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RESUMO: A baixa disponibilidade de fósforo (P) é 

uma das maiores limitações para a produção agrícola 
em regiões tropicais. O gene Phosphorus-Starvation 

Tolerance 1 (OsPstol1) codifica uma proteína 
quinase envolvida em processos que levam ao 
aumento da superfície radicular, aquisição de P e 

produtividade de grãos em arroz sob deficiência de 
P. Homólogos do OsPstol1 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 função desses genes, 

OsPstol1 de arroz (controle) e seus homólogos 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 seleção. Plantas de 
tabaco Petit havana foram geneticamente 

transformadas via Agrobacterium tumefaciens EHA 
101 e regeneradas pela seleção de calos em meio de 

indução de parte aérea e enraizamento. Fragmentos 
do gene Bar (~400 pb) e dos genes Pstol1 (~700 pb) 

foram amplificados por PCR confirmando a inserção 
dos respectivos genes nas plantas transformadas. 
Diversas plantas apresentaram uma cópia do 

trangene e a superexpressão dos genes Pstol1 
aumentou o crescimento vegetativo da planta e a 

área de superfície radicular sob baixo P, indicando 
que esses genes atuam de forma semelhante ao 
gene osPstol1 em plantas transgênicas de tabaco.  

 
Termos de indexação: Fósforo, transgênico, 

Agrobactéria. 

INTRODUÇÃO 

 
O fósforo (P) é um nutriente chave no crescimento 

e desenvolvimento das plantas, com papel 
importante no metabolismo de energia, biossíntese 

de ácidos nucleicos e de membranas (Raghothama, 

1999). Entretanto, é o macronutriente menos 

acessível em muitos ecossistemas e sua baixa 
disponibilidade limita o crescimento das plantas, com 

necessidade de aplicação de altas doses de 

fertilizantes fosfatados para minimizar o impacto na 
produtividade das culturas agrícolas (Lynch, 2011). 

O P é um recurso não-renovável que tem seu pico 
de exploração estimado para 2030 (Vance & Chiou, 
2011), havendo necessidade do desenvolvimento de 

cultivares mais eficientes na aquisição e utilização de 
P para viabilizar práticas agrícolas sustentáveis. 

As plantas desenvolveram uma série de 
mecanismos adaptativos a condições de baixo P 
para absorver quantidade suficiente desse nutriente 

para suas atividades metabólicas e seu crescimento 
(Lambers et al. 2010), com plantas eficientes na 

absorção de P aumentando a exploração do solo 
através de uma área de superfície maior e conversão 

de formas não disponíveis de nutrientes para formas 
disponíveis, que são importantes adaptações para 
absorção de nutrientes com pouca mobilidade no 

solo como o P (Rengel & Marschner, 2005). 
O gene Phosphorus-Starvation tolerance 1 

(Pstol1) está relacionado a maior eficiência na 
aquisição de P em plantas de arroz em condições de 

baixo P. A análise fenotípica em solução nutritiva 
com plantas de arroz superexpressando o gene 
Pstol1 indicaram que este gene é um regulador do 

desenvolvimento precoce e do crescimento radicular 
(Gamuyao et al. 2012). Três proteínas preditas de 

sorgo com identidade superior a 50% com o Pstol1 
de arroz (BAK26566) foram identificadas por 
Hufnagel et al. (2014) pela fenotipagem de dois 

painéis de associação de sorgo para absorção de P, 
morfologia e arquitetura do sistema radicular em 

hidroponia e produtividade de grãos e acúmulo de 
biomassa em condições de baixo P. Além disso, 

foram validados por mapeamento de QTL em uma 
população biparental, mostrando um papel geral dos 
homólogos de sorgo na morfologia e arquitetura do 

sistema radicular e co-localização com QTLs 
relacionados a estas características. Azevedo et al. 

(2015) identificaram através de mapeamento por 
QTL para morfologia radicular, acúmulo de biomassa 

e teor de P em população de RILs em solução 
nutritiva três genes de milho que co-localizaram com 



 

 

QTLs para estas características, e em análise de 
expressão gênica foram mais expressos na raiz que 

na parte aérea. A co-localização com QTLs de 
morfologia radicular é uma importante evidência, 
uma vez que análises fenotípicas em solução 

nutritiva de linhagens semi-isogênicas de arroz com 
e sem o gene Pstol1, demonstraram que sob 

tratamentos com baixo nível de P, o comprimento e 
área de superfície radicular foram significativamente 
maiores nas plantas que expressam o Pstol1 

(GAMUYAO et al., 2012). Portanto, o objetivo deste 
trabalho é superexpressar em tabaco os genes 

OsPstol1 e seus homólogos de milho e sorgo visando 
verificar a funcionalidade quanto ao aumento da 

superfície radicular e aquisição de P. 
 

MATERIAL E MÉTODOS 

 
As regiões codificantes do gene Pstol1 de arroz, 

dos homólogos de milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 

e ZmPstol8.05_1) e de sorgo (Sb07g002840, 
Sb03g031690 e Sb03g006765) (Hunfnagel et al., 
2014; Azevedo et al., 2015) foram sintetizadas e 

clonadas nos sítios AvrII e SpeI no vetor binário 
pMCG1005 (Iowa State University Plant 

Transformation Facility) pela empresa GenScript 
USA Inc. (http://www.genscript.com). O vetor 
pMCG1005 tem o promotor ubiquitina para regulação 

e expressão dos genes candidatos e o marcador de 
seleção para planta é o gene Bar sob promotor 

4x35S. 
Os cassetes de expressão contendo as regiões 

codificantes dos genes Pstol1 foram inseridos em 
Agrobacterium tumefaciens EHA 101 por 
eletroporação e após confirmação de sua correta 

inserção por PCR foi feita transformação de discos 
foliares de Nicotiana tabacum cv. Petit Havana via 

Agrobacterium tumefaciens. Plantas transgênicas 
foram regeneradas por seleção com o herbicida PPT 

(fosfinotricina) em meio de cultura de indução de 
parte aérea e enraizamento e transferidas para casa 
de vegetação, onde passaram por nova seleção com 

PPT e as que sobreviveram foram multiplicadas. A 
confirmação da inserção dos genes Pstol1 e 

marcador de seleção foi feita através de PCR com 
DNA genômico extraído de cada linhagem usando o 
método de Saghai-Maroof et al. (1984), utilizando um 

primer senso na região promotora e um primer 
complementar à região codificadora do gene de 

interesse e primers específicos para o gene Bar. 
A estimativa do número de cópias do transgene 

inseridas no genoma do tabaco foi feita por qPCR 
usando o método SYBR Green, utilizando DNA 
genômico em uma concentração de 20ng/µL, 

conforme Zhang et al. (2014) e Barros et al. (2011). 
Os níveis de expressão relativa foram quantificados 

pela equação 2-ΔΔCt (Livak & Schimittgen, 2001). 
Sementes de eventos transgênicos de tabaco 

foram desinfestadas com hipoclorito de sódio 6% e 

germinadas em frascos com meio de cultura MS ½ 
(Murashige & Skoog, 1986) polimerizado com ágar 

Sigma, sob tratamento de baixo P (97 μM de P). Após 
56 dias de germinação as plântulas foram 
fotografadas para análise morfológica e coletadas 

para extração de RNA total com kit Plant RNeasy 
(Qiagen). As análises de PCR quantitativo (qPCR) 

foram realizadas utilizando a metodologia Taqman e 
SYBR Green e a expressão gênica relativa calculada 
conforme o método 2-ΔΔCT (Livak & Schmittgen, 

2001). 
A caracterização morfológica do sistema radicular 

de eventos transgênicos de tabaco foi feita com 
plântulas sob tratamento de baixo P. Após a 

germinação, duas plântulas uniformes foram 
transferidas para placas de Petri com dimensões de 
150mm x 25mm, três repetições por evento. Os 

experimentos foram realizados em câmara de 
crescimento com temperatura diurna média de 27 ± 

3 °C, noturna de 20 ± 3 °C e fotoperíodo de 12 horas. 
O sistema radicular das plântulas de tabaco foi 

avaliado semanalmente em diferentes aspectos 
utilizando-se o escâner Epson XL 10000 e os dados 
analisados com o software WinRhizo v. 4.0 (Regent 

Systems, Quebec, Canadá), sendo quantificadas as 
características radiculares de acordo com de Sousa 

et al. (2012). 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
As plantas selecionadas em casa de vegetação 

com herbicida PPT foram testadas quanto à inserção 
dos genes de interesse por PCR. Todas as plantas 

avaliadas apresentaram o fragmento amplificado por 
PCR do gene Bar. Para a presença do inserto gene 
específico não foram observados os mesmos 

resultados, com total de plantas inferior ao do gene 
Bar, o que pode ser explicado pela deleção do gene 

específico durante o processo de transformação (Sha 
et al. 2004). 

O número de cópias do transgene foi calculado 
pelo método 2-ΔΔCt (Livak & Schimittgen, 2001), 
comparando-se cada amostra desconhecida com o 

DNA de evento que continha uma única cópia do 
transgene. Como esperado, o tabaco não 

transformado não apresentou amplificação para o 
gene Bar. Eventos transformados apresentaram 
inserção de uma a três cópias do transgene. O 

número de cópias pode influenciar os níveis de 
expressão e a estabilidade genética dos genes 

exógenos e endógenos. Portanto, a inserção de uma 
única cópia do transgene é desejável, pois esses 

eventos são geneticamente estáveis (Gadeleta et al. 
2011). Dados semelhantes foram encontrados por 
Yuan et al. (2007) e Yang et al. (2013) em tabaco e 

algodão, respectivamente. 
Foi realizado um ensaio de expressão com o gene 

Bar para verificar presença de transcritos em eventos 
transgênicos de tabaco para as construções 

http://www.genscript.com/


 

 

pMCG1005, OsPstol1, ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06, 
ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sb03g006765. A 

expressão do gene Bar foi variável entre os eventos 
e entre as construções. Não houve correlação entre 
os níveis de expressão e o número de cópias do gene 

Bar. A expressão está provavelmente relacionada 
com o local de integração do transgene no genoma 

vegetal (Joyce et al. 2014), que pode ser em regiões 
promotoras de genes transcricionalmente ativos 
(Bourras et al. 2015), diferentes regiões do genoma 

e forma aleatória (Gelvin & Kim, 2007). 
Além da expressão do gene Bar, foram 

analisados os níveis de expressão dos transcritos 
para os genes específicos (ZmPstol8.05_1, 

ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e 
Sb03g006765) (Figura 1). Nesse caso, também 

houve variação da expressão gênica entre eventos 

individuais. Todos os eventos expressaram os genes 
Pstol1, com exceção de eventos que apresentaram 

valores muito baixos de expressão. 
 

 
 

Figura 1 - Expressão dos homólogos de milho e 

sorgo do gene Pstol1 em eventos transgênicos 
das construções ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06, 

ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sb03g006765. A 
expressão gênica relativa foi calculada utilizando 

o método 2-ΔΔCT. 
 

Análise morfológica de plântulas contendo as 
construções OsPstol1 Ev. 5, ZmPstol8.05_1 Ev. 8, 
ZmPstol3.06 Ev. 5, ZmPstol8.02 Ev. 3, Sb03g031690 

Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 mostrou maior 

crescimento vegetativo e radicular (Figura 2) do que 

as plântulas controle (pMCG1005 -vetor vazio). 

As plântulas contendo as construções 
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 mostraram 
crescimento superior às demais construções (Figura 
2). As construções ZmPstol8.05_1 Ev. 8, 

Sb03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 tiveram 

crescimento similar, superior ao controle e ao 
OsPstol1 Ev. 5, e inferior as construções 
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 (Figura 2). A 

proteína OsPSTOL1 de arroz está associada ao 

desenvolvimento e crescimento precoce do sistema 
radicular e aquisição de P (Gamuyao et al. 2012). Há 
evidências de associação entre SbPstol1, 

crescimento radicular e produção em campo de 
sorgo (Hunfnagel et al. 2014) e co-localização entre 

ZmPstol1 e características radiculares (Azevedo et 
al. 2015). 

Na caracterização morfológica do sistema 
radicular foi observada diferença entre comprimento 
e área de superfície entre os eventos controles 

(pMCG1005) e eventos dos genes OsPstol1, 
ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e 

Sb03g006765, mas os resultados fenotípicos ainda 
não são conclusivos, uma vez que as plantas ainda 
estão no início do desenvolvimento. 

 

 
 
Figura 2 - Plântulas de tabaco individuais crescidas 

em meio de cultura sob baixo P. Da esquerda para 
direita: pMCG1005 Ev. 10 (controle), OsPstol1 Ev. 

5, homólogos de milho (ZmPstol8.05_1 Ev. 8, 
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3) e 

homólogos de sorgo (Sb03g031690 Ev. 1 e 
Sb03g006765 Ev. 6). 

 
CONCLUSÕES 

 

Foram geradas com sucesso linhagens 
transgênicas de tabaco superexpressando os genes 

OsPstol1 de arroz e seus homólogos de milho e de 
sorgo com baixo número de cópias dos transgenes e 

maior crescimento radicular e vegetativo. 
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