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RESUMO

A baixa disponibilidade de fésforo (P) ¢ um
fator limitante para o aumento da produtividade do
milho, uma vez que o P ¢ um dos macronutrientes

com menor eficiéncia de uso pelas plantas. Sendo

assim, modificagdes na morfologia do sistema
radicular sdo importantes para aumentar a
eficiéncia na aquisicdo de P nas plantas. O gene
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(PSTOLI), codifica uma quinase que ao ser
superexpressa em arroz aumenta o crescimento
radicular e a aquisicdo de P e, consequentemente, a
produtividade de graos. O objetivo deste trabalho foi
caracterizar funcionalmente os genes de milho,
ZmPSTOL1 8.05, ZmPSTOLI 3.06 e
ZmPSTOL1 8.02, homologos ao OsPSTOLI. A
clonagem e sequenciamento da regido codificante
possibilitaram a obten¢do das sequéncias completas
para cada gene ¢ o alinhamento dos aminoacidos
mostrou que as proteinas ZmPSTOLI s@o
conservadas em comparacdo ao OsPSTOLI. A
analise in silico mostrou que as trés proteinas
ZmPSTOLI1 possuem, assim como OsPSTOLI, um
dominio quinase serina/treonina, um sitio ativo de
ATP e um sitio ativo previsto serina/treonina, sendo
que apenas ZmPSTOL1 3.06 ndo possui um dominio
transmembrana. A expressdo das proteinas de

ZmPSTOLI indicou que as proteinas sdo expressas a
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partir de trés horas de indu¢do e ZmPSTOLI 3.06
teve a melhor expressdo, provavelmente pela
auséncia do dominio transmembrana em sua
dados

sugerem que as proteinas ZmPSTOLI possuem

composi¢do. Os obtidos neste trabalho
caracteristicas estruturais tipicas de quinases do tipo
receptoras citoplasmaticas ¢ podem estar envolvidas
em respostas a deficiéncia de P em milho de forma

semelhante ao OsPSTOLI.

Palavras-chave: Eficiéncia de fosforo; Quinase;

Raiz; Sequenciamento.

1 INTRODUCAO

O milho (Zea Mays) ¢ o principal cereal
cultivado no mundo, tendo grande importancia
para a agricultura devido a sua versatilidade, que

vai do consumo animal, seu principal uso,
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passando pelo consumo humano, até a produgio
de combustiveis renovaveis. A maior parte da
cultura de milho, no Brasil, concentra-se na
centro-sul. Essa

regido regido é

predominantemente constituida pelo bioma
Cerrado cujo tipo de solo que prevalece é o
latossolo que € tipicamente pouco fértil e muito
acido (SANTOS et al., 2010).

O cultivo do milho em larga escala no
Cerrado s6 se tornou possivel devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias para o
melhoramento dos solos dessa regido. A baixa
disponibilidade de nutrientes nesse solo afeta toda
a produtividade agricola, inclusive a do milho. A
falta do fosforo (P) ¢ um dos fatores mais
limitantes ao cultivo agricola nesse tipo de solo,
posto que as plantas possuem baixa eficiéncia de
captacdo e de uso deste nutriente. As plantas

apresentam varios mecanismos para melhorar a
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aquisi¢do de P do solo, sendo o principal deles
modificagdes na arquitetura radicular.

Em arroz, foi identificado o gene Phosphorus-
starvation tolerance 1 (PSTOLI), que codifica
uma proteina quinase responsavel por aumentar
precocemente o crescimento ¢ desenvolvimento
do sistema radicular das plantas, o que acarreta
uma maior aquisigdo de P do solo e,
consequentemente, maior producdo de grios.
Analises fenotipicas em linhagens semi-
isogénicas de arroz na presenca e auséncia do
OsPSTOLI mostram que, em condi¢des de baixa
disponibilidade de P, as plantas que possuem o
gene OsPSTOLI

radicular significantemente maior (GAMUYAO

apresentam a superficie
et al., 2012). No genoma do milho, foram
identificados seis homdlogos ao gene de arroz
que codificam proteinas com mais de 55% de sua

identidade com o OsPSTOLI. Um mapeamento
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de QTL foi feito utilizando uma populacido de
linhagens endogamicas recombinantes (RILs)
provenientes de duas linhagens contrastantes na
eficiéncia de aquisi¢do de P, sendo a linhagem de
milho L3 eficiente e L22 ineficiente. Quatro
genes  (ZmPSTOLI 3.06, ZmPSTOLI 4.05,
ZmPSTOLI 8.02 ¢ ZmPSTOLI 8.05) que co-
localizam com QTLs relacionados a morfologia
radicular, peso seco total da planta e eficiéncia na
aquisicdo de P foram identificados neste
mapeamento (AZEVEDO, 2015), indicando que
esses genes candidatos estdo relacionados com
modificagdes na morfologia radicular do milho e
na absor¢do de P. Dentre esses quatro genes, trés
tém maior expressdo na raiz do que na parte acrea
em condi¢cdes de baixo P. Esses genes sdo
preferencialmente  expressos nas raizes da
linhagem parental que contribui com alelos

positivos para os respectivos QTLs (AZEVEDO,
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2015). Andlises de expressdo génica detalhadas
nas linhagens contrastantes para eficiéncia na
aquisi¢do de P, mostram que o ZmPSTOLI 8.02
e 0 ZmPSTOLI 8.05 possuem maior expressiao
na linhagem L22, na zona de divisdo da raiz
primaria, enquanto o ZmPSTOLI 3.06 ¢ mais
expresso na linhagem L3 na zona de
diferenciacdo da raiz primaria (NEGRI, 2015).

A partir dessas questdes apresentadas, o
presente estudo teve como objetivo caracterizar
funcionalmente as proteinas codificadas pelos trés
genes PSTOLI de milho por meio de
caracterizagdo in silico da sequéncia completa de

cDNA ¢ expressdo heterdloga na bactéria

Escherichia coli.

2 METODOLOGIA
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2.1 Isolamento, clonagem e sequenciamento da

regido codificadora dos genes

A regido codificante dos genes candidatos foi
sequenciada a partir do cDNA das linhagens de
milho L3 e L22, sendo utilizado o cDNA da L22
para 0s genes ZmPSTOLI 8.05 e
ZmPSTOLI 8.02, o da linhagem L3 para
ZmPSTOLI 3.06 com base nos resultados de
expressao (NEGRI, 2015) e mapeamento de QTL
(AZEVEDO, 2015) desses genes. Os
oligonucleotideos foram desenhados utilizando o
software Primer3 (UNTERGASSER et al., 2007).
Apos o sequenciamento completo, a sequéncia

relativa a regido codificante de todos os
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genes ZmPSTOLI foi sintetizada e clonada no
vetor pUCS57 pela empresa GenScript USA Inc.
(http://www.genscript.com). O DNA plasmidial

resultante dessas construgdes foi utilizado
como base para a amplificagdo da regido
codificadora dos genes utilizando
oligonucleotideos com sitios de restricdo
enzimatica (TAB.1) para a clonagem no vetor de

expressdo pET28a (Novagen).
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Tabela 1 - Sequéncias de oligonucleotideos desenhados com sitios de restrigdo enzimatica para

clonagem e expressdo de proteinas heterologas.

Sitio  da Tama
. . nho do
Gene enzima de Primers
restri¢do fragmento
(pb)
ZmPS Ndel Nco 5’-
" I GCATATGGCC ATGGGGATGTGGAA GTTTCTC-3’
TOLI 8.0 ; 1128
S1o0 BamHI X 3.
hol GGGATCCTCGAGTCAGCTCAAAAGAACTCTGGG-5’
ZmPS ; Ndel_Neo 5°-GCATATGGCC ATGCTGCCATTCAAATCGA -3’
TOLI 3.0 Hindlll 3’ GAAGCTTGCGGCCGCTAATTTATATAACCTT 1026
6L3 matii_ TGATTAGTTGGGG -5’
Notl
ZmPS ; Nhel _Neo 5°-GGCTAGCC ATGGGGATGTGGAAGTT TCTC-3’
TOLI 8.0 J— 3. 1332
2122 hol amil_ GGGATCCTCGAGTTACAGAGTTGGCAACCGTTG-5

Fonte: NEGRI, 2015.

Foi realizada uma PCR com 5,0 pL do DNA
plasmidial, 4,0 uL do tampao 5x Buffer HF, 1,0
puL do primer especifico F (0,5 uM), 1,0 uL do
primer especifico R (0,5 uM), 0,6 uL de DMSO
(3%), 0,2 uL de Phusion DNA Polymerase (1
unidade/pL), 1,0 uL de DNTPS (2,5 mM) e 7,2
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pL de agua. A reagdo foi levada ao termociclador
a 98 °C por 30 segundos, em um ciclo, 98 °C por
10 segundos, 55 °C por 30 segundos e 72 °C por
um minuto, em 35 ciclos, ¢ 72° C por 10 minutos,
em um ciclo. O fragmento gerado de cada gene

foi clonado no pPGEM®-T Easy Vector
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Systems (Promega), seguindo as recomendagdes
do fabricante.

O DNA com as constru¢des foi inserido na
bactéria Escherichia coli DHS5a por choque
térmico e foi realizada a PCR de colonia para a
confirmacdo de colOnias positivas. As colonias
positivas foram inoculadas em meio liquido CG
com antibidtico ampicilina (20 mg/mL) e
crescidas sob agitagdo constante de 150 rpm a 37
°C. O DNA plasmidial foi extraido como kit de
extragdo Wizard® Plus SV Minipreps DNA
Purification System (Promega), seguindo as
recomendagoes do fabricante.

O sequenciamento foi feito com 1,0 uM do
primer especifico F e primer especifico R
(TAB.1) e dos MI13F
(5GTAAAACGACGGCCAGT-3") e MI3R (5'-
CAGGAAACAGCTATGACC-3"), 50 ng/uL de
cDNA, 0,5 uL de BigDye® Terminator v3.1

primers
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Ready Reaction (1X) e 1,75 uL Sequencing
Buffer (200 mM Tris-HCI pH 9,0; 5 mM
MgClL.6H20) (Applied Biosystems, Forter City,
CA) no equipamento 3500xL Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Forter City, CA) e as
sequéncias que foram processadas no software
BioEdit Sequence Aligment Editor (HALL,
1999).

2.2 Analise dos
ZmPSTOL1_8.05,
ZmPSTOL1 8.02

dominios das proteinas

ZmPSTOL1 3.06 e

As sequéncias processadas foram analisadas
com os sofwares Expasy (ARTIMO et al., 2012),
TMHMM Sever v. 2.0 (KROGH et al.,, 2001),
InterProScan (JONES er al., 2014) e SignalP
(PETERSEN et al., 2011). Para a claboracdo da

figura com os dominios e sitios ativos preditos da
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proteina foi utilizado o software Prosite My
Domains (SIGRIST et al., 2012). As sequéncias
de aminoacidos foram analisadas e alinhadas pelo
programa BLAST P

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.3 Expressiao das proteinas ZmPSTOLI em E.

coli

Os fragmentos subclonados no vetor pGEM
foram clonados no vetor de expressdo bacteriano
pET28a (FIG.2) na regido C-Terminal e foram
inseridos em células competentes de E. coli BL21
(DE3) (Novagen) através de choque térmico. Foi
feito um pré-inoculo que foi diluido para
densidade otica 0,1 e o indculo foi crescido a 37
°C até densidade otica 0,6-0,9. A expressdo das
proteinas foi induzida por 100 mM de lactose e

inicialmente foram coletadas amostras com 3, 6 €
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12 horas para definicdio do melhor tempo de
indug@o. O pellet das bactérias foi ressuspendido
em 10 mL de Tampao de Afinidade (50 mM
fosfato de sddio pH 7.2, 5% glicerol, 100 mM de
NaCl e 1 mg/mL de lisoenzima) para que
ocorresse lise celular. As amostras (5 uL) foram
colocadas em 5 pL de 2 X tampao de amostra de
proteinas (Tris-HC1 50 mM pH 6,8, glicerol 8%,
SDS 1%, B-mercaptoetanol 1%, EDTA 2 mM,
azul de bromofenol) e levadas a 95 °C por cinco
minutos para que a proteina sofresse desnaturacdo
e pudesse ser visualizada em eletroforese em gel

Mini-PROTEAN® TGX™SDS-PAGE 4-15%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O cDNA sequenciado foi traduzido e o
alinhamento dos aminoacidos do PSTOLI de

arroz em relagdo aos seus homodlogos em milho
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(FIG.1), mostrou a identidade entre as sequéncias
ZmPSTOL1 8.05, ZmPSTOL1 3.06 e
ZmPSTOLI 8.02 de 70, 66 e 54%
respectivamente. O numero de aminoacidos e o
peso molecular das proteinas ZmPSTOL1 8.05,
ZmPSTOL1 3.06 ¢ ZmPSTOLI 8.02 estdo
apresentados na Tabela 2. Na Figura 1, quanto
mais a cor vai se aproximando do vermelho,
maior a semelhancga entre o gene OsPSTOLI ¢ os
genes ZmPSTOLI. Podemos observar que a
sequéncia de aminoacidos codificados pelo gene
OsPSTOLI e seus homologos em milho sdo
bastante conservados, assim como os sitios ativos
existentes dentro dessa localizag@o. Sabe-se que
OsPSTOL] possui similaridade em maior parte de
sua sequéncia de aminodcidos com quinases do
tipo receptoras citoplasmaticas (GAMUYAO et
al., 2012). As quinases do tipo receptoras

citoplasmaticas (RLCKs) s@o parte de uma
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subdivisdo do grupo das proteinas quinases do
tipo receptoras (RLKs), diferindo das RLKs pela
auséncia do dominio extracelular e/ou do dominio
transmembrana (RAMEGOWDA et al., 2014).
Existem estudos que demonstram a caraterizagao
de fun¢do de RLCKs envolvidas em respostas a
estresses  abidticos, como a RLCK em
Arabidopsis thaliana que regula negativamente a
sinalizag¢@o do acido abscisico (ABA) (TANAKA
et al, 2012); em arroz uma outra RLCK
(OsRLCK253) foi sugerida por interagir com
proteinas associadas e ativar respostas a esses
estresses. Sua superexpressdo mostra um aumento
da tolerancia a estresses de seca ¢ salinidade
(GIRI et al,2011). Considerando a similaridade
entre as sequéncias, ¢ possivel inferir que as
proteinas ZmPSTOLI 8.05, ZmPSTOLI 3.06 ¢
ZmPSTOLI 8.02  tém

semelhante ao OsPSTOL 1.

funcdo  biologica
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Figura 1 - Alinhamento dos amino4cidos correspondentes ao gene de arroz OsPSTOLI e seus homélogos em milho
(ZmPSTOL1_8.05, ZmPSTOLI1 3.06 e ZmPSTOLI 8.02).

Legenda
Inconserado ENENESIEEN. Conservado
D Sitios consevados

{} Inicio e fim do dominio quinase

carstal
ZarITOLE ©
SaFSTOLE O
EaFETOLI ©
i i

ScsFatal

Fonte: A propria autora.
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Tabela 2 - Numero de aminoacidos (aa) e tamanho (kDa) das proteinas ZmPSTOLI1 8.05,
ZmPSTOL1 3.06 e ZmPSTOL1_8.02.

Proteina Numero de aa Tamanho (kDa)
ZmPSTOL1 8.05 375 41,7
ZmPSTOL1 3.06 343 38,4
ZmPSTOL1 8.02 443 49,5

Fonte: A propria autora.

A predi¢do das proteinas com base na
sequéncia do cDNA possibilitou a predi¢do de
dominios, sitios ativos e presenca de peptideo
sinal (FIG. 2),
ZmPSTOLI 8.05 e o gene ZmPSTOL 8.02

mostrando que o gene

possuem em sua composi¢cdo estrutural um
dominio transmembrana, um sitio ativo ATP ¢ um
sitio ativo Serina/Treonina, ao passo que o gene
ZmPSTOL1 3.06 possui ambos os sitios ativos,

porém nao foi detectada a presenga do dominio
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transmembrana. A presenca do dominio
trasmembrana ¢ um importante indicador de que
as proteinas que contém este dominio possuem
interagdo com a membrana plasmatica. Essa
interagdo sugere que essas proteinas podem ter
um papel como sensor, conectando o ambiente
extracelular ao citoplasma fazendo assim com que
sinais intracelulares sejam desencadeados (DE
OLIVEIRA, 2011). A auséncia do dominio

extracelular e a similaridade na estrutura desses
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genes comparados ao OsPSTOLI sdo indicadores
de que estas proteinas sdo proteinas quinases do
tipo receptoras citoplasmaticas (RLCKs), e, uma
vez que sdo consideradas homologas ao
OsPSTOLI, héa fortes indicios de que estdo
relacionadas a respostas a condigdes de estresses
abidticos, atuando na cascata de sinalizagdo que
antecede a resposta a determinado estresse

(GAMUYAO et al, 2012; NEGRI, 2015).

O vetor pET28a foi escolhido para expressar as
proteinas de interesse fusionadas a uma cauda de
histidina. Apods a correta clonagem dos genes
ZmPSTOLI com vetor pET28a foi feito um teste de
indugdo da expressdo considerando diferentes
tempos (0, 3, 6 e 12 horas), que mostrou a expressao
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Figura 2 - Dominios e sitios ativos das
proteinas codificadas pelo gene PSTOLI de arroz

e pelos seus homologos em milho.

b i E

0sPSTOL 1— i i . 32438
Legenda
+ . u Dominictransmembranar
zmpsToL1__ el ; p—
+  SiticativoATP
* -

#+  Sitio stivo SerinaTrecnina

ZmPSTOL1__ ol £ g 341aa
. 2.
el
_802

436saa

Fonte: A propria autor

das proteinas (FIG. 3), com o tamanho esperado.
Nao houve aumento no nivel de expressdo das
proteinas apos trés horas de indugdo, indicando que
esse tempo ¢ adequado para analise da expressdo. A
proteina codificada pelo gene ZmPSTOLI 3.06 foi

induzida com maior sucesso (FIG. 3). Essa proteina
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ndo possui o dominio transmembrana, ao contrario
das proteinas ZmPSTOLI 8.05 e ZmPSTOLI 8.02.
As proteinas do tipo receptoras sdo caracterizadas
estruturalmente  por possuirem um dominio
extracelular, um transmembranar ¢ um dominio
quinase, enquanto as quinases do tipo receptoras
citoplasmaticas podem ou ndo ter a presenga do
dominio transmembrana e ndo possuem o dominio

extracelular (RAMEGOWDA et al., 2014).

Figura 3 - Teste temporal de indug@o por lactose
das proteinas ZmPSTOLI. A) ZmPSTOLI 8.05 (1 a
4) e ZmPSTOLI 3.06 (5 a 8), B) ZmPSTOLI 8.02
(9 a12). 1,5 ¢ 9: Nao induzida; 3, 6 ¢ 10: 3 horas
apos inducdo; 3, 7 e 11: 6 horas apds indugdo e 4, 8
e 12: 12 horas apds indugdo. L: Marcador de peso
molecular pré-corado SeeBlue® Plus 2 (Life

Technologies).

Sete Lagoas
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FIG. 3 Fonte: Elaborado pela prdpria autora

A diferenga significativa na indugdo das
proteinas expressas pelos genes ZmPSTOLI 8.05
e ZmPSTOLI 8.02
ZmPSTOL1 3.06 pode ser

comparados ao gene
explicada pela
auséncia do dominio transmembrana em
ZmPSTOL1 3.06. Para que haja a expressdo e
solubilizagdo das outras duas proteinas ¢&
necessaria a utilizacdo de outras cepas para
expressao e/ou o uso de substancias que facilitem

a solubilizagdo das proteinas com
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dominio de membrana plasmatica celular
(WAGNER; KOHORN, 2001).

Os resultados aqui apresentados contribuiram
para um melhor entendimento sobre a estrutura
das  proteinas
ZmPSTOL1 8.05,

ZmPSTOLI 8.02,

pelos
ZmPSTOL1 3.06 e

expressas genes
abrindo caminho para um
melhor entendimento sobre a sua funcionalidade.
Além dos resultados de expressdo génica
apresentados por NEGRI 2015, a analise de
dominios dessas proteinas e o alinhamento de
aminodcidos dos genes candidatos em
comparacdo ao OsPSTOL]I sdo fortes indicios de

que essas proteinas sdo classificadas como

proteinas  quinases do  tipo  receptoras
citoplasmaticas (RLCKs).
Proteinas  quinases  sdo  consideradas

reguladores chave do crescimento e da arquitetura

da planta. As proteinas quinases da superfamilia
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de receptores citoplasmaticos (Receptor-like
cytoplasmic kinase, RLCK), do qual as proteinas
OsPSTOLI e ZmPSTOLI fazem parte, sdo
moléculas de sinalizagdo que fornecem um
sistema de alerta para a presenca de estresses
bidticos ¢ abidticos que ativam as vias de
sinaliza¢do protetora nas plantas. Para entender
melhor o mecanismo de acdo das proteinas
quinases, faz-se necessaria a realizag@o de ensaios
de fosforilagdo in vitro, tanto para avaliar a
autofosforilagdo das proteinas, como o seu papel
na transfosforilagdo de outros elementos para que
o sinal seja transmitido e a planta consiga
codificar proteinas responsivas aos estresses
reconhecidos, podendo ser realizados ensaios com
substratos diferentes e a presenca de diferentes
cations, como magnésio, calcio ou mangangés,
para avaliar se essas proteinas sdo dependentes de

outros fatores para que a sua atividade seja
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realizada com é&xito (RAMEGOWDA et al.,
2014).

Os resultados obtidos contribuem na
elucidagdo do mecanismo de ag¢do das proteinas
ZmPSTOLI que leva a alteragdes na morfologia
radicular de milho ¢ o aumento na absor¢do de P

(AZEVEDO, 2015; LOPES, 2016).

4 CONCLUSAO

Com base nas informagdes apresentadas
conclui-se que as proteinas ZmPSTOLI 8.05,
ZmPSTOLI 3.06 ¢ ZmPSTOLI 8.02, possuem
caracteristicas estruturais e dominios semelhantes
as proteinas quinases do tipo receptoras
citoplasmaticas, que possivelmente, possuem um
papel essencial no reconhecimento e sinalizagio a

deficiéncia de P em plantas de milho.
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