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RESUMO: A baixa disponibilidade de fésforo (P)
uma das maiores limitag6es para a producéo agricola
em regides tropicais. O gene Phosphorus-Starvation
Tolerance 1 (OsPstoll) codifica uma proteina
quinase envolvida em processos que levam ao
aumento da superficie radicular, aquisicdo de P e
produtividade de grdos em arroz sob deficiéncia de
P. Homdlogos do OsPstoll foram identificados em
sorgo por mapeamento associativo em dois painéis
de diversidade e em milho por mapeamento de QTL.
Com o objetivo de validar a funcédo desses genes,
OsPstoll de arroz (controle) e seus homdélogos em
milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1)
e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e
Sb03g006765) foram clonados sob o controle do
promotor ubiquitina no vetor pMCG1005, tendo o
gene Bar como marcador de selecdo. Plantas de
tabaco Petit havana foram geneticamente
transformadas via Agrobacterium tumefaciens EHA
101 e regeneradas pela selecdo de calos em meio de
inducao de parte aérea e enraizamento. Fragmentos
do gene Bar (~400 pb) e dos genes Pstoll (~700 pb)
foram amplificados por PCR confirmando a insercao
dos respectivos genes nas plantas transformadas.
Diversas plantas apresentaram uma copia do
trangene e a superexpressdao dos genes Pstoll
aumentou o crescimento vegetativo da planta e a
area de superficie radicular sob baixo P, indicando
que esses genes atuam de forma semelhante ao
gene osPstoll em plantas transgénicas de tabaco.
Termos de Fosforo,
Agrobactéria.

indexacéo: transgénico,

INTRODUCAO

O fosforo (P) é um nutriente chave no crescimento
e desenvolvimento das plantas, com papel
importante no metabolismo de energia, biossintese
de acidos nucleicos e de membranas (Raghothama,
1999). Entretanto, € 0 macronutriente menos
acessivel em muitos ecossistemas e sua baixa
disponibilidade limita o crescimento das plantas, com

necessidade de aplicacdo de altas doses de
fertilizantes fosfatados para minimizar o impacto na
produtividade das culturas agricolas (Lynch, 2011).

O P é um recurso nao-renovavel que tem seu pico
de exploragéo estimado para 2030 (Vance & Chiou,
2011), havendo necessidade do desenvolvimento de
cultivares mais eficientes na aquisicao e utilizacao de
P para viabilizar praticas agricolas sustentaveis.

As plantas desenvolveram uma série de
mecanismos adaptativos a condi¢cbes de baixo P
para absorver quantidade suficiente desse nutriente
para suas atividades metabdlicas e seu crescimento
(Lambers et al. 2010), com plantas eficientes na
absorcdo de P aumentando a exploracdo do solo
através de uma area de superficie maior e conversao
de formas néo disponiveis de nutrientes para formas
disponiveis, que sédo importantes adaptacfes para
absorcdo de nutrientes com pouca mobilidade no
solo como o P (Rengel & Marschner, 2005).

O gene Phosphorus-Starvation tolerance 1
(Pstoll) estd relacionado a maior eficiéncia na
aquisicao de P em plantas de arroz em condic8es de
baixo P. A andlise fenotipica em solu¢do nutritiva
com plantas de arroz superexpressando o gene
Pstoll indicaram que este gene é um regulador do
desenvolvimento precoce e do crescimento radicular
(Gamuyao et al. 2012). Trés proteinas preditas de
sorgo com identidade superior a 50% com o Pstoll
de arroz (BAK26566) foram identificadas por
Hufnagel et al. (2014) pela fenotipagem de dois
painéis de associacdo de sorgo para absorcdo de P,
morfologia e arquitetura do sistema radicular em
hidroponia e produtividade de grdos e acumulo de
biomassa em condicbes de baixo P. Além disso,
foram validados por mapeamento de QTL em uma
populacéo biparental, mostrando um papel geral dos
homologos de sorgo na morfologia e arquitetura do
sistema radicular e co-localizacdo com QTLs
relacionados a estas caracteristicas. Azevedo et al.
(2015) identificaram através de mapeamento por
QTL para morfologia radicular, acimulo de biomassa
e teor de P em populacdo de RILs em solugéo
nutritiva trés genes de milho que co-localizaram com
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QTLs para estas caracteristicas, e em andlise de
expressdo génica foram mais expressos na raiz que
na parte aérea. A co-localizacdo com QTLs de
morfologia radicular é uma importante evidéncia,
uma vez que andlises fenotipicas em solugéo
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
area de superficie radicular foram significativamente
maiores nas plantas que expressam o Pstoll
(GAMUYAO et al., 2012). Portanto, o objetivo deste
trabalho € superexpressar em tabaco 0s genes
OsPstoll e seus homélogos de milho e sorgo visando
verificar a funcionalidade quanto ao aumento da
superficie radicular e aquisicao de P.

MATERIAL E METODOS

As regides codificantes do gene Pstoll de arroz,
dos homdélogos de milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02
e ZmPstol8.05 1) e de sorgo (Sb07g002840,
Sb03g031690 e Sh03g006765) (Hunfnagel et al.,
2014; Azevedo et al.,, 2015) foram sintetizadas e
clonadas nos sitios Avrll e Spel no vetor binario
pMCG1005 (lowa  State  University  Plant
Transformation Facility) pela empresa GenScript
USA Inc. (http://www.genscript.com). O vetor
pMCG1005 tem o promotor ubiquitina para regulagéo
e expressdo dos genes candidatos e o marcador de
selecdo para planta é o gene Bar sob promotor
4x35S.

Os cassetes de expressdo contendo as regides
codificantes dos genes Pstoll foram inseridos em
Agrobacterium  tumefaciens EHA 101  por
eletroporacdo e apds confirmacgdo de sua correta
insercdo por PCR foi feita transformacdo de discos
foliares de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana via
Agrobacterium tumefaciens. Plantas transgénicas
foram regeneradas por sele¢cédo com o herbicida PPT
(fosfinotricina) em meio de cultura de inducdo de
parte aérea e enraizamento e transferidas para casa
de vegetagdo, onde passaram por nova selecdo com
PPT e as que sobreviveram foram multiplicadas. A
confirmacdo da insercdo dos genes Pstoll e
marcador de selecéo foi feita através de PCR com
DNA gendmico extraido de cada linhagem usando o
método de Saghai-Maroof et al. (1984), utilizando um
primer senso na regido promotora e um primer
complementar a regido codificadora do gene de
interesse e primers especificos para o gene Bar.

A estimativa do nimero de cépias do transgene
inseridas no genoma do tabaco foi feita por gPCR
usando o método SYBR Green, utilizando DNA
gendmico em uma concentracdo de 20ng/pL,
conforme Zhang et al. (2014) e Barros et al. (2011).
Os niveis de expressao relativa foram quantificados
pela equacdo 224¢ (Livak & Schimittgen, 2001).

Sementes de eventos transgénicos de tabaco
foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 6% e

germinadas em frascos com meio de cultura MS %2
(Murashige & Skoog, 1986) polimerizado com &agar
Sigma, sob tratamento de baixo P (97 uM de P). Ap6s
56 dias de germinagdo as plantulas foram
fotografadas para andlise morfoldgica e coletadas
para extragdo de RNA total com kit Plant RNeasy
(Qiagen). As analises de PCR quantitativo (qPCR)
foram realizadas utilizando a metodologia Tagman e
SYBR Green e a expressédo génica relativa calculada
conforme o método 222°T (Livak & Schmittgen,
2001).

A caracterizacéo morfolégica do sistema radicular
de eventos transgénicos de tabaco foi feita com
plantulas sob tratamento de baixo P. Apds a
germinacdo, duas plantulas uniformes foram
transferidas para placas de Petri com dimensdes de
150mm x 25mm, trés repeticdes por evento. Os
experimentos foram realizados em cémara de
crescimento com temperatura diurna média de 27 +
3 °C, noturna de 20 + 3 °C e fotoperiodo de 12 horas.

O sistema radicular das plantulas de tabaco foi
avaliado semanalmente em diferentes aspectos
utilizando-se o escaner Epson XL 10000 e os dados
analisados com o software WinRhizo v. 4.0 (Regent
Systems, Quebec, Canadd), sendo quantificadas as
caracteristicas radiculares de acordo com de Sousa
et al. (2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas selecionadas em casa de vegetacgao
com herbicida PPT foram testadas quanto a insercéo
dos genes de interesse por PCR. Todas as plantas
avaliadas apresentaram o fragmento amplificado por
PCR do gene Bar. Para a presenca do inserto gene
especifico ndo foram observados os mesmos
resultados, com total de plantas inferior ao do gene
Bar, o que pode ser explicado pela dele¢do do gene
especifico durante o processo de transformacéo (Sha
et al. 2004).

O numero de copias do transgene foi calculado
pelo método 2*2¢ (Livak & Schimittgen, 2001),
comparando-se cada amostra desconhecida com o
DNA de evento que continha uma Unica cOpia do
transgene. Como esperado, o tabaco néo
transformado ndo apresentou amplificacdo para o
gene Bar. Eventos transformados apresentaram
insercdo de uma a trés cOpias do transgene. O
namero de copias pode influenciar os niveis de
expressao e a estabilidade genética dos genes
exogenos e enddgenos. Portanto, a inser¢cdo de uma
Unica cépia do transgene € desejavel, pois esses
eventos sdo geneticamente estaveis (Gadeleta et al.
2011). Dados semelhantes foram encontrados por
Yuan et al. (2007) e Yang et al. (2013) em tabaco e
algodao, respectivamente.

Foi realizado um ensaio de expressdo com o gene
Bar para verificar presenca de transcritos em eventos
transgénicos de tabaco para as construcbes
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pMCG1005, OsPstoll, ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06,
ZmPsto0l8.02, Sb03g031690 e Sb03g006765. A
expressado do gene Bar foi variavel entre os eventos
e entre as construgdes. Ndo houve correlagéo entre
0s niveis de expressao e o niumero de copias do gene
Bar. A express@o estd provavelmente relacionada
com o local de integracdo do transgene no genoma
vegetal (Joyce et al. 2014), que pode ser em regides
promotoras de genes transcricionalmente ativos
(Bourras et al. 2015), diferentes regi6es do genoma
e forma aleat6ria (Gelvin & Kim, 2007).

Além da expressdo do gene Bar, foram
analisados os niveis de expressao dos transcritos
para 0s genes especificos (ZmPstol8.05 1,
ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e
Sbh03g006765) (Figura 1). Nesse caso, também
houve variacdo da expressédo génica entre eventos
individuais. Todos 0s eventos expressaram 0s genes
Pstoll, com excecé@o de eventos que apresentaram
valores muito baixos de expressao.
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Figura 1 - Expressdo dos homdlogos de milho e
sorgo do gene Pstoll em eventos transgénicos
das constru¢cdes ZmPstol8.05 1, ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sbh03g006765. A
expressdo génica relativa foi calculada utilizando
0 método 2-4ACT,

Analise morfologica de plantulas contendo as
construcdes OsPstoll Ev. 5, ZmPstol8.05_1 Ev. 8,
ZmPst0l3.06 Ev. 5, ZmPstol8.02 Ev. 3, Sh03g031690
Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 mostrou maior

crescimento vegetativo e radicular (Figura 2) do que
as plantulas controle (pMCG1005 -vetor vazio).

As plantulas contendo as  construcdes
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 mostraram
crescimento superior as demais construgdes (Figura
2). As construgbes ZmPstol8.05_1 Ev. 8§,
Sb03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 tiveram
crescimento similar, superior ao controle e ao
OsPstoll Ev. 5, e inferior as construcbes
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 (Figura 2). A
proteina OsPSTOL1 de arroz estd associada ao
desenvolvimento e crescimento precoce do sistema
radicular e aquisi¢cdo de P (Gamuyao et al. 2012). H4
evidéncias de associacdo entre SbPstoll,
crescimento radicular e producdo em campo de
sorgo (Hunfnagel et al. 2014) e co-localizagédo entre
ZmPstoll e caracteristicas radiculares (Azevedo et
al. 2015).

Na caracterizacdo morfolégica do sistema
radicular foi observada diferenga entre comprimento
e é&rea de superficie entre os eventos controles
(PMCG1005) e eventos dos genes OsPstoll,
ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e
Sb03g006765, mas os resultados fenotipicos ainda
nao sdo conclusivos, uma vez que as plantas ainda
estéo no inicio do desenvolvimento.
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Figura 2 - Plantulas de tabaco individuais crescidas
em meio de cultura sob baixo P. Da esquerda para
direita: pMCG1005 Ev. 10 (controle), OsPstoll Ev.
5, homologos de milho (ZmPstol8.05 1 Ev. 8,
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3) e
homoélogos de sorgo (Sb03g031690 Ev. 1 e
Sb03g006765 Ev. 6).

CONCLUSOES

Foram geradas com sucesso linhagens
transgénicas de tabaco superexpressando os genes
OsPstoll de arroz e seus homdlogos de milho e de
sorgo com baixo nimero de cépias dos transgenes e
maior crescimento radicular e vegetativo.
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