o método 224", As barras de erro
correspondem a SEM de 3 repeticdes técnicas com 20 plantulas cada.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 2 — Comprimento radicular total (A), de raizes com didmetro
em 0 e 0,5 mm (B) e maior do que 0,5 mm (C) (cm) de plantulas de
tabaco transgénico crescidas em meio de cultura sob baixo P por 57 dias
apds a montagem dos experimentos. As barras de erro correspondem a
SEM de seis repeticoes técnicas. As barras com a mesma letra nao dife-
rem significativamente pelo teste t de Student (LSD) (p<0,05).
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Figura 3 — Plantulas de tabaco individuais crescidas em meio de cul-
tura sob baixo P A, B e C) pMCG1005 eventos 4 e 7, respectivamente.
D, E e F) OsPSTOL1 eventos 6 e 22, respectivamente.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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4 CONCLUSAO

Linhagens transgénicas de tabaco c6pia unica superexpressando o
gene OsPSTOL1 apresentaram um aumento no comprimento radicu-
lar e crescimento vegetativo.
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