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RESUMO

A disponibilidade de fósforo (P) no solo é um dos fatores mais limitan-
tes à produtividade agrícola em solos tropicais, uma vez que esse nu-
triente tem a menor eficiência de uso pelas plantas. As raizes exercem
funções essenciais, sendo que o milho apresenta um sistema radicular
complexo. O mutante rtcs (root/ess concerning crown and seminal roots) de
milho foi identificado por possuir apenas a raiz primária e suas laterais.
O Rtcs codifica um fator de transcrição responsável pela iniciação das
raízes seminais embriônicas e pós-embriônicas. Além disso, o Rtcs foi
mais expresso no genótipo de milho eficiente na aquisição de P e sob
baixo P. O objetivo deste trabalho é verificar se o gene Rtcs de milho é
capaz de aumentar a superfície radicular e consequentemente a efici-
ência na aquisição de P em plantas de tabaco transgênicas. Para isso, o

gene Rtcs foi amplificado a partir da linhagem de milho L3 e donado
no vetor binário pMCGI005. A construção com o gene de interesse
sob o promotor ubiquitina e o gene Bar como agente seletivo foi trans-
ferida para Agrobacterium tumefaciens EHAIOl, a fim de transformar as
plantas de tabaco. Estas foram regeneradas a partir de calos seleciona-
dos em meio de enraizamento e suplerncntado Tioxin e fosfinotricina.
PCR com primers com anelamento no promotor e Rtcs e para o gene
Bar confirmaram a presença do transgene. Atualmente plantas trans-
gênicas de tabaco estão em casa de vegetação e serão utilizadas para
análise molecular e funcional de Rtcs.
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1 INTRODUÇÃO

o futuro da agricultura visa o aumento da produtividade sem ocupar
novas áreas, o que deve ocorrer preferencialmente aumentando a eficiência
de absorção e utilização de água e nutrientes do solo e reduzindo a utiliza-
ção de insumos. Portanto, o uso de linhagens eficientes no uso de água e
nutrientes é imprescindível para a agricultura sustentável (LOBELL et al.,

2011). Um dos fatores mais limitantes para a produtividade é a disponi-
bilidade de fósforo (P), uma vez que em solos tropicais este nutriente está
pouco disponível para as plantas (BAUGAR E FAGERIA, 1997).

Vários são os mecanismos desenvolvidos pelas plantas para aumentar
a captação de P, sendo que modificações na morfologia do sistema radicu-
lar são, particularmente, importantes para aumentar a eficiência na aquisi-
ção de P em plantas devido à baixa mobilidade do fósforo no solo (ZHU
et al, 2005). Atualmente, são poucos os genes clonados e caracterizados que
sejam relacionados com a eficiência no uso de P e morfologia radicular.
Dentre os genes relacionados a morfologia radicular, sabe-se que o gene
Rtcs (Rootless concerning crow and seminal roots) em milho é mais expresso
na linhagem mais eficiente para aquisição de fósforo (L3) do que na linha-
gem ineficiente (L22) em condições de baixo P (DE SOUSA et al., 2012).
O Rtcs desempenha papel central na iniciação de raizes seminais embriô-
nicas e pós-embriônicas e o mutante desse gene tem apenas a raiz primária
e as raizes laterais em milho. Estudos baseados em mapas de clonagem
revelam que este gene está localizado no braço curto do cromos somo 1 e
codifica uma proteína de domínio LOB. O gene Rtcs de milho é composto
por dois exons, separados por um intron de 96 pb, e a sua proteína contém
244 aminoácidos (TARAMINO et al., 2007). Além disso, foram encon-
tradas 63 variantes da sequência do Rtcs, incluindo 44 SNPs e 19 indels e

SABERES Sete Lagoas

sete proteínas diferentes do gene Rtcs quando analisadas 73 linhagens de
milho da China (ZHANG et ai., 2013), porém não é conhecido o seu efei-
to em dicotiledôneas. A partir disso, o objetivo deste trabalho foi produzir
plantas transgênicas superexpressando o gene Rtcs de milho para verificar
se esse gene é capaz de aumentar a superfície radicular e consequentemente
a eficiência na aquisição de P em tabaco.

2 METODOLOGIA

2.1 Construção dos cassetes de expressão

O gene Rtcs foi amplificado a partir do RNA de raiz da linhagem
de milho L3, eficiente para aquisição de fósforo (DE SOUSA et al.,
2012), proveniente do programa de melhoramento da Embrapa Milho e
Sorgo. O gene Rtcs foi amplificado, sequenciado e danado com primers
RtcsF1: A CCTAGGATGACGGGGTTCGGGTCAC e RtcsR1:
ACTAGTTTACGAGCGATGGTTCAGGT desenhados com base
na linhagem B73 de milho. A região codificante foi amplificada a partir
do cDNA de raiz milho, cujo RNA foi extraído com o kit Plant RNeasy
(Qiagen), seguindo as orientações do fabricante e a síntese do cDNA
será realizada utilizando-se 1 flg de RNA total, previamente tratados
com DNase I, utilizando o kit "High Capacity cDNA Reverse Trans-
cription" (Lífe Technologies, CA). Os fragmentos amplificados foram
subclonados no vetar PGEMT-Easy (Promega), sequenciados e dona-
dos no vetar binário pMCG1005 nos sítios AvrJI e SpeI. A construção
contendo o gene de interesse sob o promotor ubiquitina e o gene bar
como agente seletivo foi transferidaAgrobacterium tumefociens EHA101.
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2.2 Transformação de Agrobacterium tumefacienscom o gene Rtcs

Para a inserção do cassete de expressão na Agrobacterium tume-
jàciens EHA101 foram descongeladas células eletrocompetentes e
adicionado o vetor binário para a eletroporação. Posteriormente foi
colocado 1,0 ml de meio YEP sem antibiótico e essa mistura foi in-
cubada por 2 horas a 28°C com agitação, centrifugada e ressuspendida
em 200 f1lde meio YEP. Foram plaqueados 50 !lI dessa suspensão em
meio YEP sólido com os antibióticos canamicina, espectinomicina e
clorofenicol. As placas permaneceram incubadas a 28°C por três dias.
Posteriormente, foi isolada uma colônia de cada construção gênica, que
foi incubada a 28°C durante 18 horas em meio YEP líquido contendo
antibióticos (LlN,1995). O DNA plasmidial foi extraído por lise alca-
lina, de acordo com SAMBROOK & RUSSEL (2001).

2.3 Transformação de tabaco com os genes candidatos

As plântulas de Nicotiana tabacum cv. Petit havana utilizadas para
transformação foram mantidas in vitro, e, com aproximadamente 5 em
de altura foram utilizadas para a transformação via Agrobacterium tume-
jàciens EHA 101. A cultura de Agrobacterium contendo as construções
gênicas entraram em contato com discos de folhas de tabaco (explantes)
em uma placa de petri, durante 1 minuto. Após serem agitados, os ex-
plantes foram transferidos para o meio PSM (Shooting Medium), sem
antibiótico ou agente de seleção por 48 horas a 24-26°C em uma câmara
de crescimento iluminada. Após esse período, os explantes foram trans-
feridos para meio PSM suplementado com 100 mg/L tioxin. Após sete
dias foram transferidos para um novo meio PSM + antibiótico + 1 mg/L
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PPT e esse subcultivo foi feito a cada sete dias até o aparecimento dos
calos e diferenciação das folhas. As plântulas isoladas (com cerca de 1 em
de comprimento) foram transferidas para meio de enraizamento PRM +
antibiótico, suplementado com 1 mg/L PPT. As plântulas transformadas
e enraizadas foram transferidas para o solo.

2.4 Identificação da inserção dos transgenes

Com o intuito de verificar a inserção dos cassetes de expressão nas
linhagens transgênicas de tabaco regeneradas, uma PCR foi realizada
utilizando 10 ng/f1l de DNA genômico extraído de cada linhagem usan-
do o método de Saghai-Maroof et al. (1984). Para a amplificação do
DNA genômico foram utilizados, respectivamente, um oligonucleo-
tídeo senso junto à região promotora, e um oligonucleotídeo comple-
mentar a região codificadora do gene de interesse e outro para o gene
Bar (Tabela 1).

Tabela 1. Nome e sequencia dos primers utilizados para confirmação da
inserção do transgene e o tamanho do fragmento esperado.

Nome Primer Sequências Tamanho fragmento
Ubi F gtgtttagcaagggcgaaaa 862 pb
Rtcs R ttacgagcgatggttcaggt

Bar F agaaacccacgtcatgcc
Bar R tgcaccatcgtcaaccac 427 pb

Fonte: dados da pesquisa.
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO

O gene Rtcs foi amplificado a partir do cDNA de raiz das linha-
gens L3, eficiente na aquisição de fósforo sendo obtido um fragmento
de 735 pb, conforme esperado e descrito por Taramino et ai. (2007).
O fragmento foi subclonado no vetor PGEM T-Easy (Promega) e
a inserção do gene foi confirmada por digestão com EcoRI. Foram
encontradas três colônias positivas para Rtcs-L3. Os insertos positivos
foram sequenciados e comparados com a sequência do gene Rtcs da
linhagem B73 (EF051735). No alinhamento das sequências Rtcs-B73
e Rtcs- L3 foram observados alguns SNPs (Single Nucleotide Polymor-
phisms) que não levaram a alteração da sequência de proteína. Após
o sequenciamento do gene Rtcs no vetor de subclonagem PGEM
T- Easy, foi realizada a digestão desses vetores juntamente com o
vetor pMCG1005 vazio com a enzima AvrJJ e Spel para clonagem
no vetor de transformação. Foram obtidas quatro colônias positivas
para UBI::RtcsL3::NOS, que foram re-sequenciadas. As construções
UBI::RtcsL3::NOS, foram inseridas corretamente em A. rumefaciens
e confirmadas por PCR utilizando o gene de seleção Bar.

Foi feita a transformação dos discos foliares a partir de plântula
de tabaco cultivadas in vitro (Figura 1) com as construções gênicas de
interesse e o material foi selecionado com o herbicida fosfinotricina
(PPT) (Figura 1AB) a fim de selecionar os calos resistentes. Con-
forme pode ser observado na Figura 1C, os calos resistentes exibem
coloração esverdeada, enquanto os susceptíveis apresentam coloração
marrom. O subcultivo foi feito até o aparecimento dos calos e dife-
renciação das folhas (Figura 1D). As plântulas isoladas foram trans-
feridas para o solo (Figura 1EF) e estão em estágio de florescirnen-
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to (Figura 1G). As plantas de tabaco transgênicas (Rtcs L3) foram
confirmadas através de PCR com primers para ubiquitina e o Rtcs e
(Figura 2A) Bar (Figura 2B).

Figura 1. Processo de transformação de tabaco. A - Discos de folha de tabaco no meio MS
sólido com Agrobacterium tumefaciens com as construções pMCGIOOS- Rtcs L3 e L22.
B- Estágios iniciais da formação de calos no meio de seleção, C- Desenvolvimento da parte
aérea sob seleção,D- Plântula de tabaco enraizando in vitro, E e F- Planta de tabaco em pote
com solo na casa de vegetação, G- Tabaco florescendo.
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Figura 2. PCR com os genes Rtcs e Bar das plantas de tabaco transformadas e regene-
radas com as construções de interesse. A) Amplificação dos fragmentos com o gene Rtcs.
B) Amplificação dos fragmentos com o gene Bar. L: 1 kb Plus Ladder (Invitrogen), PI e
P2: Plantas rransgénicas de tabaco com a construção UBl::RtcsL3::NOS, C+: Plasmídeo

pMCG 1005 com UBI::RtcsL3::NOS, C-: Planta de tabaco não transformada e Branco da
reação (sem DNA). A seta indica O tamanho do fragmento obtido.

4 CONCLUSÃO

Foram obtidas duas plantas de tabaco transgênicas contendo o
gene Rtes que serão utilizadas para análise molecular e funcional quan-
to ao aumento do sistema radicular, da aquisição de P e produção.
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