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RESUMO
A baixa disponibilidade de P é uma das maiores limitagBes para a producao
agricola em regides tropicais. O gene Phosphorus-Starvation Tolerancel
(OsPstoll) codifica uma proteina quinase envolvida em processos que levam ao
aumento da superficie radicular, aquisicdo de P e produtividade de graos em
arroz sob deficiéncia de P. Homologos do OsPstoll foram identificados em sorgo
por mapeamento associativo em dois painéis de associa¢ao de sorgo e em milho
por mapeamento de QTL. Com o objetivo de validar a funcdo desses genes,
OsPstoll de arroz (controle) e seus homologos em milho (ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1) e sorgo (Sb079g002840, 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 selecédo de calos em meio de inducéo de parte
aérea e enraizamento. Fragmentos do gene Bar (~400 pb) e dos genes Pstoll
(~700 pb) foram amplificados por PCR confirmando a insercéo dos respectivos
genes nas plantas transformadas. Diversas plantas apresentaram uma copia do
trangene que foi superexpresso nas plantas selecionadas. Além disso, a
superexpressao 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 a do gene Pstoll em plantas transgénicas de tabaco. As
plantas de tabaco transgénico com 0s sete cassetes de expressdo seréo
testadas para aumento da aquisi¢cdo de P e produtividade de graos em condi¢des

de baixo P.

Palavras-chaves: Eficiéncia de P; raiz; transformacéo; superexpressao.
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ABSTRACT
Low phosphorus (P) availability in soil is a major constraint for crop production
in tropical regions. Phosphorus-Starvation Tolerancel gene (OsPstoll) encodes
a protein kinase involved in processes that enhance root surface, P acquisition
and grain yield in rice under P deficiency. Homologs of OsPstoll in sorghum were
identified by association mapping in two sorghum association panels and maize
by QTL mapping. Aiming to validate the function of these genes, rice OsPstoll
(control) and its maize (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 and ZmPstol8.05 1) and
sorghum (Sb07g002840, Sbh03g031690 and Sb03g006765) homologs were
cloned downstream of ubiquitin promoter in pMCG1005 vector, using Bar gene
as a selective marker. Tobacco Petit havana plants were genetically transformed
via Agrobacterium tumefaciens EHA101 strain and regenerated from selected
callus in shooting and rooting medium. Fragments of the Bar gene (~400 bp) and
Pstoll gene (~700 bp) were amplified by PCR confirming integration of respective
genes in the transformed plants. Several plants presented a copy of trangene,
which was overexpressed in selected plants. Moreover, overexpression of Pstoll
genes significantly enhanced vegetative plant growth and root surface area on
low P, indicating that these genes act in a similar manner to Pstoll gene in
transgenic tobacco plants. These transgenic tobacco plants harboring the seven
different genetic cassettes are going to be tested for the enhancement of P

acquisition and grain yield under low P conditions.

Keywords: P efficiency; root; transformation; overexpression.
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1 INTRODUCAO

1.1 FOSFORO

O fésforo (P) € um nutriente chave no crescimento e desenvolvimento
das plantas, com papel importante no metabolismo de energia, biossintese de
acidos nucleicos e de membranas, fotossintese, respiracdo e regulacdo de
enzimas (Raghothama 1999). Entretanto, € o macronutriente menos acessivel
em muitos ecossistemas e sua baixa disponibilidade limita o crescimento das
plantas, com impacto direto na produtividade de culturas agricolas (Abel et al.
2002; Lynch 2011).

As plantas absorvem o P na forma de ortofosfato (Pi) H2PO4 e HPO4%,
que estd presente no solo em concentragdes muito baixas, de 0,1-10 pM,
consideradas subdtimas para as culturas. Além de sua baixa disponibilidade no
solo, o P se torna pouco disponivel para absorcéo pelas plantas, uma vez que
em solos &cidos pode formar complexos insollveis com cétions, em especial
com ferro e aluminio (Vance et al. 2003). A forma de P preferencialmente
absorvida pelas plantas & H2PO4 na faixa 6tima de pH de 4,5-5,0 (Raghothama
1999). O P é considerado um dos nutrientes com menor mobilidade no solo
(Raghothama 1999), com maiores concentragdes nas camadas superficiais do
solo e pouca concentracdo nas camadas inferiores (Vance et al. 2003). O P é
transportado para as raizes por difusdo, um processo lento (Rengel 2001).

Como o P é um nutriente limitante em muitos solos para o crescimento
das plantas, normalmente sdo aplicadas altas doses de fertilizantes fosfatados
para minimizar os impactos de sua baixa disponibilidade nas culturas, com cerca
de 90% do fosfato natural extraido destinado a fertilizantes para a agricultura. O
P é um recurso ndo-renovavel que tem seu pico de exploragdo estimado para
2030, o que irda aumentar os custos de producdo por ele ser finito, principalmente
em paises em desenvolvimento (Vance & Chiou 2011). Nesse contexto, 0
desenvolvimento de cultivares mais eficientes na aquisicao e utilizacao de P &
necessario para viabilizar préaticas agricolas sustentaveis. Plantas eficientes para

aquisicao e utilizagcdo de P reduzem a necessidade de fertilizantes fosfatos,



principalmente em paises em desenvolvimento, evitando sua aplicacdo
excessiva e, consequentemente, aumentando a produtividade nesses locais
(Vance & Chiou 2011).

1.2 EFICIENCIA NA AQUISICAO DE FOSFORO

As plantas desenvolveram uma série de mecanismos adaptativos a
condicOes de baixo P para absorver quantidade suficiente desse nutriente para
suas atividades metabdlicas e seu crescimento. Esses mecanismos podem ser
agrupados em duas principais categorias: eficiéncia de aquisicdo, que é
capacidade de absorver o nutriente do solo e eficiéncia de utilizac&o interna, que
€ a capacidade de produzir matéria organica por unidade de nutriente absorvido
(Rengel & Marschner 2005; Lambers et al. 2010).

A eficiéncia de utilizacao interna do P esta relacionada a uma melhor
utilizacdo do P disponivel, com modificacbes metabdlicas envolvidas nesse
processo, tais como: mobilizacdo do P de partes senescentes da planta para
tecidos com crescimento ativo, re-utilizacdo do fosfato a partir de vacuolos,
substituicdo de fosfolipidios por sulfo ou galactolipidios em membranas
(Lambers et al. 2012; Vaneklaas et al. 2012; van de Wiel et al. 2016).

Os principais mecanismos ligados a eficiéncia de aquisicdo P sao
modificacdes de atributos morfolégicos da raiz, modificacdes de caracteristicas
qguimicas na rizosfera, alteracdes de caracteristicas fisiolégicas de cinética de
absorcdo, alteracbes em processos bioquimicos e interagbes com
microrganismos, principalmente fungos micorrizicos (Marschner 1995; Lynch
1995; Ramaekers et al. 2010; Lynch & Brown 2012).

Para avaliar a importancia relativa da eficiéncia na aquisicédo de P (EAQ)
e utilizacdo interna de P (EUTIL), 28 gendtipos tropicais de milho foram
cultivados em trés ambientes com baixo P e dois ambientes com alto P
(Parentoni & Souza Junior 2008). Esses autores concluiram que em condicdes
de campo, em solos com baixo P a EAQ foi duas vezes mais importante que a

EUTIL, e em solos com alto P foi trés vezes mais importante que a EUTIL.



Assim gendtipos de plantas eficientes na absorcdo de P aumentam a
exploragdo do solo através de uma area de superficie maior e conversédo de
formas ndo disponiveis de nutrientes para formas disponiveis, que sao
importantes adaptacdes para absorcdo de nutrientes com pouca mobilidade no
solo (Rengel & Marschner 2005).

1.3 SISTEMA RADICULAR E A AQUISICAO DE FOSFORO

As raizes desempenham uma série de fungbes, como captacdo de agua
e nutrientes, ancoragem no solo, estabelecimento de interagdes bidticas na
rizosfera. Portanto, mudancas no sistema radicular podem afetar diretamente a
captacdo de agua e nutrientes (Lopes-Bucio et al. 2003). Alteracdes no sistema
radicular de plantas adaptadas a baixa disponibilidade de P incluem maior
formacgéo de raizes adventicias, menor diametro radicular, formacgéo de raizes
mais superficiais, formacao de aerénquima, raizes laterais mais dispersas, maior
biomassa, exsudacdo de acidos organicos e fosfatases, micorrizacédo, pelos
radiculares mais longos e densos (Lynch 2007; Lynch 2011).

A arquitetura radicular, definida como a configuracdo espacial do
sistema radicular ao longo do tempo, € essencial para o forrageamento da raiz
em zonas distintas do solo e para competicdo entre raizes da mesma planta ou
plantas vizinhas (Lynch 2007; Lynch 2011). Os principais processos que alteram
a arquitetura do sistema radicular sdo divisdo celular do meristema da raiz
primaria (células iniciais) que permite o crescimento indeterminado por adi¢cao
de novas células a raiz, formacéo de raizes laterais que aumentam a capacidade
de exploracdo do sistema radicular e formacdo de pelos radiculares que
aumentam a superficie total da raiz primaria e das raizes laterais (Lopes-Bucio
et al. 2003).

No sistema radicular de monocotiledéneas e dicotiledéneas, a raiz
primaria € a primeira raiz a ser formada, derivada do tecido meristematico
formado embrionariamente. As raizes primarias e maduras contém tecido
meristematico no apice, que forma o conjunto de células meristematicas que
dardo origem a outros tipos celulares da raiz (Dolan et al. 1993; Smith & Smet

2012). No entanto, a organizacdo do tecido da raiz tem diferencas substanciais



entre Arabidopsis thaliana, uma dicotileddnea, e cereais, que sao
monocotiledéneas. De forma geral, os tecidos das raizes dos cereais sao
maiores e mais complexos. A raiz principal de cereais, como o milho e o arroz,
tem de 10 a 15 camadas de células corticais em comparacdo com uma unica
camada de células nas raizes de Arabidopsis. Além disso, a populagdo de
células quiescentes é muito maior em milho, 800-1220 células, em comparagao
com as quatro de Arabidopsis (Hochholdinger & Zimmermann 2008; Smith &
Smet 2012).

Ao contrario da raiz primaria, as raizes laterais sdo pds-embrionarias.
Em Arabidopsis e na maioria das dicotiledéneas, o periciclo (tecido localizado
entre o cilindro vascular central e a endoderme) é o sitio de inicio das raizes
laterais. Apesar das monocotiledéneas formarem raizes primaria e lateral de
forma semelhante as dicotiledéneas, seu sistema radicular é mais complexo,
formando um sistema radicular “fibroso”, com véarios tipos de raizes ramificadas,
como as coronais, adventicias aéreas e seminais, que constituem a maior parte
do sistema radicular. As raizes adventicias, presentes em mono e em
dicotileddneas, sdo pdés-embrionarias e formadas na juncéo da raiz com parte
aérea, para explorar as camadas superiores do solo, que sao ricos em P (Smith
& Smet 2012).

A arquitetura radicular difere significativamente entre monocotiledéneas
e dicotiledbneas, mas as principais caracteristicas adaptativas para adquirir P
sdo comuns a todas as espécies de plantas vasculares (Niu et al. 2012). Em
Arabidopsis sob condicfes de baixo P, o sistema radicular € mais ramificado com
reducao da raiz primaria e aumento do comprimento e niamero de raizes laterais
(Lopes-Bucio et al. 2003; Pérez-Torres et al. 2008), enquanto no milho, ha um
alongamento das raizes axiais (seminais e nodais) e manutencéo da densidade
de raizes laterais, com alongamento destas e posterior retardo a medida que o
estresse aumenta (Mollier & Pellerin 1999). O alongamento de raizes axiais é um
comportamento exploratério, possibilitando explorar locais no solo ricos em P
(Lynch 2007). O comprimento e o numero de raizes laterais variam entre
genotipos, com alguns aumentando e outros diminuindo o comprimento e o
namero dessas raizes em condi¢des de baixo P (Zhu &L ynch 2004). O sistema
radicular de tabaco (Nicotiana tabacum L. var. Petit Havana SR-1) analisado em

meio de cultura com baixo P apdés 28 dias de germinacdo, apresentou um



aumento na razao raiz:parte area, no comprimento total de raizes em funcéo da
maior atividade no apice, mas um menor ndmero de raizes laterais em
comparacdo com plantas com suprimento suficiente de P (Foti et al. 2014). A
analise do sistema radicular de plantulas de tabaco (variedades K326 e Xiang
Yan No. 4) em diferentes estagios de desenvolvimento em solucao nutritiva no
sistema de floating sob diferentes concentracdes de P em estagios iniciais e
tardios do desenvolvimento das plantulas mostraram que sob deficiéncia de P
ha um aumento da superficie radicular do tabaco, por meio do aumento do
comprimento, das raizes laterais e dos pelos radiculares (Zheng et al. 2013).

O controle genético da eficiéncia de aquisicdo de P é complexo e até o
momento foram descritos poucos genes envolvidos no desenvolvimento do
sistema radicular. Alguns genes envolvidos no desenvolvimento do sistema
radicular em milho e Arabidopsis sdo Rtcs (rootless concerning crown and
seminal roots) (Taramino et al. 2007), Ruml (rootless with undetectable
meristems 1) (Woll et al. 2005), Tirl (transport inhibitor response 1) e Arf19 (auxin

response factor 19) (Pérez-Torres et al. 2008).

1.4 PLANTAS TRANSGENICAS

Plantas transgénicas sao obtidas por técnicas de engenharia genética,
por meio da modificacdo de seu DNA, com a introducdo de uma nova
caracteristica que ndo ocorre naturalmente na espécie. Um ou mais genes
podem ser inseridos artificialmente, denominado transgene, de uma espécie de
planta relacionada ou de uma espécie totalmente diferente. Os organismos
geneticamente modificados resultantes da transformacdo podem apresentar
caracteristicas distintas, como resisténcia a herbicida, insetos, pragas, virus,
melhor qualidade nutricional, dentre outras (Rani & Usha 2013).

O estudo da funcao biologica de genes ou conjunto de genes pode ser
realizado em plantas transgénicas. Por meio da superexpressdo, € possivel
analisar membros de familias génicas individualmente, caracterizar a funcao de

genes de organismos ndo modelos através da expressao heteréloga e identificar



genes que conferem tolerancia ao estresse em plantas resultante da introducao
de transgenes (Abdeeva et al. 2012).

As primeiras plantas transgénicas foram reportadas em 1983 (Fraley et
al. 1983). Desde entdo, muitas proteinas foram expressas em plantas como
tabaco, milho, tomate, batata, banana e alfafa (Austin et al. 1994). O tabaco
(Nicotiana tabacum) e a Arabidopsis thaliana sdo as plantas modelos mais
comumente transformadas (Rani & Usha 2013), pois apresentam métodos de
transformacao bem estabelecidos, facil propagacdo e genomas bem estudados
(Koornneef & Meinke 2010). Os métodos de transformac&do mais usados sao

biobalistica e 0 mediado por Agrobacterium tumefaciens.

1.5 TRANSFORMACAO GENETICA VIA Agrobacterium tumefaciens

Agrobactérias sao bactérias gram-negativas do solo com estilo de vida
predominantemente saproéfito (Bourras et al. 2015). A Agrobacterium
tumefaciens é o agente causal da doenca conhecida como galha de coroa (Smith
&Townsend 1907), caracterizada por um crescimento neoplasico no local da
infeccdo (Escobar & Dandekar 2003). A infeccdo ocorre através da
transformacdo genética da célula hospedeira, com a transferéncia de um
fragmento de DNA fita simples, o T- DNA (DNA de transferéncia) para o genoma
hospedeiro, onde ocorre sua integracdo de forma estavel (Bourras et al. 2015).

A transformacdo genética da célula hospedeira leva a uma
reprogramacdo oncogénica, propiciando um ambiente favoravel para o
patdgeno. A capacidade que a Agrobacterium tem de transferir o T-DNA para
outros organismos é utilizada como uma ferramenta para a transformacéo
genética de plantas (Pacurar et al. 2011; Bourras et al. 2015), de leveduras (Piers
et al. 1996), de fungos filamentosos (Michielse et al. 2005) e de células humanas
(Kunik et al. 2001).

Naturalmente, a Agrobacterium infecta plantas dicotiledéneas. Apesar
de as monocotiledbneas ndo serem suas hospedeiras naturais (Binns &
Thomashow, 1988; Bourras et al. 2015), é possivel transformar cevada, trigo,

triticale e milho, com uma eficiéncia na obtencdo de plantas transgénicas



estaveis de 86%, 10%, 4% e 24%, respectivamente (Hensel et al. 2009). Existem
muitos trabalhos com transformacé&o genética de plantas via Agrobacterium, com
0 objetivo de torna-las mais resistentes/tolerantes a estresses bidticos e
abioticos. Por exemplo, Jung et al. (2015) superexpressaram em arroz (Oryza
sativa) o gene BrUGE1 (UDP-glucose 4-epimerase) da couve chinesa (Brassica
rapa). Esse gene codifica uma enzima com papel essencial na interconversao
dos acucares UDP-D-glucose (UDP-GIc) e UDP-D-galactose (UDP-Gal),
envolvidas na biossintese da parede celular. Plantas transgénicas de arroz
superexpressando o gene BrUGE1 aumentaram a tolerancia ao estresse salino
e a doenca causada pela infeccdo da bactéria Xanthomonas oryzae pv. oryzae.
Pei et al. (2012) superexpressaram em milho o gene TsVP da planta
Thellungiella halophila, responsavel pela codificacdo da enzima vacuolar H*-
pirofosfatase, que mantém o pH vacuolar, proporciona energia para transporte
no tonoplasto e estimula o transporte de auxina. Linhagens de milho com o
transgene TsVP apresentaram maior crescimento radicular, maior contetdo e
concentracdo de fosfato (Pi) e maior produtividade de graos.

Um sistema repérter visual para monitorar a deficiéncia de P em tempo
real no tabaco foi desenvolvido por Liu et al. (2014), usando o gene Purple (Pr)
da couve-flor (Brassica oleracea var botrytis), que produz antocianina e sob
controle do promotor do gene do transportador de fosfato em arroz OsPT6.
Plantas de tabaco transgénicas superexpressando o gene Pr, sob deficiéncia de
P acumulam antocianina nas folhas, possibilitando o monitoramento do estresse
desse nutriente com base em cores (inspecéo visual) e também pela intensidade

do espectro de reflexdo do pigmento por sensoriamento remoto hiperespectral.

1.6 PSTOL1 (PHOSPHORUS-STARVATION TOLERANCE 1): GENE DE
EFICIENCIA NA AQUISICAO P EM ARROZ

Héa varios estudos descrevendo QTLs (Quantitative Trait Loci) para
caracteristicas radiculares (Wissuwa & Ae 2001; Zeng et al. 2003; Hund et al.
2004; Zhu et al. 2005; Loudet et al. 2005; Ochoa et al. 2006; Liu et al. 2008;

Rutaet al. 2010), porém eles ainda séo pouco utilizados como critério de selecao



nos programas de melhoramento, uma vez que eles possuem efeitos pequenos,
sao influenciados pelo ambiente e poucos genes candidatos controlando esses
loci foram identificados.

O QTL de efeito maior para absor¢cdo de P em arroz € o Pupl
(Phosphorus uptake 1), que esta associado ao aumento da superficie radicular
e a eficiéncia na aquisicdo de P em arroz (Ni et al. 1998; Wissuwa & Ae 2001;
Wissuwa et al. 1998). Em trabalhos com uma populacdo de mapeamento
derivada de Kasalath (eficiente na aquisicdo de P) e Nipponbare (ineficiente).
Wissuwa et al. (2002) indicaram que Pupl responde por cerca de 80% da
variabilidade fenotipica para caracteristicas relacionadas com absorcdo de P em
arroz. Gamuyao et al. (2012) identificaram o gene responséavel pelo loco Pupl,
Phosphorus-starvation tolerance 1 (Pstoll), que codifica uma proteina quinase
envolvida no desenvolvimento precoce do sistema radicular de arroz em
condi¢des de baixo P, na variedade tradicional Kasalath e ausente no genoma
de referéncia do arroz (Nipponbare).

A superexpressao constitutiva da regido codificante do gene Pstoll
(35S::Pstoll) foi feita nas variedades modernas irrigadas de arroz IR64 e
Nipponbare, que naturalmente ndo possuem o gene Pstoll. Analises fenotipicas
em duas regides com solos com baixo P mostraram que alta expressao do
transgene aumentou a produtividade de grdos em mais que 60% em ambas as
variedades de arroz. O peso seco de raiz, o total de P e o peso de grdos foram
maiores em linhagens IR64 com alta expressao do transgene em comparacao
com plantas ndo transgénicas ou com baixa expressdo do trangene em
condicBes de baixo P. De forma semelhante o peso de gréos e o total de P foram
maiores nas linhagens transgénicas de Nipponbare em relacdo as plantas
controle ou com baixa expressao (Gamuyao et al. 2012).

A andlise fenotipica de linhagens IR64 superexpressando o gene Pstoll
foi feita em solugao nutritiva, tratamentos de baixo (10 pM) e alto P (100uM). Sob
ambos os tratamentos, o comprimento total de raiz e a area de superficie foram
significativamente maiores em plantulas transgénicas. Experimentos com
linhagens semi-isogénicas (NILs IR64 e IR74) com e sem o loco Pupl também
foram feitos, mostrando um significativo aumento no crescimento radicular sob

alto e baixo P (Gamuyao et al. 2012).



Para analisar a expressao do gene Pstoll durante o desenvolvimento
radicular, o gene repérter da B-glucoronidase (GUS) foi expresso em plantas
transgénicas IR64 sob controle do promotor nativo do Pstoll. Expressao de GUS
foi detectada no meristema, onde sédo formadas as raizes da coroa, principais
constituintes do sistema radicular em arroz. No meristema radicular, a expresséo
de GUS foi restrita aos primordios das raizes da coroa e células do parénquima
fora do cilindro vascular periférico, padrdo semelhante ao de outros genes
envolvidos no desenvolvimento radicular. Esses dados indicam que, 0 gene
Pstoll € um regulador do desenvolvimento precoce e do crescimento da raiz em

arroz (Gamuyao et al. 2012).

1.6.1 SbPstoll

Utilizando ferramentas de genbmica comparativa, foi realizada uma
busca por homélogos do gene OsPstoll no genoma de sorgo (Sorghum bicolor)
por meio do mapeamento associativo utilizando dois painéis de associagéo de
sorgo fenotipados para absorcdo de P, morfologia e arquitetura do sistema
radicular em hidroponia, além da produtividade de grdos e do acumulo de
biomassa sob condi¢cdes de baixo P no Brasil e/ou Mali. Seis genes candidatos
SbPSTOL1 foram identificados codificando proteinas preditas com identidade
superior a 50% em relacdo ao OsPstoll (Hufnagel et al. 2014).

A validacdo por mapeamento de QTL biparental foi realizada em
populacdo de RILs proveniente de genoétipos de sorgo contrastantes para
absorcdo de P (BROO7 x SC283). QTLs para morfologia radicular foram
encontrados para 0s genes candidatos Sb03g006765 (diametro de raiz e peso
seco), Sbh03g031690 (comprimento de raiz, area de superficie radicular e volume
de raizes finas) e Sb07g002840 (peso seco de raiz e diametro radicular). Além
disso, também houve forte associacdo dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690
com caracteristicas de arquitetura radicular (Hufnagel et al. 2014).

Os resultados encontrados por Hufnagel et al. (2014) sugerem que 0s
genes Sh03g006765, Sb03g031690 e Sb07g002840 possuem um papel mais
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geral no sistema radicular, alterando a morfologia e a arquitetura radicular, com

ganho na produtividade em condi¢gGes de baixo P.

1.6.2 ZmPstoll

Seis genes candidatos a homélogos do gene OsPstoll de arroz foram
identificados no genoma do milho (Zea mays) (Azevedo et al. 2015). O
mapeamento de QTL em uma populacdo de RILs proveniente de dois gendétipos
contrastantes para aquisi¢céo de P (L3 x L22), com modelos para caracteristicas
simples (MIM) e multiplas (MT-MIM) permitiu a identificacdo de treze regides
gendmicas associadas a caracteristicas de raiz, acimulo de biomassa, teor de
P em plantulas de milho.

Quatro genes (ZmPstol3.06, ZmPstol4.05, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1)
co-localizaram com QTLs para caracteristicas de raiz, acumulo de biomassa e
teor de P e dentre eles trés genes (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1)
foram mais expressos na raiz do que na parte aérea em condicGes de baixo P
(Azevedo et al. 2015). Além disso, tiveram expressao génica maior na linhagem
parental doadora dos alelos favoraveis. A co-localizacdo com QTLs de
morfologia radicular € uma importante evidéncia, uma vez que andlises
fenotipicas em solucdo nutritiva de linhagens semi-isogénicas de arroz com e
sem o 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).
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2 OBJETIVO

Superexpressar em tabaco os genes OsPstoll e seus homoélogos de
milho e sorgo visando verificar a funcionalidade quanto ao aumento da superficie

radicular.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ARVORE FILOGENETICA DE PROTEINAS QUINASES DE ARROZ,
MILHO, SORGO E TABACO

Utilizando a sequéncia de aminoacidos do OsPstoll (BAK26566) foram
realizadas buscas contra banco de dados do genoma de tabaco
(http://solgenomics.net/organism/Nicotiana_tabacum/genome) usando BLASTp.

As nove proteinas preditas de tabaco com mais de 50% de identidade
foram selecionadas e alinhadas utilizando o software ClustalX versdo 1.83
(Thompson et al 1997). O alinhamento incluiu as proteinas preditas do Pstoll de
arroz, de milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1) e de sorgo
(Sb07g002840, Sb03g031690 e Sh03g006765). As sequéncias de aminoacidos
foram analisadas pelo método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) utilizando o
programa NEIGHBOR (PHYLIP, Phylogeny Inference Package version 3.57c;
Felsenstein 1993) e distancias PAM (Dayhoff et al. 1978), obtidas com o
programa PRODIST (PHYLIP). O bootstrap na analise Neighbor-joining foi feita
com o programa SEQBOOT (PHYLIP). As arvores foram visualizadas com o
programa TREEVIEW (Page 1996).

3.2 CLONAGEM DO GENE PSTOL1 E DE SEUS HOMOLOGOS EM MILHO E
SORGO

As regides codificantes do gene Pstoll de arroz (OsPstoll- 975pb), dos
homodlogos de milho (ZmPstol3.06 — 1026 pb, ZmPstol8.02 — 1332 pb e
ZmPstol8.05_1 — 1128 pb) e de sorgo (Sb07g002840 — 1815pb, Sb03g031690 —
1938 pb e Sb03g006765 — 1821 pb) 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) (FIG 1). O vetor pMCG1005 tem o promotor
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ubiquitina para regulacdo e expressdo dos genes candidatos e o marcador de
selecéo para planta € o gene Bar sob promotor 4x35S (FIG. 1). As sequéncias
utilizadas foram BAK26566 para arroz (Gamuyao et al. 2012), ZmPstol8.02 e
ZmPstol8.05_1 provenientes da linhagem de milho L22 e ZmPstol3.06 da
linhagem de milho L3, sequenciadas por Negri (2015) e Sb07g002840,
Sb03g031690 e Sb03g006765 que foram sintetizadas com base no genoma

referéncia de sorgo BTx623 (Anexo 1).

Avrll Spel

ZmPstol3.06
ZmPstol8.02
Right border
? MCS1 Spel (749); Xmal (758); Smal (760); Sacl (782) Sb079002840
& Wy—_ricé Waxy-aintron Sb03g031690
R MCS2 A\./rll (1912); Ascl (1941); Stul (2075) Sb03 006765
- ) Vv .
pMCG1005
o v{l—dx 358
y &

- Left border

TrfA

Figura 1 - Vetor binario pMCG1005 com o promotor ubiquitina no sitio de clonagem dos
fragmentos e o marcador de selecdo gene Bar sob promotor 4x35S, regifes codificantes
dos genes OsPstoll, homologos de milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1)
e de sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) sintetizadas e clonadas nos

sitios Avrll e Spel.
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3.3 TRANSFORMACAO DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS COM OS
GENES CANDIDATOS

A insercdo do cassete de expressdo em Agrobacterium tumefaciens
EHA101 (Hood et al. 1986) foi feita pela adicdo do vetor binario em células
eletrocompetentes via eletroporagao. Posteriormente, foi colocado 1,0 mL de
meio YEP sem antibiotico e essa mistura foi incubada por 2 horas a 28 °C com
agitacdo, centrifugada e ressuspendida em 200 pyL de meio YEP. Foram
plaqueados 50 pL dessa suspensdo em meio YEP solido com os antibioticos
canamicina, espectinomicina e clorofenicol. As placas foram incubadas a 28 °C
por trés dias. Uma colbnia de cada construcdo génica foi isolada e 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 & Russel
(2001). Foi aplicado 1,0 pL do DNA plasmidial em gel de agarose 0,8% para

confirmar a transformacao.

3.4 TRANSFORMACAO DE TABACO COM OS GENES CANDIDATOS

As plantulas de Nicotiana tabacum cv. Petit havana, mantidas in vitro, e
com aproximadamente 5 cm de altura foram utilizadas para a transformacéao via
Agrobacterium tumefaciens. As culturas de Agrobacterium contendo as
construcdes génicas UBI::pMCG1005::NOS, UBI::OsPstol1::NOS,
UBI::ZmPstol3.06::NOS, UBI::ZmPstol8.02::NOS, UBI::Zmpstol8.05_ 1::NOS,
UBI::Sh07g002840::NOS, UBI::Sb03g031690::NOS e UBI::Sb03g006765::NOS
foram colocadas em contato com discos foliares de tabaco em uma placa de
Petri, durante 1 minuto. Apos serem agitados, os explantes foram transferidos
para o meio PSM (Shooting Medium — Anexo 2), sem antibiético ou agente de
selecéo por 48 horas a 24-26 °C em uma camara de crescimento iluminada.
Aplés esse periodo, os explantes foram transferidos para meio PSM
suplementado com 100 mg/L tioxin. Apds sete dias foram transferidos para um
novo meio PSM + antibiético + 1 mg/L PPT (fosfinotricina) e subcultivdas a cada
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sete dias até que calos aparecessem e ocorresse a diferenciacéo das folhas. As
plantulas foram isoladas (com cerca de 1 cm de comprimento) e transferidas
para meio de enraizamento PRM (Anexo 2) + antibiético suplementado com 1
mg/L PPT. As plantulas transformadas e enraizadas foram transferidas para o
solo. Nova selecdo com herbicida PPT foi feita borrifando solugcdo de 1mg/mi
sobre as folhas das plantas em casa de vegetacédo. Plantas resistentes ao
herbicida permaneceram verdes, enquanto plantas sensiveis apresentaram

folhas com coloracdo amarelada e morreram.

3.5 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS LINHAGENS
TRANSGENICAS

Com o intuito de verificar a insercdo dos cassetes de expressao nas
linhagens transgénicas de tabaco regeneradas foram realizadas reacdes de
PCR utilizando 10 ng/uL de DNA genémico extraido de cada linhagem usando o
método de Saghai-Maroof et al. (1984), 10 uM primer direto, 10 uM primer
reverso, tampao 10X, dNTP’s 2,5 uM, Taq DNA Polimerase Platinum Invitrogen
500 U, DMSO 20% e agua ultra pura para um volume final de 20 uL de reacéo.
As condic8es do ciclo no termociclador foram: 94 °C durante 2 minutos, seguido
de uma ciclagem de 35 vezes: 94 °C por 20 segundos para desnaturacao da
dupla fita de DNA, 62°C por 30 segundos para anelamento dos primers e 72 °C
por 30 segundos para extensdo, terminando com 72°C por 5 minutos. Para a
amplificagdo do DNA gendmico foram utilizados um primer senso na regido
promotora e um primer complementar a regiao codificadora do gene de interesse
(TAB. 1).
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Tabela 1 - Sequéncia dos primers utilizados para confirmar a insercédo do transgene.

Primers Sequéncias 5' - 3' Tamanho fragmento
ubi_127 F GTGTTTAGCAAGGGCGAAAA
pOsPST1_580_R TCAGATGGCACAGTTTGCTC 707 pb
pSbPST28 540 R CAGCGGGTAGGTAAGCAAGA 667 pb
pSbPST 31 594 R TTGGTAGGGCACCTCTGAAG 721 pb
pSbPST67_ 611 R CACTCCACGAGAAACCCATT 738 pb
pZmPST1_606 R  TAGGTATTCGAGCCCTCTGG 733 pb
pZmPST4 543 R GGCCAATCCAAAGTCAGAGA 670 pb
pZmPST6_ 609 R CCATCCTAAAACTGCCTTCG 736 pb
Bar F1 AGAAACCCACGTCATGCC 427 pb
Bar R1 GTGGTTGACGATGGTGCA

3.6 ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DO TRANSGENE POR gPCR

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens de linhagens transgénicas
To de acordo com Saghai-Maroof et al. (1984) e usado a uma concentracao de
20ng/uL. As reacdes de PCR guantitativo foram conduzidas no equipamento
7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)
utilizando o kit Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City,
CA) seguindo as recomendacfes do fabricante. A estimativa do numero de
insergcdes do transgene no genoma de tabaco foi feita conforme Barros et al.
(2011) e Zhang et al. (2014). Como referéncia de cépia Unica foram usados 0s
primers para o gene Axil (SUBR et al. 2006) de tabaco e para o transgene,
primers do gene Bar (marcador de selecdo no cassete de transformacao,
sequéncias: bar-F 5ACAGCGACCACGCTCTTGA3’ e bar-
R5'GCTCTACACCCACCTGCTGAS3)).

Inicialmente, a estimativa do numero de copias do transgene foi
calculada para amostras aleatorias de cada construcdo génica utilizando a
formula 2Ctreference=Ct_transgene ' gnle ndo € preciso uma linhagem calibradora com
copia Unica do transgene (Zhang et al. 2014). A partir dessa analise, uma
amostra com copia Unica do transgene foi selecionada como calibradora e usado
o0 método de Barros et al. (2011), no qual se utiliza a equagio 2-22¢t (Livak &

Schimittgen 2001), para quantificar niveis de expresséo relativa.
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A reacéao foi composta por 2,5 uL de DNA genémico 20ng/uL, 5 pL do
reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA),
0,6 L de cada primer e 1,3 uL de agua ultra pura. As condi¢des do termociclador
foram: 95 °C por 20 segundos uma vez, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 3

segundos e 60 °C por 30 segundos.

3.7 TESTE DE SEGREGACAO EM EVENTOS TRANSGENICOS

Sementes de eventos transgénicos de tabaco foram germinadas em
meio MS (Murashige & Skoog 1962) sem agente de selecdo. Plantulas com 20-
35 dias apds a germinacédo foram usadas para extracdo de DNA genémico pelo
meétodo de Saghai-Maroof et al. (1984). Reacdo de PCR para confirmar presenca
e auséncia dos genes de interesse e padrbes de segregacao mendeliana foi
feita, utilizando-se as mesmas condi¢cBes descritas no item 2.4 e os primers TAB.
1.

A andlise de segregacdo foi feita usando o teste de x 2 em que os valores
observados foram comparados com os valores tedricos correspondentes para a

integracdo de uma ou mais copias do transgene (Tizaoui & Kchouk 2012).

3.8 ANALISE DE EXPRESSAO DOS TRANSGENES POR gPCR

Sementes de eventos transgénicos de tabaco foram desinfetadas com
hipoclorito de sodio 6% por 5 minutos, lavadas com agua destilada e germinadas
em frascos com meio de cultura MS % (Murashige & Skoog — Anexo 2)
polimerizado com &gar Sigma, sob tratamento de baixo P (97 uM de P).

O RNA total foi extraido de plantulas inteiras de tabaco (57 dias apés
germinacdao) utilizando o kit Plant RNeasy (Qiagen), seguindo as orientacdes do
fabricante. A concentracdo do RNA foi determinada pela leitura de absorbancia
a 260, 280 e 320 nm e a qualidade foi verificada por eletroforese em gel de

agarose a 2%. A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 1 ug de RNA total,
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previamente tratados com DNase |, utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biossystems, CA).

As andlises de PCR quantitativo (gPCR) foram realizadas no
equipamento ABI7500 utilizando a metodologia Tagman e SYBR Green,
segundo as recomendacdes do fabricante. Foi utilizado um par de primers 18S
ribossomal TagMan® (Life Technologies, Reino Unido) e um par de primers 18S
ribossomal SYBR Green como controle enddgeno e primers especificos para 0s
genes Bar, OsPstoll, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, ZmPstol8.05 1,
Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 (TAB. 2). A reagcdo para 0 ensaio
Tagman foi composta por 2,0 uL do ensaio (primer e sonda), 10 uL de TagMan®
Universal PCR Master Mix (Life Technologies, Reino Unido), 6,0 yL de agua ultra
pura e 2,0 uL de cDNA. As condic6es do termociclador foram: 50 °C por 2
minutos, seguida por um aquecimento de 95 °C por 10 minutos por uma Unica
vez e, depois, 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60 °Cpor 1 minuto. A reacao
paro o ensaio com Syber Green foi composta por 2,5 yL de cDNA, 5 uL do
reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA),
1,0uL de cada primer (exceto para primer do gene Bar, 0,6uL ) e 1,3 yL de agua
ultra pura. As condi¢gbes do termociclador foram: 95 °C por 20 segundos uma
vez, seguida por 40 ciclos de 95 °C por 3 segundos e 60 °C por 30 segundos.

A expressdo génica relativa foi calculada conforme o método 2-2ACT

(Livak & Schmittgen , 2001) utilizando a seguinte equacao:

ER = 2 —AACt
Onde:
ER = expresséo relativa
AAct = Ctgene - alvo - Ctnormalizador
Ct = “Thresholdcycle”, ciclo em que a fluorescéncia do alvo se torna

significativamente maior que o “ruido” (“background”)
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Tabela 2 - Sequéncias dos primers e sondas utilizados nos ensaios de expressao génica

Tagman e Sybr das plantas transformadas com genes candidatos.

Primers Sequéncias 5' - 3' Ensaio usado
Bar F ACAGCGACCACGCTCTTGA Sybr
Bar R GCTCTACACCCACCTGCTGA

OsPstol1-F GTTTGTGGTGCATACAACTCGT Sybr
OsPstol1-R GGTTCCTCAAAAACAGAAGATG

Sb03g006765 F CGCCGACGATGAACATCTC Sybr
Sb03g006765 R TGGCTCTGCTGAAGACGAA

Sb07g002840 F CACCAGCCTCGATTTCATACAA Sybr
Sb079g002840 R AGCCGCACCGGAAGTAGAC

Sb03g013690 F CGCTCCTCCTTGCTGTCTTG Sybr
Sbh03g013690 R TGTAATCGTCGTCGGAAGGAT

ZmPstol8.05 1 F ATCAAAAAGAAAAGAAGCAGCA Tagman
ZmPstol8.05 1 R AAGGATGTGAGAATGACTAGACAC

ZmPstoI8.05:1 Sonda AACGGCAACAGCACCAACAATAGG

ZmPstol3.06 F AGTATCAGCAGGACTTGTCATG Tagman
ZmPstol3.06 R CGCCCTCTTGGATCCTTG

ZmPstol3.06 Sonda CAAGCAGAACCCCGTCAGTGTCA

ZmPstol8.02 F CAGGAATTTCACTGCAACTAGACGACCA Tagman
ZmPstol8.02 R CCGTCACCTTTGGAGTCATG

ZmPstol8.02 Sonda TGGTTTTCAAGGGAAGGCTAG

3.9 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO SISTEMA RADICULAR

As sementes de tabaco foram germinadas em placas de Petri
convencionais com meio de cultura MS %2 sob tratamento de baixo P (97 uM de
P). Apds a germinacéo, foram selecionadas duas plantulas uniformes por placa
com trés repeticdes que foram transferidas para placas de Petri com dimensdes
de 150mm x 25mm com o mesmo meio. Os experimentos foram realizados em
camara 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 equipado com
unidade de luz adicional (TPU) e os dados analisados com o software WinRhizo
v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, Canada), sendo quantificadas as seguintes
caracteristicas radiculares, comprimento total (cm), area projetada (cm?2),
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superficie total (cm?), média de diametro (mm), comprimento total por metro
clbico de solo, (cm/m3), volume total (cm3), nimero de pontas, nimero de
intersec¢des, numero de ramificacfes. Além de comprimento de raiz (C), area
de superficie (AS), area projetada (AP), volume (V) e nimero de pontas (P)
dividido nos seguintes diametros 0,0<X<1,0 e 1,0<X>4,5 (de Sousa et al. 2012).
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4 RESULTADOS

4.1 ARVORE FILOGENETICA DE PROTEINAS QUINASES DE ARROZ, MILHO,
SORGO E TABACO

A andlise filogenética feita pelo método Neighbour-Joining entre as
proteinas PSTOL1 preditas de tabaco com identidade maior do que 55% com a
OsPSTOL1, as proteinas de arroz, milho e sorgo mostrou que as proteinas de
tabaco se agruparam separadamente das demais (FIG. 2). Todas as proteinas
apresentam o dominio serina-treonina quinase em comum, porém apresentam
diferencas nas sequéncias e por isso a insercdo dos genes heter6logos em
plantas de tabaco provavelmente ndo deve silenciar os genes Pstol1l.

{ nt165497
nt165496
nt165527

_: nt97611

nt165481

nt167932

nt182684
—: nt182685
nt151610

{ ZmPSTOL8.02

Sb03g006765
ZmPSTOL3.06
Sb039g031690

ZmPSTOL8.05_1

Sb07g002840
OsPSTOL1

900.0

Figura 2 - Analise filogenética das proteinas quinases de arroz (OsPSTOL1), de milho
(ZmPSTOL8.05_1, ZmPSTOL3.06 e ZmPSTOL8.02), de sorgo (Sb07g002840,
Sb03g031690 e Sb03g006765) e de tabaco (nt151610, nt165527, nt165497, nt182684,
nt167932, nt165481, nt97611, nt165496, nt182685). A analise filogenética das proteinas

foi feita pelo método Neighbour-Joining.
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4.2 TRANSFORMACAO DE AGROBACTERIUM TUMEFACIENS COM OS
GENES CANDIDATOS

Os genes de interesse (OsPstoll, ZmPstol8.05 1, ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02, Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram
corretamente inseridos em Agrobacterium tumefaciens EHA 101, uma vez que o

padrdo de bandas do vetor pMCG1005 foi confirmado, conforme observado na
FIG. 3.

M 1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15
" -k . Sahu—u-“mxih :
- . - - y

s — et s G

LEl 1T

Figura 3 - Gel de agarose para visualizacdo da insercdo do plasmideo com as
construcdes de interesse em Agrobacterium tumefaciens. M — Marcador molecular 1kb
Ladder (Invitrogen); 1 - OsPstoll colénia 1; 2 - OsPstoll coldnia 2; 3 - ZmPstol8.05_1
colénial; 4 - ZmPstol8.05 1 colbnia 2 ; 5 - ZmPstol3.06 colbnia 1; 6 - ZmPstol3.06
coldnia 2; 7 - ZmPstol8.02 colbnia 1; 8 - ZmPstol8.02 colbnia 2; 9 - Sb07g002840 colbnia
1; 10 - Sb07g002840 coldnia 2; 11 - Sb03g031690 colbnia 1;12 - Sb03g031690 colbnia
2; 13 - Sb03g006765 coldnia 1; 14 - Sb03g006765 colbnia 2 e 15 - pMCG1005 vazio.

4.3 TRANSFORMACAO DE TABACO COM OS GENES CANDIDATOS

Apés a insercdo dos cassetes de expressdo na Agrobacterium
tumefaciens EHA 101, foi feita a transformacéo dos discos foliares a partir de
plantulas de tabaco cultivadas in vitro (FIG. 4A) e o material foi selecionado com
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herbicida fosfinotricina (PPT) (FIG. 4B) para selecionar os calos resistentes.
Conforme pode ser observado na FIG. 4B, os calos resistentes exibem coloragao
esverdeada, enquanto 0s susceptiveis apresentam coloracdo marrom. O
subcultivo dos explantes foi feito até o aparecimento dos calos e diferenciacéo
das folhas (FIG. 4C). As plantulas foram isoladas, transferidas para meio de
enraizamento (FIG. 4D) e transferidas para vasos com solo em casa de
vegetacao (FIG. 4E). As plantas foram selecionadas com herbicida PPT em casa

de vegetacao e as plantas sobreviventes foram testadas quanto a insercédo do

cassete de expressao e multiplicadas (FIG. 4F e 4G)

Figura 4 — Processo de transformacéo de tabaco. A- Discos de folha de tabaco no meio
MS sélido com Agrobacterium tumefaciens com as constru¢cdes pMCG1005-OsPstoll,
ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, ZmPstol8.05 1, Sb07g002840, Sb03g031690 e
Sb03g006765. B- Estagios iniciais da formacdo de calos no meio de selecéo
(fosfinotricina — 1.0 yM PPT), C- Desenvolvimento da parte aérea sob selecao, D-
Plantula de tabaco enraizando in vitro, E- Planta de tabaco em pote com solo na casa
de vegetacdo, F- Tabaco transgénico crescendo na casa de vegetacdo, G- Tabaco

florescendo.
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4.4 IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DAS LINHAGENS
TRANSGENICAS

As plantas selecionadas em casa de vegetacdo com herbicida PPT foram
testadas quanto a insercéo dos genes de interesse por PCR. Todas as plantas
avaliadas apresentaram o fragmento amplificado por PCR, indicando a presenca
do gene Bar (FIG. 5). Ja para a presenca do inserto gene especifico (FIG. 6),
foram observadas cinco plantas positivas de quatorze avaliadas para OsPstol1,
oito positivas de onze avaliadas para ZmPstol8.05_1, seis positivas de seis
avaliadas para ZmPstol3.06, sete positivas de sete avaliadas para ZmPstol8.02,
oito positivas de oito avaliadas para Sb03g031690 e dez positivas de dez
avaliadas paraSb03g006765. A construgcao Sb07g002840 apresentou apenas
duas plantas transformantes em um total de sete avaliadas. Numero total de
eventos transgénicos por construcdo pode ser observado na TAB. 3 e quase
todos os eventos estdo representados nos géis da FIG. 5 e 6.
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4 5 6 7 C+C-C-C-

«—427 bp - e g B ED oo +«—— 427 bp

L 2 3 56 7 910 C+ C-C-C-

G . G e s D G «— 427 bp +«—— 427 bp

L1 2 356 7 8 10C+C- C-C-

R N RN N e IO
«— 427bp

L 34 56 7 9 10 C+C-C-C-

Figura 5 — Fragmentos amplificados por PCR para o gene Bar das plantas de tabaco
transformadas e regeneradas com as construgfes de interesse. (A) OsPstoll, (B)
ZmPstol8.05_1, (C) ZmPstol3.06, (D) ZmPstol8.02, (E) Sb03g031690, (F)
Sh03g006765, (G) Sb07g002840, (H) pMCG1005. L - 1 kb Plus Ladder (Invitrogen), 1 a
10 - Plantas regeneradas da transformagdo com Agrobacterium tumefaciens, C+:
Controle positivo (plasmideo), C-: Controle negativo (planta de milho selvagem, planta
de tabaco selvagem e branco da reacdo — sem DNA, respectivamente). As setas

indicam o tamanho do fragmento amplificado.
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«— 707 bp «— 733 bp
+~— 736 bp
«~— 670bp - = e 9 gy e e
L 2 3 56 7 9 10 C+ C-C-C-

L1 2 3 566 7 8 10 C+ C-C-C-

4 5 6 7 C+C-C-C-

Figura 6 - Fragmentos amplificados por PCR para os genes de interesse das plantas de
tabaco transformadas e regeneradas com as construgdes de interesse. (A) OsPstoll,
(B) ZmPstol8.05_1, (C) ZmPstol3.06, (D) ZmPstol8.02, (E) Sb03g031690, (F)
Sb03g006765, (G) Sb07g002840. L - 1 kb Plus Ladder (Invitrogen), 1 a 10 - Plantas
regeneradas da transformagdo com Agrobacterium tumefaciens, C+: Controle positivo
(plasmideo), C-: Controle negativo (planta de milho selvagem, planta de tabaco
selvagem e branco da reacdo — sem DNA, respectivamente). As setas indicam o
tamanho do fragmento amplificado. Os numeros em vermelho indicam as plantas

positivas quanto a insergéo do transgene.
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Tabela 3 - Total de eventos transgénicos para cada gene candidato.

Construcdes Total de eventos
pMCG1005
(4x35S::Bar::NOS)
UBI::OsPstol1::NOS
UBI::ZmPstol3.06::NOS
UBI::ZmPstol8.02::NOS
UBI::ZmPstol8.05_1::NOS
UBI::Sb07g002840::NOS
UBI::Sb03g031690::NOS
UBI::Sb03g006765::NOS 10

0O N 0 ~NO O N

4.5 ESTIMATIVA DO NUMERO DE COPIAS DO TRANSGENE POR gPCR

O numero de coépias do transgene foi calculado pelo método 2-44Ct
comparando-se cada amostra desconhecida com o DNA do evento 6
deZmPstol8.02, que continha uma Unica cépia do transgene, confirmada pelo
teste de segregacdo com proporcdo mendelina 3:1 neste evento. Como
esperado, o tabaco nao transformado ndo apresentou amplificagédo para o gene
Bar. Eventos transformados apresentaram insercdo de uma a trés copias do

transgene conforme mostrado na TAB. 4.
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Tabela 4 - Estimativas do nimero de coépias do transgene por qPCR calculado pelo 2

AACt em linhagens Ty de tabaco.

Amostras

N° de copias (2-24C)

Segregacdo e valor x 2

Tabaco néo transgénico
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev.
pMCG1005 Ev. 10

OsPstoll Ev. 5
OsPstoll Ev. 6
OsPstoll Ev. 11
OsPstoll Ev. 21
OsPstoll Ev. 22
ZmPstol8.05_1 Ev.4
ZmPstolL8.05 1 Ev.8
ZmPstol8.05_1 Ev.10
ZmPstol8.05_1 Ev.11
ZmPstol8.05_1 Ev.13
ZmPstol8.05_1 Ev.14
ZmPstol8.05_1 Ev.15
ZmPstol8.05_1 Ev.16
ZmPstol3.06 Ev.1
ZmPstol3.06 Ev.3
ZmPstol3.06 Ev.5
ZmPstol3.06 Ev.6
ZmPstol3.06 Ev.7
ZmPstol3.06 Ev.8
ZmPstol8.02Ev.2
ZmPstol8.02 Ev.3
ZmPstol8.02 Ev. 5
ZmPstol8.02 Ev. 6
ZmPstol8.02 Ev.7
ZmPstol8.02 Ev.9
ZmPstol8.02 Ev.10
Sbh079g002840 Ev.4
Sbh07g002840 Ev.5
Sbh03g031690 Ev.1
Sb03g031690 Ev.2
Sb03g031690 Ev.3
Sh03g031690 Ev.5
Sh03g031690 Ev.6
Sbh03g031690 Ev.7
Sbh03g031690 Ev.8
Sb03g031690 Ev.10
Sh03g006765 Ev.5
Sb03g006765 Ev.6
Sb03g006765 Ev.7
Sb03g006765 Ev.12
Sb03g006765 Ev.13
Sb03g006765 Ev.19
Sb03g006765 Ev.20
Sbh03g006765 Ev.21
Sbh03g006765 Ev.29
Sh03g006765 Ev.30

O~NOoO O~ w

0,00
0,52
0,98
2,70
0,50
1,12
0,39
0,45
0,79
1,17
1,72
0,80
0,80
0,44
0,62
0,39
0,32
0,57
0,39
0,39
0,34
1,33
0,40
1,35
0,71
0,55
0,70
0,24
0,84
0,39
1,00
1,54
1,37
0,70
0,49
0,44
0,52
0,37
0,58
0,41
0,40
0,83
0,32
0,42
0,72
0,74
0,96
1,00
0,59
0,69
0,83
0,94
0,80
0,66

3:1 (1,33)

3:1 (0,85)

1:0 (7,33)

3:1 (0,01)
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4.6 TESTE DE SEGREGACAO EM EVENTOS TRANSGENICOS

O teste de segregacao foi feito por meio de reacdo de PCR (FIG.7) com
0s eventos pMCG1005 Ev. 7, OsPstoll Ev. 6, ZmPstol3.06 Ev.1 e ZmPstol8.02
Ev. 6, que apresentaram uma coépia do transgene no experimento descrito no
item 4.5. Para o evento pMCG1005 Ev. 7 do total de dezesseis plantulas
quatorze foram positivas para o gene especifico e duas negativas (FIG.7A), no
evento OsPstoll Ev. 6 (FIG.7B) de dezenove plantulas dezesseis foram positivas
e trés negativas, evento ZmPstol3.06 Ev.1(FIG.7C) de vinte e duas plantulas
todas foram positivas e evento ZmPstol8.02 Ev. 6 (FIG.7D) de dezenove
plantulas quatorze foram positivas e cinco negativas.

Teste de x 2 foi feito nas plantulas com individuos positivos e negativos
para o gene especifico, obtendo valores de qui-quadrado a p<0,05 menores que
o tabelado (3,481), mostrando que a segregacao nesses eventos segue padroes

de segregacao Mendelianos 3:1.



30

L1 @2 38 4.5 B @8 g 4011 12 135 14 195 46  C+/C. C- G

L12 3 45 6 78 9 10111213 14 1516 1718 19 C+ C- C-C-

L1 2 3 46 67 8 810 111213 141516171819 20 21 22 C+ € C- C-

D

L12 3 45 6 789 1011121314 1516 1718 19 C+ C- C-C-

Figura 7 - PCR das plantulas de tabaco OsPstoll Ev. 6, ZmPstol3.06 Ev.1 e ZmPstol8.02
Ev. 6 utilizando primers especificos para os genes de interesse. L - 1 kb Plus Ladder
(Invitrogen), 1 a 16 (A), 1a 19 (B), 1 a 22 (C), 1 a 19 (D) — Plantulas crescidas em meio
MS sem agente de sele¢cédo, C+: Controle positivo (planta positiva para o gene), C-:
Controle negativo (planta de milho selvagem, planta de tabaco selvagem e branco da
reacdo — sem DNA, respectivamente). Os numeros em vermelho indicam as plantas

positivas por PCR.
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4.7 ANALISE DE EXPRESSAO DOS TRANSGENES POR gPCR

Foi realizado um ensaio de expressao com o0 gene Bar para verificar
presenca de transcritos em eventos transgénicos de tabaco para as construcées
pMCG1005, OsPstoll, ZmPstol8.05 1, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02,
Sb03g031690 e Sb03g006765. A expressao do gene Bar foi variavel entre os
eventos e entre as construgdes (FIG. 8). Os eventos pMCG1005 Ev. 4, OsPstoll
Ev. 6 e ZmPstol8.02 Ev. 3 apesar de apresentarem estimativa de nimero de
cOpias igual ou préximo de um ndo apresentaram niveis de expressao
semelhantes entre si ou entre eventos da mesma construgéo com estimativa de
namero de copias inferior a um. N&o houve correlacdo entre os niveis de
expressao e o numero de cépias do gene Bar.

Além da expressdo do gene Bar, foram analisados o0s niveis de
expressdo dos transcritos para o0s genes especificos (ZmPstol8.05 1,
ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sbh03g006765) (FIG. 9). Nesse
caso, também houve variacdo da expressao génica entre eventos individuais. Os
eventos quatro e oito de ZmPstol8.05 1 mostraram padrdo de expressédo do
gene Pstoll semelhante ao Bar. Todos o0s eventos expressaram os genes Pstoll,
com excegao dos eventos ZmPstol8.02 Ev. 3 e ZmPstol8.02 Ev. 5, que

apresentaram valores muito baixos de expressao.



32

0 =

Ev3 Ev4 Ev5 Evé EvO Ev10 Ev5 Evé Ev4 Ev8 Evl Ev5 Ev6 Ev7 Ev8 Ev2 Ev3 Ev5 Ev7 EvOEvI0 Evl Ev3 Ev5 Ev6 Ev7 Ev8Ev1O0 Ev5 Ev6 Ev7

pMCG1005 OsPstol1 ‘ ZmPSTOL3.06 ZmPSTOL8.02 Sh03g013690 Sh03g006765
ZmPSTOL8.05_1

Figura 8 - Expressdo do gene marcador de selegdo Bar em eventos transgénicos das
construcbes pMCG1005, OsPstoll, ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02,
Sb03g031690 e Sh03g006765. A expressdo génica relativa foi calculada utilizando o
método 222°T, As barras de erro correspondem a SEM de 3 repeticdes técnicas com 20
plantas cada.
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Figura 9 - Expressdo dos genes Pstoll em eventos transgénicos das construcbes
ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sb03g006765. A

expressao génica relativa foi calculada utilizando o método 2-44CT,
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4.8 ANALISE MORFOLOGICA DOS TRANSGENICOS

Plantulas de tabaco com as constru¢cdes génicas pMCG1005 Ev. 10
(controle), OsPstoll Ev. 5, ZmPstol8.05 1 Ev. 8, ZmPstol3.06 Ev. 5, ZmPstol8.02
Ev. 3, Sb03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 foram fotografadas antes da
coleta de material para os ensaios de expressao génica (FIG. 10, FIG. 11 e FIG.
12). As plantulas contendo constru¢cdes OsPstoll Ev. 5, ZmPstol8.05_1 Ev. 8,
ZmPstol3.06 Ev. 5, ZmPstol8.02 Ev. 3, Sb03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev.
6 mostraram maior crescimento vegetativo (FIG. 10 e 11) e radicular (FIG. 12)
do que as plantulas controle (vetor vazio). As plantulas contendo as construcdes
ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 mostraram crescimento superior as
demais construcdes (FIG. 10, FIG. 11 e FIG. 12). As constru¢cdes ZmPstol8.05_1
Ev. 8, Sh03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6 tiveram crescimento similar,
superior ao controle e ao OsPstoll Ev. 5, e inferior as constru¢cdes ZmPstol3.06
Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3 (FIG. 10, FIG. 11 e FIG. 12).

pMCG1005 osPstol1 ZmPSTOL8.05_1 ZmPSTOL3.06 ZmPSTOL8.02 Sb03g031690 Sb03g006765

Figura 10 - Vista lateral das plantulas de tabaco crescidas em meio de cultura sob baixo
P. Da esquerda para direita: pMCG1005 Ev. 10 (controle), OsPstoll Ev. 5, homélogos
de milho (ZmPstol8.05_1 Ev. 8, ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3) e homdblogos
de sorgo (Sh03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6).
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Figura 11- Vista superior das plantulas de tabaco crescidas em meio de cultura sob
baixo P. A) pMCG1005 Ev. 10 (controle); B) OsPstoll Ev. 5; homélogos de milho: (C)
ZmPstol8.05_1 Ev. 5, D) ZmPstol3.06 Ev. 8 e E) ZmPstol8.02 Ev. 3; homélogos de
sorgo: (F) Sh03g031690 Ev. 1 e G) Sb03g006765 Ev. 6.

PMCG1005  osPstoll ZmPSTOL8.051 ZmPSTOL3.06 ZmPSTOL8.02 56039031690 5bD3g006765

Figura 12 - Plantulas de tabaco individuais crescidas em meio de cultura sob baixo P.
Da esquerda para direita: pMCG1005 Ev. 10 (controle), OsPstoll Ev. 5, homélogos de
milho (ZmPstol8.05_1 Ev. 8, ZmPstol3.06 Ev. 5 e ZmPstol8.02 Ev. 3) e homélogos de
sorgo (Sb03g031690 Ev. 1 e Sb03g006765 Ev. 6).
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4.9 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA DO SISTEMA RADICULAR DOS
EVENTOS TRANSGENICOS

Plantulas de tabaco dos eventos transgénicos foram crescidas em
placas de petri com meio de cultura sob baixo P e o sistema radicular foi
escaneado semanalmente. Foram medidos diversos parametros radiculares,
sendo representados o comprimento radicular total e a area de superficie total
durante um més (FIG. 13). Foi observada diferenca entre comprimento e area de
superficie entre os eventos controles (pMCG1005) e eventos dos genes
OsPstoll, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02, Sb03g031690 e Sb03g006765, mas o0s
resultados fenotipicos ainda ndo sédo conclusivos, uma vez que as plantas ainda

estdo no inicio do desenvolvimento.
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Figura 13 - Comprimento radicular total (cm) e area de superficie radicular total (cm?) de
plantulas de tabaco transgénico crescidas em meio de cultura sob baixo P por 5, 12 e
19 e 26 dias apds a montagem dos experimentos. As barras de erro correspondem a
SEM de 3 repeti¢des técnicas com duas plantas cada.



37

5 DISCUSSAO

A deficiéncia de P ocorre em metade das terras agricolas do mundo, o
que impacta diretamente a produtividade das culturas, uma vez que este
nutriente € essencial para seu crescimento, desenvolvimento e reproducdo
(Raghothama 1999; Abel et al. 2002; Lynch 2011). As plantas sdo capazes de
alteracOes em seu sistema radicular, que incluem mudancas na arquitetura e na
morfologia radicular, abrangendo uma maior area de superficie e assim
absorvendo maior quantidade de P que se encontra nas camadas superficiais do
solo (Marschner 1995; Lynch 1995; Rengel & Marschner 2005; Lynch 2007;
Ramaekers et al. 2010; Lynch 2011; Lynch & Brown 2012). A identificagéo de
genes relacionados com caracteristicas do sistema radicular e eficiéncia na
aquisicao de P sdo importantes, uma vez que podem ser usados em programas
de melhoramento para desenvolvimento de cultivares mais eficientes na
aquisicao de P e de outros nutrientes. O gene Pstoll, identificado em arroz, esta
relacionado ao desenvolvimento precoce de raizes em condi¢cdes de baixo P e a
eficiéncia de aquisicdo P (Gamuyao et al. 2012). Homdlogos desse gene foram
identificados em milho (Azevedo et al. 2015) e em sorgo (Hufnagel et al. 2014)
por meio de mapeamento associativo e de QTL, porém ha necessidade de
validar as suas funcdes.

A arvore filogenética construida com as nove proteinas preditas de
tabaco com identidade entre 55% e 58% a OsPSTOL1, e as demais proteinas
de arroz, milho e sorgo mostrou que as proteinas de tabaco ficaram em um ramo
separado das proteinas das gramineas. Esses dados indicam que 0s genes
Pstoll de arroz e seus homélogos de milho e sorgo inseridos em tabaco,
provavelmente ndo serédo silenciados. Tal fato & esperado quando o gene
inserido no genoma vegetal possui homologia com algum gene enddgeno
(Vendruscolo 2003). O processo de silenciamento génico envolve a interacdo de
sequéncias homologas de DNA ou RNA, no qual o RNA participa do
silenciamento pos-transcricional, onde ocorre a degradacdo de mMRNAs
homodlogos no citoplasma e do silenciamento transcricional, que esta relacionado

com o bloqueio da transcricdo por um RNA antisenso proveniente do proprio
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DNA, causando metilacdo da regido promotora no nucleo (Fagard & Vaucheret
2000; Vaucheret et al. 2001; Vendruscolo 2003).

A superexpressao constitutiva do OsPstoll, dos homologos de milho
(ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06, ZmPstol8.02) e de sorgo (Sb07g002840,
Sb03g031690, Sb03g006765) foi feita em plantas transgénicas de tabaco para
verificar a funcionalidade desses genes em relacdo ao aumento da superficie
radicular. Eventos transgénicos foram obtidos para todas as construgoes
génicas, mas com apenas dois eventos transformantes para 0 gene
Sbh079002840. O conteudo de CG dos genes analisados foi similar, o que ndo
seria um parametro para justificar a reducdo no niumero de transformantes. No
entanto, o gene Sh07g002840, diferentemente do Sb03g031690 e Sb03g006765
ndo tem o dominio WAK_ASSOC na regiao C-terminal (Hunfnagel et al. 2014).
O dominio WAK esta relacionado a proteina de parede celular e pode funcionar
como sensor, possivelmente percebendo as alteragcbes ambientais e alterando o
conteldo de pectina, estrutura e atividade biolégica da parede celular
(Kanneganti & Gupta 2008). Ja foi mostrado que proteinas WAK-quinases séo
necessarias para o alargamento normal das células e, além disso, em cevada e
em arroz genes com esse dominio afetaram o crescimento radicular (Kanneganti
& Gupta 2008, 2011; Kaur et al. 2013).

Do total de plantas analisadas para insercdo do gene especifico nas
construgdes UBI::OsPstol1::NOS e UBI::ZmPstol8.05_1::NOS, nem todas as
plantas foram confirmadas para a presenca o gene especifico, mas apenas para
0 gene de selecdo ao herbicida PPT, indicando que o método de selecdo usado
foi eficiente. A insercéo do gene Bar, mas néo do gene Pstoll pode ser explicada
pela delecdo do gene especifico durante o processo de transformacéo (Sha et
al. 2004). Esse evento € pouco frequente, uma vez que o gene especifico foi
clonado junto a borda direita do T-DNA e a amplificacdo de juncdes do T-DNA
da borda direita tendem a permanecer sem dele¢cbes com localizagcéo de todos
os sitios internos de clivagem (Yang et al. 2013).

A estimativa do numero de copias de linhagens transgénicas de tabaco
por PCR em tempo real para o gene Bar mostrou a inser¢do de uma a trés copias
do transgene. O numero de copias pode influenciar os niveis de expressao e a
estabilidade genética dos genes exdgenos e enddgenos. Portanto, a insercdo de

uma coOpia do transgene é desejavel, pois eventos com coépia Unica sao
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geneticamente estaveis (Gadeleta et al. 2011). Resultados semelhantes com
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens foram encontrados em
duas linhagens transgénicas de Nicotiana tabacum cv. Xanthi com insercédo de
uma copia do transgene AtWBC (Arabidopsis thaliana ATP binding cassette
(ABC) transporter) (Yuan et al. 2007) e em noventa e duas linhagens To de
algoddo com insercdo de uma a quatro cépias do gene nptll (neomycin
phosphotransferase tip Il) (Yang et al. 2013). Em comparacdo com a
transformacdo mediada por Agrobacterium tumefaciens, na transformacao por
biobalistica ocorre integracdo de um grande namero de cépias do transgene no
genoma vegetal, o que pode levar ao silenciamento do transgene
(Vyacheslavovaet al. 2012).

Os transgenes sdo herdados sexualmente como uma caracteristica
dominante (Christou et al. 1989), com heranga na propor¢cdo Mendeliana de 3:1
quando presentes em cépia Unica no genoma hospedeiro (Tizaoui & Kchouk
2012). O teste de segregacdo em eventos transgénicos mostrou segregacao
Mendeliana 3:1, confirmando insercdo de uma cépia do transgene nesses
eventos. Estudos de segregacdo em plantas T1 de tabaco transgénico para o
gene Nptll mostrou segregacao Mendeliana 3:1 em evento com coépia Unica do
transgene, assim como para linhagens T2 e T3 desse evento (Tizaoui & Kchouk
2012). Em trés linhagens de soja transgénica com insercao de cépia Unica do
transgene houve heranca Mendeliana para os genes Gus e Bar até a geracao Ts
(Yong et al. 2006).

A expressdo do transgene foi varidvel entre eventos e entre as
construcdes para 0 gene Bar e entre eventos para 0s genes especificos, nao
sendo diretamente relacionada com o numero de cOpias, mas provavelmente
relacionada com local de integragao do transgene no genoma vegetal (Joyce et
al. 2013). A integragao do T-DNA de Agrobacterium ocorre preferencialmente em
regides promotoras de genes transcricionalmente ativos (Bourras et al. 2015),
em diferentes regides do genoma e também de forma aleatéria (Gelvin & Kim
2007). Em Arabidopsis, a distribuicdo da integracdo do T-DNA foi observada em
regides codificantes, regides nao codificantes, regides intergénicas, sequéncia
repetitivas, incluindo regides de centrébmero e telomero, grande rDNA e 5S rDNA
repetidos (Gelvin & Kim 2007). O pMCG1005 Ev.5 apresentou estimativa de

namero de copia igual a 2,70 e mostrou baixa expressao do gene Bar para este
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evento. A baixa expressdo do transgene foi relacionada com alto nimero de
copias em tomate (Jorgensen et al. 1987) e em petunia (Jones et al. 1987).
Linhagens To de arroz transgénico com alto nimero de copias para o transgene
gusA mostraram reducdo nos niveis de expressdo do gene gusA (Vain et al.
2002).

A andlise morfolégica de plantulas de eventos transgénicos submetidas a
condicbes de baixo P contendo as construgdes UBI::OsPstoll::NOS,
UBI::ZmPstol8.05_1::NOS, UBI::ZmPstol3.06::NOS, UBI::ZmPstol8.02::NOS,
UBI::Sb03g031690::NOS e UBI::Sb03g006765::NOS mostraram crescimento
vegetativo e radicular superior ao das plantas controles (vetor vazio). Plantulas
dos eventos das construcdes UBI::ZmPstol3.06::NOS e UBI::ZmPstol8.02::NOS
se destacaram em relacdo as demais construcdes, apresentando crescimento
superior. Proteinas quinases do tipo receptoras (RLKs) formam a maior familia
génica em plantas e contém um dominio citoplasmatico serina/treonina quinase.
As RLKs regulam diversos processos relacionados ao crescimento e
desenvolvimento das plantas (Osakabe et al. 2013). A proteina OsPSTOL1 de
arroz esta associada ao desenvolvimento e crescimento precoce do sistema
radicular e aquisicao de P (Gamuyao et al. 2012). Ha evidéncias de associacao
entre SbPstoll, crescimento radicular e producdo em campo de sorgo
(Hunfnagel et al. 2014) e co-localizacdo entre ZmPstoll e caracteristicas
radiculares (Azevedo et al. 2015). Além disso, quinases identificadas em
Arabidopsis regulam o crescimento de pelos radiculares em resposta ao estresse
de P (Lan et al. 2013).

A analise fenotipica do sistema radicular de plantulas de tabaco
transgénicas em baixo P mostrou uma tendéncia a ter diferencas no
comprimento total e na area de superficie total em relacdo as plantulas controle
(vetor vazio). Experimentos controles com tabaco convencional (dados né&o
mostrados) indicaram que sdo necessarios cerca de 60 dias para visualizar o
sistema radicular completo do tabaco em meio de cultura, o que ird evidenciar a
diferenca fenotipica entre os transgenes. Plantas de tabaco n&o transgénico em
meio de cultura sob baixo P e em diferentes estagios de desenvolvimento em
solucdo nutritiva no sistema de floating também sob baixo P apresentaram
aumento na razao raiz:parte area e no comprimento total de raizes e reducédo do

ndamero de raizes laterais em comparacdo com plantas com suprimento
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suficiente de P e um aumento da superficie radicularde tabaco, por meio do
aumento do comprimento, raizes laterais e pelos radiculares (Foti et al. 2014;
Zheng et al. 2013).0 aumento no comprimento e na area de superficie radicular,
que levaram a um aumento da aquisicdo de P e producdo de grdo foram
observadas entre linhagens transgénicas de arroz superexpressando o gene
OsPstoll sob baixo P (Gamuyao et al. 2012). Até 0 momento, héa indicios que a
insercdo dos genes homodlogos do OsPstoll de milho e sorgo em plantas
transgénicas de tabaco leva a um aumento da superficie radicular e do

crescimento vegetativo, embora mais estudos sejam necessarios.
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6 CONCLUSAO

Linhagens transgénicas de tabaco superexpressando 0s genes
OsPstoll de arroz e seus homologos de milho (ZmPstol8.05 1, ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02) e de sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690, Sb03g006765) foram
geradas com sucesso. Os eventos positivos tiveram um baixo nimero de cépias
do transgene e expressaram 0s genes para o0 marcador de sele¢céo e os genes
especificos. A caracterizacdo morfolégica dos eventos transgénicos mostrou um
aumento no crescimento vegetativo em relacdo ao controle (vetor vazio) e no
comprimento e area de superficie radicular, mas como as plantulas se encontram
em estado inicial de desenvolvimento os dados fenotipicos ainda ndo sdo
conclusivos. Dessa forma serdo necessarios novos experimentos em condi¢des
de laboratério e casa de vegetacdo com as linhagens dos eventos transgénicos
gerados e com as proximas geracdes para validar a fungcao dos homadlogos de
milho e sorgo do gene OsPstoll no desenvolvimento do sistema radicular e

aquisicao de P.
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ANEXO 1 —SEQUENCIAS DOS GENES OsPstol1, HOMOLOGOS DE MILHO
(ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06 e ZmPstol8.02) E DE SORGO (Sh079g002840,
Sb03g031690 e Sb03g006765)

>0sPstoll- 975pb

ATGCTGCTGTGCCAGCGCGCGAGCAAAAACGCGCCGCGCATTGAAAGCTTTCTGCAGAAACAGGAAACCAGCAACCCGAAACGCTATA
CCCTGAGCGAAGTGAAACGCATGACCAAAAGCTTTGCGCATAAACTGGGCCGCGGCGGCTTTGGCACCGTGTATAAAGGCAGCCTGCC
GGATGGCCGCGAAATTGCGGTGAAAATGCTGAAAGATACCAAAGGCGATGGCGAAGAATTTATTAACGAAGTGGCGGGCATTAGCAAA
ACCAGCCATATTAACGTGGTGAACCTGCTGGGCTTTAGCCTGCAGGGCAGCAAACGCGCGCTGATTTATGAATATATGCCGAACGGCA
GCCTGGATCGCTATAGCTTTGGCGATAGCAGCGTGCAGGGCGATAACACCCTGAGCTGGGATCGCCTGTTTAACATTATTGTGGGCAT
TGCGCGCGGCCTGGAATATCTGCATTGCCATTGCAACATTCGCATTGTGCATTTTGATATTAAACCGCAGAACATTCTGCTGGCGCAG
GATTTTTGCCCGAAAATTAGCGATTTTGGCCTGAGCAAACTGTGCCATCTGAAAGAAAGCCGCATTAGCATTAACGGCCTGCGCGGCA
CCCCGGGCTATATTGCGCCGGAAGTGTTTAGCCGCCAGTATGGCAGCGCGAGCAGCAAAAGCGATGTGTATAGCTATGGCATGGTGGT
GCTGGAAATGGCGGGCGCGAAAAAAAACATTAACGTGAGCACCGGCAGCAGCAGCAAATATTTTCCGCAGTGGCTGTATGATAACCTG
GATCAGTTTTGCTGCCCGACCGGCGAAATTAGCAGCCAGACCACCGATCTGGTGCGCAAAATGGTGGTGGTGGGCCTGTGGTGCATTC
AGCTGGTGCCGACCGATCGCCCGAGCATGCGCGAAGTGCTGGAAATGCTGGAAAGCAACGGCCGCGATCTGCCGCTGCCGCCGAAAGG
CCTGTGA

>ZmPstol8.05 1- 1128pb
ATGGGGATGTGGAAGTTTCTCCCACAGGGARAAAATTCTCCTCCGACGGGATCAAAAAGAAAAGAAGCAGCACCTATTGTTGGTGCTG
TTGCCGTTGCATTCCTGTGTCTAGTCATTCTCACATCCTTCTTGGCTTGTAGATATGGTTTGCTTCCCTTCAAATCGAAGAACAAACC
AGGGACAAGGATTGAGTCCTTCCTACAGAAGAACGAGAGCATACATCCGAAAAGATACACCTACGCGGACGTGAAAAGAATGACAAAA
TCCTTCGCTGTGAAGCTAGGCCAAGGTGGGTTTGGTGCTGTATACAAAGGCAGCCTCCACGATGGCCGACAGGTAGCAGTCAAGATGC
TCAAGGACACCCAAGGTGACGGCGAGGAATTCATGAACGAGGTGGCTAGCATCAGCAGGACTTCTCATGTCAACGTCGTGACACTTCT
AGGGTTTTGCTTGCAAGGGTCGAAAAGAGCACTGATCTACGAGTACATGCCCAATGGTTCGCTCGAAAGGTATGCCTTCACCGGTGAC
ATGAACAGTGAGAATTTGCTAACCTGGGAAAGACTATTTGACATAGCAATTGGCACGGCCAGAGGGCTCGAATACCTACACCGGGGAT
GCAACACTCGGATCGTGCATTTTGACATCAAGCCACACAACATCCTGTTAGACCAGGATTTCTGCCCTAAGATCTCTGACTTTGGACT
GGCCAAGCTATGTCTGAACAAAGAGAGCGCTATCTCCATTGTTGGCGCAAGAGGGACGATAGGGTATATCGCCCCGGAGGTCTACTCA
AAGCAATTTGGAACAATAAGCAGCAAGTCTGATGTCTATAGCTATGGGATGATGGTCCTTGAGATGGT TGGAGCAAGGGACAGGAATA
CAAGCGCAGATAGTGACCATAGCAGCCAATATTTCCCTCAGTGGCTTTATGAGCATTTGGACGACTATTGTGTTGGTGCTTCCGAGAT
TAATGGTGAAACCACAGAGCTCGTGAGGAAGATGATAGTTGTAGGTCTGTGGTGCATACAAGTGATTCCGACTGATCGACCAACAATG
ACGAGAGTCGTCGAGATGTTGGAAGGGAGCACAAGTAATCTAGAGTTGCCACCCAGAGTTCTTTTGAGCTGA

>ZmPstol3.06 - 1026pb
ATGCTGCCATTCAAATCGAAGGACGAACCAAGGATCGAGTCCTTTCTACAGAAGAACGGGAACCTGCATCCAAAAAGATACACCTACG
CAGATGTGAAAAGAATGACAAGATCCTTCACCGAGAAGCTAGGCCAAGGTGGGTTCGGAGCCGTGTACAGAGGCAGCCTCCACGATGG
CCGCCAGGTAGCAGTCAAGATGCTAAAGGACACCAAAGGCGATGGCGAGGAATTCATGAACGAGGTGGCCAGTATCAGCAGGACTTGT
CATGTCAACATCGTGACACTGACGGGGTTCTGCTTGCAAGGATCCAAGAGGGCGCTTGTTTACGAGTACATGCCGAATGGTTCGCTTG
AAAGGTACGCCTTCAGGGTCGAAAACACACTGAGCTGGGAGAAACTGTTTGACGTAGCGACTGGCACGGCCAGAGGACTCGAGTATCT
CCACCGGGGATGCAACACTCCAATCGTGCATTTCGACATCAAGCCGCACAACATCCTGTTAGACCAGGATTTCTGCCCTAAGATCTCT
GACTTTGGATTGGCCAAGCTATGCCCGAACAAAGCGAGTAGTGCTGTCTCCATTGTTGGCGCGAGAGGGACAGTAGGTTACATCGCCC
CGGAGGTTTACTCAAAGCAATTCGGAGTAGTAAGTAGCAAGTCCGACGTCTATAGCTATGGAATGATGGTGCTTGAGATGGTTGGGGC
AAGGGACAAGAGTACAAGTGCAGATAGTGAGCGTAGTAGCCAGTATTTCCCTCAGTGGATCTATGAACATTTGGACGACTACTGTGTC
AGTGCTTCTGAGGTTGATGGTGGGACTACAGAGCTCGTGAGGAAGATGATAGTTGTAGGTATGTGGTGCATACAGTTGATCCCAACGG
ACCGGCCAACAATGAGTAGAGTCGTCGAGATGCTGGAAGGAAGCACGAGTAATCTGGAATTGCCACCCAAAGTTCTGTTGAGCTGGCA
AGCTAGCATAGATGTTTTCCTATTAAGACCCCAACTAATCAAAGGTTATATAAATTAG

>ZmPstol8.02- 1332pb

ATGGATATGATCGTGCAACCATTGTTTTGCACTGTAGACTGCATCGTTCACATAGTGAATTTTGAAAAAGGGAATGAGATAGGAGATA
TGATGGGTACCAAAGGGAATGGCAGGAAGATTCCACTAATAGTTTCGATTTCAGTGGCTGCAAGCTTGCTCCTACCATGTATATATGT
GTTGGTATGGCATAGGCAAAAACTGGAGTTTTTTCTATGCAAGAAGACCAGCAGTGCCATAGAAGAGAACATTGAGGCCCTAATATTA
GCACATGGATCACTAGCTCCAAAAAGGTACAGGTACTCAGAAGTAACAAAGATAACATCTTCTCTTAATATTAAGCTTGGGGAAGGTG
GTTATGGCATGGTTTTCAAGGGAAGGCTAGATGATGGTCGTCTAGTTGCAGTGAAATTCCTGCATGACTCCAAAGGTGACGGTGAGGA
GTTTGTGAACGAGGTTATGAGTATTGGCAGGACATCACACATTAATATCGTTAGCTTATTTGGGTTTTGTTTGGAAGGCTCAAAGCGG
GCCCTAATATATGAGTATATGTCAAATGGTTCTTTGGATAAGTATATATACACAGAGAATCCGAAGGCAGTTTTAGGATGGGATAAGC
TCTATACCATAGCAATTGGGATTGCTAGAGGGTTGGAATACTTGCACCACAGTTGTAATACACGCATAGTCCATTTCGACATCAAGCC
TCAAAATATCCTTCTGGATCAGAACTTTCACCCAAAGATTGCTGATTTTGGTTTGGCCAAGTTGTGTCATATGAAAGAGAGCAAGCTT
TCTATGACTGGTGCCAGAGGTACGCCTGGGTTCATAGCTCCTGAAGTGCACTCTCGGACATTCGGGGTTGTTTCAACAAAAGCAGACG
TTTATAGTTATGGAATGATGCTGCTAGAGATGGTTGGAGGCAGAAAAAATGTTAACTCAGCGGCTCAAGAGTCAAGTGAAAAGTATTT
TCCACATTGGATTTACCACCACTTTGGCCAAGAGGATGGACTGCAGGCGTGTGAGGTCACACGTGAAAATGAAGGGATCGCAAAAAAA
CTGAGTGTGATTGGCCTATCGTGCATCCAAATATTACCAATGCATCGCCCTACCATCGGAAAGGTCATGGAAATGTTCGAGAGAGGAT
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CGGATGAACTGGACATGCCACCAAGGCAAAACTTCAGCCAAATATTCGAAGATCCAGTACACAGTTTGAATGCGGAAACCATGAGCAT
GATTAGTGGCACCAAAGCAAAAGCTTATAGTGAAGTGCTAAAGATGAAGGAGATAAGCGTCGTGAACTCAAAAAACATACAACGGTTG
CCAACTCTGTAA

>Sb07g002840- 1815 pb
ATGCCACAGTCTCTTATCATATGTCTCCTCCTCCTCCTCCTCCTCGCCGCCGCGGCACCGCAGACGGCGGCCGCCGGAGCCGACTGCA
GCGTCGGTATGGGCTGCGACCTCGCGTTGGGCTCATACTACATCTCCCGGAACCAGAACCTGACCTACATATCGAGCCTCTTCGGCAT
CGACGACTACCACACCCTCGCGCCCTACAACACAGGCTACACCAGCCTCGATTTCATACAAGTCGGCAGTCGCATCAACGTCTACTTC
CGGTGCGGCTGCCTGACGCTCCCATTCGCGCCCTTCTCCACCTACCTCGCCGGATCCTTCCCCTACGTGGTCTCGCAAGGAGAAACCT
ACGCCAGCGTCGCGGCCGAGTTCCACAACCTCACCACGGCCACCTTGCTGCAGCCCGCCCCCAGCAGCGACAACGACTTCAACGGCGT
TCTCGACGCCGGCACGGTGGTGAACGTCACCGTCACCTGCTCCTGCGCCAACGCCGACGTGTCGGCGCCGGACTACAGGTTCTTGCTT
ACCTACCCGCTGGGTGACGGGGAGACGCCAAACTCCGTCGCGGCGAGCCATGGACTGTCGTCTCCGGCAGAGCTAGACCTGTTCAGGA
GGTATAACCCCCGTGCGGACAGCGTCAAGGAAGGAGAGGTCGTCTATATCCCTCTCAAAGATGGCTACTATAATGGAATAATCGCACC
GAGCAATGGTCCAAGCAAAACCAAGAAAGTCATCATAATAAGTGCTATTGCTGGCACCTCCGGCCTACTGGGGGCAAGCGTAATCCTT
CTGTTGTTCTTCCTCTGGTACAAGAAATATTATGGCATGCTGCCATGGCAAAAGTGGTCAAGGAATGCTCCAAGGATTGAATCTTTCC
TACAAAAACAAGAAACTTCACACCCTAAAAGGTACAGTTATCAAGATGTGAGAAGAATGACCAAATCTTTTGCTCACAAGCTTGGCCA
AGGTGGATATGGAGCTGTCTACAGAGGCAACCTGGCTGATGGCCGTGAGATAGCTGTCAAGACACTGAAGGACACTGAGGGTGATGGC
GAGGACTTCATGAATGAGGTGGCTAGCATCAGCAGAACATCTCATGTTAACATTGTTACTCTCTTAGGGTTCTGCCTGCAAGGGAGAA
AAAGAGCTCTAATCTATGAGTACATGCCTAATGGTTCGCTCGAGAGATATACGTTTGGAAGTATGTCTGCCGAAGGAGACAACAGTCT
ATGTTGGGATAAACTTTTTGAGATTGTTATCGGAATCGCACGAGGGTTGGAGTATCTCCACAATGGCTGCAACACCCGCATTGTGCAT
TTTGACATCAAACCTCAAAATATTCTTCTAGATCAAAACTTCTGCCCAAAGATCTCAGATTTTGGGTTAGCAAAGTTGTGCCAACAAA
AACAGAGCAAAATCTCCATGGTCGGGATGAGAGGCACGATAGGCTACATAGCTCCTGAAGTATTCAACAGAAGCTATGGAGCAGTGAG
CAACAAGTCAGATGTGTATAGTTATGGTATGATGGTTCTCGAGATGGTCGGGGCAAGAAAACAAATTGATGTTGGCATAGACACTAGC
AGCAATTATTTCCCCCGGTGGTTGTACGACAAATTGGATCAGTTCTGTGGCGCCACCATCTCTGAGATCGGAAGCGACACCACAGAAC
TTGTGAGGAAGATGATCATTGTTGGCTTGTGGTGTATACAGTTAAGACCTATAGATCGGCCATCCATGAGCAAAGTCCTTGAAATGTT
GGAGAGCAACACTTCGGATTTGCAGTTGCCACCGAAGGCCTTTTGGACCAGCTAA

>Sb03g031690- 1938 pb
ATGGCCCTCTGCTCGCTACGCCGCCACCGGCTGCCGCTGCCGCTCCTCCTTGCTGTCTTGTTTGCCGCTTCCCGCGGCGATCCTTCCG
ACGACGATTACAAGTACAACCCCTCCATATGCAAGCTCCAACCATACGCATGCGGCAAAGTGAATATCAGCTACCCGTTCTATCTTTC
CAATGAAACGGCAGATGTCCTTGGCAACAGCAACTCCTCCTGCGGCTACCCTGGGCTGGCAATCGACTGTGTGGACGACAAGTATCCC
ACCATGCAACTTGGCAGCAGCAGCAGCGACACAGGCTACTACTCGTACAACGTGACGGGCATCAATTACAATTACAACAGCTTCACCA
TCTCCCTCGTCGACCCGGATGTGCTCGATGATCAGAGCAGCTGCCCATGGGTCGACCACAACGTCACCGTTTCGCCAACCTTGTGGCT
GAGCTCAGAGTACACCGTTGGTTACCTCCTCTTCTTCGCCAACTGCTCCGTCGCCACCGTCCCTGGACAGCCTACCATCCAGCCGATT
GCATGTGCAAGCGACGGTGGTGTAGATGATTATTCTTTTGTGATTCCTTCAGAGGTGCCCTACCAAAATTTATCGCAGGATTGCAAGC
AAGTTACCCAAGTGCCGGTGCTTCAGAACGCCTCCCTGCAGATGAATTCGCAGTGGAGCACCAACGGGTATAGGAACGTTCTCAAACA
GGGTTTCCAGTTGGAACTCAACTTGAGCCGGAGACCCGAAGAGTGCACCAAGTGCGAGACATCTAGTGGACGGTGTGCCTACAGCAGC
GGTGGGGAATTTGAGGCTTGTCTGTGCACCGACGGGCGAGCGCACGGCCAGGAATGCACCAACCGTGACGGGCATCCAATGGGATATA
AAATGTATATTATTGCAAGCACATTGTCCCTTCTACTTCTGTGTCTACTTATCCCCGCACTATTCCTGGCTCGCAAATATGGTTTGCT
CTGCATTAAACGGAAGGAAGAACCAATGATCAAGTCCTTTCTGCAAAAGAATGGAAACCTACATACAAAAAGATACACTTATGCAGAA
GTAAAAAGAATGACAATGTCTTTTTCTGAAAAGCTAGGACAAGGTGGTTTTGGTGATGTATACAGAGGCAGCCTCTCGGACGGCGGTC
AGGTAGCAGTCAAGATGCTAAAGGACCCCAAGGGTGATGGGGAGGAATTCATGAATGAGGTGTCCAGCATTAGCAGAACTTCACATGT
CAATGTTGTTATGCTCATAGGATTTTGCTTGGAAGGATCCAAAAGGGCACTCATCTATGAGTACATGCCTAATGGTTCACTTGAAAGG
TATGCCTTCAATAGCAACATGAACAACCAAAATTCTCTAGGTTGGGAGAAATTATTTGACATAGCAATTGGCATCGCTAGAGGACTTG
AATATCTCCACCGCGGATGCAATACTCGCATAGTGCATTTTGATATCAAACCCCACAACATTTTATTAGATCATGATTTCTGTCCCAA
GATTTCTGATTTTGGATTAGCCAAACTATGCCCAAATAAAGAGAGTGCCATTTCCATTGCCGGTGCAAGAGGAACAATAGGCTACATT
GCACCTGAGGTGTTCTCCAAGCAATTCGGAACAGTCAGTAGCAAGTCAGATGTCTATAGTTATGGAATGATGGTCCTTGAGATGGTTG
GGGCAAGGGGCAAAAATATGAATGCAGATAGTGAATCTAGCAGCCAATATTTCCCTCAGTGGATTTATGAACATTTGGATGACTACTG
TATCAGTGCTTCTGAGGTTAACAGTGAGACCACAGAGCTCGTGAGAAAGATGATAGTGGTAGGTTTGTGGTGTATACAAGTTATACCA
ACCGATCGTCCAACAATGACTAAAGTCGTTGAGATGCTAGAAGGAAGCACAAGTAATCTTGAGCTGCCACCAAAAGTGATCCAGATTT
GA

>Sb03g006765) - 1821pb
ATGCAACCGCTCTTGCTGCTGCTACTCGCTTCCTTCCTCCTCCCTCCGCCGGCGGCCAGTGCGGCAGAGTCGTCAGGCTGCTGGCCCA
AGGCGTGCGGGGAGCTCAACATCACCTACCCGTTCTGGCTGGAGGAGCCCGGCAAGCCGCCGTGCGGATCGCCGTCCTTCAAGCTCAA
GTGCAGCAGCAACCGCGCGTTCCTGACCAAATCCGTGTACCAGGCGTACGAGGTGCTCAGCATCTTCCCCAGCAACAAATCCTTCCAT
GTGGTGGACCACAACCTCCCGCTCGACACCGGCTGCCCACCGCCGACGATGAACATCTCGCTCTTCTCGCCCAGGACGTTCGTCTTCA
GCAGAGCCAATAAGGAGCTGCTCTTCCTTGGCAAGTGCACGGGGGGTTCTACGCCGGCGAACTCGACTGGGTTCCATAGCCTGGCCTG
CGACAACAGTTCCTTCGTCCGGCTCGGCGACTGCCGGGAGTTCTCGAGCGACGGCATCCAGGGCGGCATCCCACAAGGCTGCCTCTTC
AGTGTCGTGCCGGTTCTCGGGGCTCCTGATGGAAATGGGGATGGCTACATCGCTAGCATGAATAATGGGTTTCTCGTGGAGTGGAACG
GGGTGCCAGGGGATTGCCCCAAGTGCATGGCAAGCGGCGGGGAATGCAGCTACGACGGCGACAACGGCACCAAGTTTGCCTGTGATTG
CTCTGGTGGCAAGTGCGGTGTCAACGGGAATGACAGGAAGATAACACTAATAGTTTCAATTTCAGTAGCTGCAAGCTTGCTCCTACCA
TGTATATATGTGTTGATATGGCATAGACAAAAACTAAGGTTTTTCCTATGCAAGAAGACCAGCAGGACCATAGAAGAGAACATTGAGG
CCGTACTACTAGCACATGGATCACTAGCTCCAAAAAGATACAAGTACTCAGAATTAACAAAGATAACATCCTCCCTTAATAATAAGCT
TGGGGAAGGTGGTTATGGCATGGTTTTCAGAGGAAGGCTAGATGACGGTCGTCTTGTTGCAGTGAAATTCCTGCATGACTCCAAAGGT
GATGGTGAGGAGTTTGTGAACGAGGTTATGAGTATTGGCAGGACATCACACATTAATATTGTTAGCTTGTTTGGGTTTTGTTTGGAAG
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GCTCAAAGCGGGCCCTAATATATGAGTATATGCCAAATGGTTCTTTGGATAAGTACATATACTCAGAGAATCCTAAGGCAATTTTAGG
ATGGGATAAGCTTTATACCATAGCAATTGGGATCGCTCGAGGGTTGGAATACTTGCACCATAGTTGTAATACACGCATAGTCCATTTC
GACATCAAGCCTCCAAATATCCTTCTAGATCAAAACTTTCACCCAAAGATTGCTGATTTTGGTTTGGCCAAGTTGTGCCGTTCGAAGG
AGAGTAAGCTTTCTATGACCGGTGCTAGAGGAACACCTGGGTTTATAGCTCCTGAAGTGCACTCTCGAACTTTCGGAGTTGTTTCAAC
AAAATCAGATGTTTATAGTTATGGAATGATGTTGCTAGAGATGGTTGGAGGCAGAAAAAATGTTAAATCATTGGCTCAAGAGTCAAGT
GAAAAATATTTTCCACATTGGATTTATGACCACTTTGGTCAAGATGATGGGTTACCAGCATGTGAAGTGACAAGTGAAAATGAAGGAA
TCGCCAAAAAAATGAGTGTGATTGGCCTATGGTGCATTCAAATACTACCAATGCATCGTCCTACCATAGGAAAGGTCTTGGAAATGTT
TGATAGAGGTTTGGATGAACTAGACATGCCACCAAGGCAAAACTTCAGTGAAATATTGTAA
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ANEXO 2 - MEIOS DE CULTIVO

PSM (1 Litro)

4,39 MS sais ou 10 mL de cada uma das solu¢des estoques do
meio MS

309 sacarose (3%)

1mL B-5 vitaminas

0,5 mL NAA (estoque 1 mM)

1mL BA (estoque 4mM)

Ajuste o pH para 5.7

8¢ agar

Autoclave, esfrie a 55°C, adicione os antibidticos e agentes de selecao
desejados e distribua em placas de Petri.

B5 vitaminas (100 mL)

10g myo-inositol

1g tiamina-HCI
0,19 acido nicotinico
0,19 piridoxina

Estoque a -20 "C. Use 1 mL/L de meio.
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PRM (1 Litro)

2,15¢ MS sais ou 5 mL de cada uma das solucdes estoques do
meio MS

15¢ sacarose

1mL B-5 vitaminas

Ajuste o pH para 5.6

9g agar

Autoclave, esfrie a 55 °C, adicione os antibiéticos e agentes de selecéo
desejados e distribua em frascos.

MS (1 Litro)

4,39 MS sais ou 10 mL de cada uma das solucdes estoques do
meio MS

3049 sacarose

Ajuste o pH para 5.8

9¢ agar

Autoclave, esfrie a 55 °C, adicione MS vitaminas, os antibiéticos e agentes de
selecéo desejados e distribua em placas de Petri ou frascos.
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Solucdo de sais de MS

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A. (1962) Revised Medium for Rapid Growth and

Bioassays with Tobacco Tissue Culture. Physiologia Plantarum, v. 15, n. 3,

p. 473-497.

Chemical

Concentration

(g/liter stock)

Nitrate stock

Ammonium nitrate, NH,NO, 165.0

Potassium nitrate, KNO, 190.0
Sulfate stock

Magnesium sulfate, MgS0,-7H,0 37.0

Manganous sulfate, MnSO,-H,0 1.69

Zinc sulfate, ZnS0,-7H,0 0.86

Cupric sulfate, CuS0,-5H,0 0.0025
Halide stock

Calcium chloride, CaCl,-2H,0 44.0

Potassium iodide, Kl 0.083

Cobalt chloride, CoCl,-6H,0 0.0025
PBMo stock

Potassium phosphate, KH,PO, 17.0

Boric acid, H;BO, 0.620

Sodium molybdate, Na,Mo00,-2H,0 0.025
NaFeEDTA stock

Ferrous sulfate, FeS0,-7H,0 2.784

Ethylenediamineteraacetic acid,

disodium salt, Na,EDTA 3.724




