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Introducéo

O milho e o sorgo sdo culturas extremamente importantes para a agricultura
brasileira e tém um grande impacto na economia nacional. Dessa forma, o
desenvolvimento de novas técnicas, produtos e servicos deve garantir ganhos de
produtividade e reduzir o impacto ambiental visando a sustentabilidade da producdo
agricola aliada a conservacdo do meio ambiente e dos recursos naturais (DUARTE et
al., 2008). O milho e o sorgo tém uma grande eficiéncia na transformacdo da energia
solar em energia quimica na forma de fotoassimilados e, consequentemente, tém grande
potencial de producdo. Em contrapartida, sdo culturas bastante exigentes e, para que
atinjam o maximo do seu potencial, necessitam de condicGes favoraveis em todas as
etapas de producdo (DUARTE et al., 2008).

Os nutrientes sdo fatores limitantes para a producédo de cereais, e o fosforo (P) é
um dos macronutrientes mais importantes para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, e o segundo mineral que mais limita a producdo de gréos, depois do nitrogénio
(ALVES, 2005). A deficiéncia de P nas plantas envolve uma miriade de respostas
transcricionais, bioquimicas e fisiologicas que aumentam a habilidade da planta em
adquirir P do solo e a eficiéncia com a qual a planta o utiliza internamente (LYNCH,
2007). Alteracbes morfologicas no sistema radicular aumentam a absorcdo de P com
menor custo metabdlico (LYNCH; BROWN, 2001; LYNCH, 2011). Um dos genes que
modulam a morfologia radicular é o Pstol 1 (Phosphorus-starvationtolerance), que
codifica uma quinase, que quando superexpressa, aumenta o crescimento de raizes, a
aquisicdo de P e a produtividade de grédos em arroz (GAMUYAO et al., 2012).

A Embrapa Milho e Sorgo tem projetos que visam a identificacdo de QTLs e
genes que contribuam para 0 aumento de producdo e maior estabilidade de produgdo em
solos acidos. Dentro desses projetos, foram identificados homoélogos do Pstoll de arroz
em milho (AZEVEDO, 2015) e sorgo (HUFNAGEL et al., 2014). As trés proteinas



preditas de milho e as trés de sorgo, com identidade superior a 70% com o Pstoll de
arroz e que se colocalizaram com clusters de QTLs relacionados a morfologia radicular
e eficiéncia na aquisicdo de P, foram selecionadas para serem estudadas. A
colocalizacdo com QTLs de morfologia radicular € uma importante evidéncia, uma vez
que analises fenotipicas em solucdo nutritiva de linhagens semi-isogénicas de arroz,
com e sem o0 gene Pstoll, demonstraram que sob tratamentos com baixo nivel de P, o
comprimento e a area de superficie radicular foram significativamente maiores nas
plantas que carregavam o Pstoll (GAMUYAO et al., 2012). Portanto, o objetivo desse
trabalho € verificar se os homologos do Pstoll de arroz, milho e sorgo sdo capazes de
aumentar a superficie radicular e, consequentemente, a eficiéncia na aquisicdo de P.
Para tanto, esses genes foram superexpressos em tabaco, e esta superexpressdo
fornecera informacdes relevantes sobre a potencialidade de aplicacdo da transgenia com

base nos genes Pstoll para o aumento da aquisi¢do de P em milho e em sorgo.

Material e Métodos

Construcao dos cassetes de expressao

As regides que codificam os genes Pstoll de arroz (pOsPST1), homdlogos de
milho (pZmPST1, pZmPST4 e pZmPST6) e homologos de sorgo (pSbPST28,
pSbPST31 e pSbPST67) foram sintetizadas e clonadas no vetor binario pMCG1005 pela
empresa GenScript USA Inc.

Transformacédo de Agrobacterium tumefaciens com os genes candidatos

Para a insercdo do cassete de expressao na Agrobacterium tumefaciens EHA101
foram descongeladas células eletrocompetentes e foi adicionado o vetor binario para a
eletroporacéo. Posteriormente foi colocado 1,0 ml de meio YEP sem antibidtico e essa
mistura foi incubada por 2 horas a 28 °C com agitacéo, centrifugada e ressuspendida em
200 pl de meio YEP. Foram plaqueados 50pul dessa suspensdo em meio YEP solido com
o0s antibidticos canamicina, espectinomicina e clorofenicol. As placas foram incubadas a
28 °C por trés dias. Posteriormente, foi isolada uma coldnia de cada construcdo génica,
que foi incubada a 28 °C durante 18 horas em meio YEP liquido contendo antibioticos
(LIN, 1995). O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina, de acordo com Sambrook
e Russel (2001). Foi aplicado 1,0 pl do DNA plasmidial em gel de agarose 0,8% para

confirmar a transformacéo.



Transformacao de tabaco com os genes candidatos

As plantulas de Nicotiana sp utilizadas para transformacdo foram mantidas in
vitro, e, com aproximadamente 5 cm de altura, foram utilizadas para a transformacéo
via Agrobacterium tumefaciens EHA 101. A cultura de Agrobacterium contendo as
construcbes génicas pMCG1005, pOsPST1, pZmPST1, pZmPST4, pZmPST6,
pSbPST28, pSbPST31 e pSbPST67 foi colocada em contato com discos de folhas de
tabaco (explantes) em uma placa de petri, durante 1 minuto. Ap6s serem agitados, 0s
explantes foram transferidos para 0 meio PSM (Shooting Medium), sem antibi6tico ou
agente de selecdo por 48 horas a 24-26 °C em uma camara de crescimento iluminada.
Apbs esse periodo os explantes foram transferidos para meio PSM suplementado com
250 mg/L tioxina. ApOs sete dias foram transferidos para um novo meio PSM +
antibidtico + 2 mg/L PPT e esse subcultivo estd sendo feito a cada sete dias até o

aparecimento dos calos e diferenciacdo das folhas.

Resultados e Discussoes

As construcbes génicas pOsPST1, pZmPST1, pZmPST4, pZmPST6, pSbPST28,
pSbPST31 e pSbPST67 foram corretamente inseridas em Agrobacterium tumefaciens
EHA 101, uma vez que o padrdo de bandas do vetor pMCG1005 foi confirmado,
conforme foi observado na Figura 1.

Foi feita a transformacdo dos discos foliares a partir de plantula de tabaco
cultivadas in vitro (Figura 2A) com as construcfes génicas de interesse e 0 material esta
sob selecdo do herbicida fosfinotricina (PPT) (Figura 2B), a fim de se selecionar os
calos resistentes. Conforme pode ser observado na Figura 2C, os calos resistentes
exibem coloracdo esverdeada, enquanto os susceptiveis apresentam coloragdo marrom.
O subcultivo sera feito até o aparecimento dos calos e diferenciagdo das folhas.
Posteriormente, as plantulas serdo isoladas, transferidas para meio de enraizamento e
transferidas para o solo. As plantas positivas para inser¢cdo do transgene serdo

multiplicadas e testadas quanto a funcionalidade do gene Pstol1l.
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Figura 1: Gel de agarose para visualizagdo da inser¢do do plasmideo pMCG1005 com os genes

de interesse em A. tumefaciens. M — Marcador molecular 1kb Ladder (Invitrogen); 1 - pOsPST1
colbnia 1; 2 - pOsPST1 colénia 2; 3 - pZmPST1 colbnia 1; 4 - pZmPST1 colbnia 2 ; 5 -
pZmPST4 colbnia 1; 6 - pZmPST4 col6nia 2; 7 - pZmPST6 colbnia 1;8 - pZmPST6 colbnia 2; 9
- pSbPST28 colbnia 1; 10 - pSbPST28 colbnia 2; 11 - pSbPST31 colbnia 1;12 - pSbPST31
colbnia 2; 13 - pSbPST67 coldnia 1; 14 - pSbPST67 colbnia 2 e 15 - pMCG1005 vazio.

Figura 2: Transformacdo de tabaco com genes de interesse. A) plantas de Nicotiana sp
mantidas in vitro, B) Discos foliares sob sele¢do do herbicida PPT, C) Calos sob selecdo do
herbicida.

Concluséao



As construgbes pMCG1005, pOsPST1, pZmPST1, pZmPST4, pZmPST6,
pSbPST28, pSbPST31 e pSbPST67 foram inseridas corretamente na Agrobaterium
tumefaciens EHA 101, as transformacOes de tabaco foram realizadas e os calos estéo
sob selecdo do herbicida PPT.
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