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Introdução  
 

O sorgo (Sorghum bicolor L. Moench) é uma angiosperma da família 

Gramineae, que se destaca como um importante cereal, sendo o quinto mais produzido 

no mundo, depois do milho, do arroz, do trigo  e  da  cevada  (Diniz,  2010).  Além 

disso, o sorgo é uma cultura  que apresenta tolerância à seca e a outros estresses 

ambientais, o que a torna bastante adaptada para  cultivo  em  regiões  de  clima  

quente  e  seco (Doumbia  et  al.,  1993, 1998;  Lost..., 1996).  No Brasil, segundo a 

Conab (Companhia Nacional  de  Abastecimento),  a  safra  2016/2017  deve  atingir  

uma  produção  de 1,87 milhões de toneladas em uma área plantada de 634,1 mil 

hectares (Acompanhamento..., 2017). 

No entanto, embora apresente boa tolerância a estresses abióticos, uma das 

principais limitações para a produtividade agrícola do sorgo é a baixa disponibilidade 

de fósforo (P) presente na maioria dos solos tropicais. A adubação fosfatada é 

utilizada como medida mitigadora desse problema, mas aumenta significativamente os 

custos de produção (Runge-Metzger, 1975).  Sendo assim, a caracterização de genes 

relacionados à  eficiência  no  uso  P  e  o desenvolvimento  de  culturas  mais  

eficientes  podem  constituir  alternativas  promissoras  para diminuição   dos   gastos   

com   adubação,   além   de   colaborar,   substancialmente, para   a sustentabilidade da 

agricultura mundial. 

Phosphorus uptake 1 (Pup1) é um    loco  de     característica     quantitativa 

(QuantitativeTrait  Loci,  QTL)  localizado  no  cromossomo  12  de  arroz,  que  está  

associado com  alterações  na  morfologia  radicular  e  na  aquisição  de  P,  

controlando aproximadamente 80% da variação fenotípica para aquisição de P 
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(Wissuwa et al., 2002). Kasalath, a variedade doadora do loco Pup1, e a variedade 

Nipponbare, sensível à deficiência de P,  foram  os  parentais  de  uma  população   

segregante  utilizada  no  mapeamento  do loco Pup1. Utilizando mapeamento de alta 

resolução foi possível identificar um gene, OsPupK46-2, que   codifica   uma   

serina/treonina   quinase que   confere   aumento   no crescimento   radicular, 

aumentando   significativamente   a   produtividade   de   grãos   sob deficiência de P 

no solo (Gamuyao et al., 2012). Esse gene foi denominado Phosphorus- 

StarvationTolerance 1  ou  OsPSTOL1,  que  aumenta  a  absorção  de   P  por  meio  

de  um mecanismo que induz o crescimento inicial da raiz e o seu desenvolvimento 

(Gamuyao et al., 2012). 

Em sorgo,  buscas  por meio de análise  similaridade  de  sequências  dos  

aminoácidos  da  proteína OsPSTOL1 indicaram a presença de aproximadamente 100 

hits de possíveis homólogos no genoma. Dentre esses, seis   genes   denominados   

como SbPSTOL1   foram   selecionados   com   auxílio   das ferramentas  nblast  e  

pblast.  Os  critérios  para  seleção  foram  E-value <  e-35  e  identidade  > 50%.   

Além  disso, os   homólogos   SbPSTOL1 colocalizam   com   QTLs   relacionados   à 

morfologia   radicular   e   ao aumento   do   desempenho   do   sorgo   em   condições   

de   baixa disponibilidade   de   P   (Hufnagel   et   al., 2014).   Predições   estruturais   

das   proteínas demonstraram  que  o  domínio  quinase,  característico  de  

OsPSTOL1,  está  presente  nas  seis proteínas  SbPSTOL1.  No  entanto,  OsPSTOL1  

é predito  como  sendo  uma  quinase citosólica, enquanto   as   proteínas   de   sorgo   

apresentam   um   domínio   transmembrana   e   domínios extracelulares de interação 

com a parede celular (Hufnagel et al., 2014). 

Os genes   SbPSTOL1   estão   envolvidos   em   vias   bioquímicas   de   

respostas adaptativas ainda não completamente elucidadas.  Assim, a  caracterização  

funcional  desses genes  é  fundamental  para  o  desenvolvimento  de  estratégias  de  

engenharia  genética  que permitam o desenvolvimento de cultivares tolerantes a 

estresses abióticos. Dessa maneira, o  objetivo  desse  trabalho  é   clonar a região 

promotora de um desses genes para futura caracterização  funcional   em Setaria 

viridis. 

 
Material e Métodos 
 
Clonagem da região promotora 
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A sequência da região promotora dos genes candidatos foi obtida do genoma de 

referência do sorgo, construído a partir da linhagem Btx623 

(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Foram obtidas sequências das regiões 

promotoras dos genes Sb07g002840, Sb03g006765 e Sb03g031690 (Hufnagel et al., 

2014). Foram realizadas reações de PCR com a enzima KAPA DNA Polymerase 

(KapaBiosystem) para amplificar as regiões promotoras. A amplificação das regiões de 

interesse foi realizada  utilizando-se 3  µL  de  DNA  genômico  (75  ng),  0,2  µL  da  

Taq  KAPA Polymerase, 0,2 µL de MgCl2 (25mM), 2,0 µL de tampão KAPA Taq 

Buffer 10x, 1,5 µL de DNTPs  1,0  µL  de  primer  especifico  reverso,  1,0  µL  de  

primer  especifico  forward  e  11,1  µL  de  H2O, totalizando 20 µL. As condições de 

amplificação foram as seguintes: temperatura de desnaturação de 94 °C por 2 minutos, 

seguindo-se 40 ciclos a 94 °C por 15 segundos, 55 °C por 20 segundos e 72 °C por 2 

minutos e 30 segundos. A extensão final foi feita a 72 °C por 5 minutos. Os produtos  

de  amplificação   foram visualizados  em  um   gel  de  agarose  1% utilizando o 

corante GelRedTM (1:100). 

Para  a  clonagem,  as  reações  de  PCR  foram purificadas e digeridas com as 

enzimas EcoRI e Bam HI de acordo com as recomendações do fabricante.  O vetor 

utilizado foi o pTF102 (Paz et al., 2004), que foi clivado com as mesmas enzimas para 

liberação do promotor 35S. As regiões promotoras de interesse foram fusionadas ao 

gene repórter GUS do vetor. 

 

Transformação em Escherichia coli MACH T1R (E.coli) 

As reações de ligação obtidas foram utilizadas para transformar Escherichia coli 

(E. coli) MACH1 T1R (Invitrogen) por meio  de  choque  térmico  (Sambrooket  al., 

1989). As colônias  transformadas foram   identificadas    por   meio   de   PCR   de   

colônias   e    confirmadas   por   meio   de sequenciamento. As colônias   positivas   

foram   inoculadas   em   meio   CircleGrow   líquido contendo espectinomicina (100 

µg/mL) e cultivadas a 37 °C/ 150 rpm/ overnight (ON). A extração  do DNA plasmidial 

das bactérias inoculadas foi feita  com o  kit de extração  Wizard® Plus SV  Minipreps  

DNA  Purification  System  (Promega),  seguindo  o protocolo recomendado pelo 

fabricante. A reação de sequenciamento foi feita com 300 ng      de      DNA      

plasmidial com      o kit      BigDye®      Terminator      v3.1 (CycleSequencing Kit, 

AppliedBiosystems)     e     analisada     em     sequenciador automático de DNA. 
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Resultados e Discussão 
Foram desenhados primers para amplificar dois mil pares de bases (pb) à 

montante do gene SbPSTOL1, Sb03g031690 que, espera-se, deve corresponder à sua 

região promotora. A Figura 1 mostra que obtivemos sucesso na amplificação de uma 

banda de tamanho esperado a partir de DNA genômico da linhagem de sorgo Btx623. 
M
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Figura 1 - Perfil de amplificação das regiões genômicas do gene Sb03g031690 de 
diferentes genótipos de sorgo (acima). Os produtos de PCR foram separados por 
eletroforese em gel de agarose 1%. Marcador de massa molecular (1 Kb Plus). 

 Os primers para amplificação das regiões genômicas foram desenhados a partir 
da sequência do genoma de referência da linhagem Btx623 
(https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Portanto, nos casos em que não houve 
amplificação, ou quando a banda amplificada não correspondeu ao tamanho esperado 
(por exemplo, no caso do genótipo SC283), variações alélicas podem ter ocasionado 
pareamento imperfeito dos primers e ausência de amplificação correta da região-alvo. 

 Após clonagem dos produtos de PCR, reações de PCR de colônia foram 
conduzidas para confirmação da presença de insertos de tamanhos esperados. A Figura 
2 mostra que foram obtidas quatro colônias com insertos de 2.000 pares de bases, 
indicando sucesso na clonagem da região promotora do gene Sb03g031690 da linhagem 
de sorgo, Btx623.  
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Figura 2 - Confirmação da clonagem da região promotora do gene Sb03g031690 da 
linhagem Btx623 por PCR de colônia. O DNA plasmidial foi extraído de E. coli 
MACH1 T1R e amplificado com primers específicos para a região promotora para 
confirmação da presença do inserto. Foram obtidas quatro colônias positivas 
(destacadas com as setas), isto é, contendo insertos do tamanho esperado (~2000 pb). Os 
produtos de amplificação foram separados em gel de agarose 1%. A primeira canaleta 
contém o marcador de massa molecular (1 Kb Plus). 

 

O inserto presente no DNA plasmidial dessas colônias foi sequenciado. O 
alinhamento da sequência obtida com a sequência da região promotora do gene 
Sb03g031690 confirmou a correspondência completa entre as duas sequências e, assim, 
o sucesso da clonagem. 

Procedeu-se então à transformação de Agrobacterium tumefaciens EHA 10 com 
o DNA plasmidial contendo os insertos de interesse. A Figura 3 mostra que foram 
obtidas duas colônias de A. tumefaciens contendo a região promotora do gene 
Sb03g031690 no DNA plasmidial. 

 

Figura 3 - Confirmação da presença de insertos contendo a região promotora do gene 
Sb03g031690 da linhagem Btx623 em DNA plasmidial isolado de Agrobacterium 
tumefaciens EHA 10. As colônias contendo DNA plasmidial que deram origem aos 
produtos de amplificação marcados em vermelho possuem inserto do tamanho esperado 
(2000 pb). Amostras foram analisadas em gel de agarose 1%. A primeira canaleta 
contém o marcador de massa molecular (1 Kb Plus). 
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Conclusão 
Houve sucesso na amplificação da região promotora do gene Sb03g031690 e na 
clonagem em Agrobacterium tumefaciens no vetor apropriado para análises da atividade 
do promotor. Esses resultados permitem agora a transformação de   Setaria viridis   com 
a construção contendo essa região genômica fusionada ao gene repórter, GUS. A análise 
dos eventos transgênicos de setaria permitirá o estudo detalhado do promotor do gene 
Sb03g031690, incluindo a obtenção de padrões teciduais de expressão, dentre outros 
aspectos. 
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