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RESUMO

A baixa disponibilidade de fésforo (P) no solo € uma das maiores limitacfes para a
produtividade das culturas, especialmente em solos tropicais. O gene Phosphorus-
Starvation Tolerance 1 (OsPstoll) codifica uma proteina quinase que aumenta a
area da superficie radicular, a aquisi¢cdo de P e a produtividade de grdos em arroz.
Homologos do OsPstoll foram identificados em sorgo e milho por mapeamento
associativo e de QTL. A proteina OsPSTOL1 e ZmPSTOL3.06 sao classificadas
como quinases com receptor citoplasmatico (RLCKs), e as proteinas SbPSTOL1,
ZmPSTOL8.02 e ZmPSTOL8.05_1 como proteinas quinases receptoras de
membrana (RLKs), sendo que todas as proteinas apresentam o dominio serina-
treonina quinase em comum. O objetivo deste trabalho foi analisar a funcdo dos
genes OsPstoll de arroz e seus homologos em milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e
ZmPstol8.05_1) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) por meio
da superexpressdo em tabaco. Os genes Pstoll foram clonados sob controle do
promotor ubiquitina e o gene Bar como marcador de selecdo e utilizados na
transformacao de tabaco via Agrobacterium tumefaciens. As dez proteinas preditas
de tabaco com identidade entre 55% e 58% a OsPSTOL1 ficaram em um ramo
separado das proteinas das gramineas, apresentando diferentes combinacdes de
dominios. A integracdo dos transgenes foi confirmada por PCR e apds a obtencéo
de eventos cépia Unica e com expressao média e alta do transgene foram geradas
linhagens homozigotas. Em meio de cultura com baixo P, as plantas
superexpressando o0s genes OsPstoll e ZmPstol3.06 apresentaram maior
superficie radicular total, e as plantas superexpressando Sbh03g006765 maior
superficie de raizes superfinas comparadas ao controle negativo. Sob alto P as
plantas superexpressando os genes ZmPstol8.02 e Sb07g002840 apresentaram
maior superficie radicular total e de raizes superfinas em relagdo ao controle

negativo. Em condicdo de solo, as plantas superexpressando os genes OsPstoll,
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ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sh03g006765 apresentaram maior peso seco de
parte aérea e altura de plantas sob baixo P e o conteudo de P de parte aérea foi
maior nos eventos OsPstoll, ZmPstol3.06 e Sb03g031690. Além disso, as plantas
superexpressando OsPstoll apresentaram peso seco de raiz superior ao controle
sob alto P. Os resultados indicaram que o Pstoll e seus homodlogos de milho e
sorgo tém potencial para aumentar a superficie radicular, a aquisicdo de P e a

produtividade em plantas dicotileddneas.

Palavras-chaves: Eficiéncia de P; raiz; transformacéo; superexpressao; proteina

quinase.
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ABSTRACT
The low phosphorus (P) availability in the soil is one of the greatest limitations for
crop productivity, especially in tropical soils. The Phosphorus-Starvation Tolerance
1 (OsPstoll) gene encodes a protein kinase that increases root surface area, P
acquisition and grain yield in rice. OsPstoll homologs were identified in sorghum
and maize by association and QTL mapping. The OsPSTOL1 and ZmPSTOL3.06
proteins are classified as receptor-type cytoplasmic kinases (RLCKs), and the
SbPSTOL1, ZmPSTOL8.02 and ZmPSTOLB8.05 1 proteins as receptor-type protein
kinases (RLKs), with all proteins having the serine-domain threonine kinase in
common. The objective of this work was to analyze the function of rice OsPstoll
and its maize (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 and ZmPstol8.05 1) and sorghum
(Sb07g002840, Sh03g031690 and Sb03g006765) homologs overexpressing them
in tobacco. The Pstoll genes were cloned under the control of the ubiquitin
promoter and the Bar gene as a selection marker, and were used for tobacco
transformation via Agrobacterium tumefaciens. The ten predicted tobacco proteins
with an identity between 55% and 58% to OsPSTOL1 were in a separate branch
from the grasses proteins, presenting different combinations of domains. The
integration of the transgenes was confirmed by PCR and after obtaining single copy
events with medium and high expression of the transgene, homozygous lines were
generated. In culture medium with low-P, plants overexpressing the genes OsPstoll
and ZmPstol3.06 had a greater total root surface area, and plants overexpressing
Sb03g006765 showed a greater surface area of superfine roots compared to
negative control. Under high-P, plants overexpressing the ZmPstol8.02 and
Sb07g002840 genes had a greater root surface area of total and superfine roots
compared to the depressing control. Under soil condition, plants overexpressing the
genes OsPstoll, ZmPstol3.06, Sb03g031690 presented higher dry weight of shoot
and plant height under low P and the shoot P content was higher in OsPstoll,

ZmPstol3.06 and Sb03g031690 events. Furthermore, plants overexpressing
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OsPstoll showed higher root dry weight compared to the control under high P. The
results indicated that rice Pstoll and its maize and sorghum homologs have the

potential to increase root surface, P acquisition and productivity in dicot plants.

Keywords: P efficiency; root; transformation; overexpression; protein kinase.
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1 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO

1.1 IMPORTANCIA DO 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; Summerhays et al. 2017). Entretanto, o P € um macronutriente
pouco 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) H.PO, e HPO,*, que
esta presente no solo em baixas concentracdes , consideradas subdétimas para o
cultivo agricola (Vance et al. 2003). Além disso, o P se torna pouco disponivel para
absorcdo pelas plantas, uma vez que em solos acidos pode formar complexos
insollveis com cétions, em especial com ferro e aluminio (Vance et al. 2003;
Chapin et al. 2011; Daneshgar et al. 2018). A forma de P preferencialmente
absorvida pelas plantas € H,PO, e sua maior disponibilidade ocorre na faixa de pH
de 6,0-7,0, onde sua fixagdo é minimizada (Munroe 2018). O P é considerado um
dos macronutrientes com menor mobilidade no solo (Raghothama 1999; Munroe
2018), com maiores concentracdes nas camadas superficiais do solo e baixa
concentracédo nas camadas inferiores (Vance et al. 2003; Malhotra et al. 2018).

Como o P é um nutriente limitante em muitos solos para o crescimento das
plantas, normalmente s&o aplicadas altas doses de fertilizantes fosfatados. Cerca
de 90% do fosfato natural extraido € destinado a fertilizantes para a agricultura, e
sendo o P um recurso ndo-renovavel, com pico de exploracéo estimado para 2070,
0s custos de producdo irdo aumentar, principalmente em paises em
desenvolvimento (Cordell et al. 2011; Daneshgar et al. 2018). Nesse contexto, 0
desenvolvimento de cultivares mais eficientes no uso de P, juntamente com

praticas agricolas sdo necessarios para viabilizar a producao agricola.



1.2 EFICIENCIA NO USO DE FOSFORO

As plantas desenvolveram uma série de mecanismos adaptativos a
condicbes 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 absorcdo do nutriente
(aquisicdo) e eficiéncia com que o nutriente absorvido pela planta € utilizado para
produzir graos (utilizacdo) (Moll et al. 1982).

As modificagdes metabdlicas envolvidas na eficiéncia de utilizagdo de P
sdo 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;
Veneklaas 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, modificacbes de caracteristicas
quimicas na rizosfera, alteracdes de caracteristicas fisiolégicas de cinética de
absorcao, alteracBes em processos bioquimicos e interagdes com microrganismos,
principalmente fungos micorrizicos (Marschner 1995; Lynch 1995; Ramaekers et al.
2010; Lynch & Brown 2012).

Para avaliar a importancia relativa da eficiéncia na aquisicéo de P (EAQ) e
utilizacéo interna de P (EUTIL), 28 genotipos tropicais de milho foram cultivados em
trés ambientes com baixo P e dois ambientes com alto P (Parentoni & Souza Junior
2008). 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.

A maior eficiéncia na aquisicdo de P ocorre aumentando o forrageamento
para locais ricos em P (solo superficial) e pelo aumento da solubilizacdo de P. Uma
maior producéo de raizes nodais e com angulos mais superficiais, maior densidade
de raizes laterais, maior comprimento e densidade de pelos radiculares,
associacdo com fungos micorrizicos arbusculares e uma maior solubilizacdo de P
feita por exsudados, principalmente carboxilatos, protons e fosfatases, podem
aumentar a eficiéncia na absor¢ao de P (Richardson et al. 2011; Lynch 2019).



1.3 SISTEMA RADICULAR E A AQUISICAO DE FOSFORO

As raizes desempenham uma série de funcbes, como absorcdo de agua e
nutrientes, ancoragem no solo, estabelecimento de interacdes bidticas na rizosfera.
Portanto, mudancas no sistema radicular podem afetar diretamente a absorgéo de
agua e nutrientes (L6pez-Bucio et al. 2003). A arquitetura radicular, definida como a
configuracéo espacial do sistema radicular ao longo do tempo, € essencial para o
forrageamento da raiz em zonas distintas do solo e para competicdo com raizes de
plantas vizinhas (Lynch 2007; Lynch 2011; Shahzad & Amtmann 2017). Em solos
com baixo P, a arquitetura do sistema radicular mostra adaptagcdes para exploracéo
do solo superficial com consequente aumento da aquisicdo de P. As mudancas que
ocorrem sdo: aumento do numero e comprimento de raizes, angulos de raizes mais
superficiais, aumento do nimero e comprimento de pelos radiculares e formacéo
de raizes protedides (Bates & Lynch 2001; Lynch & Brown 2001; Rubio et al. 2003;
Shane & Lambers 2005; Wang et al. 2010; Flavel et al. 2014; Nestler & Wissuwa
2016; Kawa et al. 2016; Morris et al. 2017)

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 meristemético no
apice, que forma o conjunto de células meristematicas que dao 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 sdo monocotiledéneas. De forma geral,
os tecidos das raizes dos cereais sdo 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 populacéo de células quiescentes € muito maior em milho, contendo
cerca de 800-1220 células, em comparacdo com as quatro de Arabidopsis
(Hochholdinger & Zimmermann 2008; Smith & Smet 2012).

Ao contrario da raiz primaria, as raizes laterais sdo pos-embrionéarias. 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 € mais complexo, formando
um sistema radicular “fibroso”, com varios 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 dicotiledéneas, sao poés-
embrionérias e formadas na juncdo da raiz com parte aérea, para explorar as
camadas superiores do solo, que sdo ricos em P (Smith & Smet 2012).

Monocotiledéneas e dicotiledéneas respondem de formas diferentes as
concentracbes de P no solo. Um estudo com 16 espécies, dentre elas cereais
como o milho e sorgo, legumes (alfafa e soja e cebolas: cebolinha e cebolinha alho)
mostrou diversidade nas repostas as condi¢des contrastantes de P no solo dentro
de uma espécie ou entre todas as espécies em relacdo a morfologia radicular,
associacdo com fungos micorrizicos e exsudados radiculares. Em condi¢des de
baixo P, espécies com raizes mais finas (ex: milho, sorgo) mostraram aumento de
ramificacdo radicular e comprimento de raizes de primeira ordem, enquanto
espécies de raizes mais grossas ndo mostraram diferenca (ex: Vigna radiata,
Pisum sativum). Sob alto P, todas as espécies que sao colonizadas por fungos
micorrizicos mostraram diminuicdo na colonizacdo, embora espécies com raizes
mais grossas apresentassem maior taxa de colonizagdo quando comparadas com
plantas com raizes mais finas, que mostram menor taxa de colonizacdo. Para
exsudados radiculares, sob condi¢cdes de baixo P, houve menor exsudacdo em
plantas com raizes mais finas, com diferentes taxas entre cada espécie estudada
(Wen et al. 2019).

Plantas modelo como Arabidopsis thaliana e tabaco (Nicotiana tabacum)
tém sido utilizadas para compreender respostas e mecanismos relacionados a
deficiéncia de P. Em Arabidopsis thaliana sob condi¢des de baixo P, os niveis de
auxina no apice da raiz sdo aumentados, facilitando a sintese de auxina mediada
por Taal (tryptophan aminotransferase of arabidopsisl) e o seu transporte
dependente do transportador de influxo de auxina (Auxl). Esse aumento de auxina
leva a indugédo do ativador transcricional Arf19 no apice radicular, resultando na
inducdo dos fatores de transcricdo Rsl2 (root hair defective 6-like 2) e Rsl4 (root
hair defective 6-like 4) nas zonas de alongamento e diferenciacéo,
respectivamente, promovendo o alongamento dos pelos radiculares (Bhosale et al.
2018). Quando cultivadas em meio de cultura com baixo P plantulas de Arabidopsis

thaliana mostram um aumento no niamero de células corticais, com consequente



aumento de células epidérmicas, onde sao formados os pelos radiculares (Janes et
al. 2018).

O sistema radicular de tabaco (Nicotiana tabacum L. var. Petit Havana SR-
1) analisado em meio de cultura com baixo P apds 28 dias de germinacéo,
apresenta um aumento na razao raiz:parte aérea, no comprimento total de raizes
em funcdo da maior atividade no apice, mas um menor nimero 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 solu¢do nutritiva sob
diferentes concentracdes de P em estégios iniciais e tardios do desenvolvimento
das plantulas mostram 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 € complexo e alguns
genes envolvidos no desenvolvimento do sistema radicular em milho e Arabidopsis
sdao Ruml (rootless with undetectable meristems 1) (Woll et al. 2005), Rtcs
(rootless concerning crown and seminal roots) (Taramino et al. 2007), Bigel (Big
embryo 1) ( Suzuki et al. 2015), ZmPhtl (phosphate transporters) ( Liu et al. 2016),
ZmRAP2.7 (AP2 transcription factor) (Li et al. 2019), Tirl (transport inhibitor
response 1) e Arfl9 (auxin response factor 19) (Pérez-Torres et al. 2008), Pip5k
(phosphatidyl inositol phosphate 5-kinase) (Wada et al. 2015), AtDrol (deeper
rooting 1) (Guseman et al. 2017) e Exocyst70A3 (exocytosis factor) (Ogura et al.
2019).

1.4 PLANTAS TRANSGENICAS

Plantas transgénicas sdo obtidas por técnicas de engenharia genética, por
meio da modificacdo de seu DNA, com a introducdo de uma nova caracteristica
gue ndo ocorre naturalmente na espécie. O transgene corresponde a um ou mais
genes que podem ser inseridos artificialmente de uma espécie de planta ou de uma
espécie totalmente diferente, que ndo sdo sexualmente compativeis. Os

organismos geneticamente modificados resultantes da transformagdo podem



apresentar caracteristicas distintas, como resisténcia a herbicida, insetos, pragas,
virus, melhor qualidade nutricional, dentre outras (Rani & Usha 2013).

O estudo da funcdo biologica de genes ou conjunto de genes pode ser
realizado em plantas transgénicas. Por meio da superexpressdo e/ou
silenciamento, é possivel analisar membros de familias génicas individualmente ou
em conjunto, caracterizar a funcdo de genes de organismos através da expressao
heter6loga e identificar genes que conferem tolerancia a diversos tipos de
estresses (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 de dicotiledoneas mais
comumente transformadas (Rani & Usha 2013), pois apresentam métodos de
transformacdo bem estabelecidos, facil propagacdo e genomas bem estudados
(Koornneef & Meinke 2010). Os métodos de transformacdo mais usados séo

biobalistica e 0 mediado por Agrobacterium tumefaciens.

1.5 TRANSFORMACAO GENETICA VIA Agrobacterium tumefaciens

Agrobactérias sdo bactérias gram-negativas do solo com estilo de vida
predominantemente saprofito (Bourras et al. 2015). A Agrobacterium tumefaciens é
0 agente causal da doenca conhecida como galha de coroa (Smith & Townsend
1907), caracterizada por um crescimento neoplasico no local da infec¢cao (Escobar
& Dandekar 2003). A infec¢do ocorre através da transformacéo 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 integracéo de
forma estavel (Bourras et al. 2015).

A transformagéo genética da célula hospedeira leva a uma reprogramacéao
oncogeénica, propiciando um ambiente favoravel para o patdogeno. A capacidade
gue a Agrobacterium tem de transferir o T-DNA para outros organismos € utilizada

como uma ferramenta para a transformacdo 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 dicotileddéneas, no entanto,
apesar das monocotiledéneas ndo serem suas hospedeiras naturais (Binns &
Thomashow, 1988; Bourras et al. 2015), é possivel seu uso em protocolos de
transformacao genética de 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 o0 objetivo de torna-las mais
resistentes/tolerantes a estresses bibticos e abidticos. O gene TsVP, responsavel
pela codificacdo da enzima vacuolar H+- pirofosfatase, mantém o pH vacuolar,
proporciona energia para transporte no tonoplasto e estimula o transporte de
auxina da planta Thellungiella halophila. Quando superexpresso em milho
apresenta maior crescimento radicular, conteido e concentracdo de fosfato e
produtividade de gréos (Pei et al.2012).

Um sistema reporter para monitorar a deficiéncia de P em tempo real no
tabaco foi testado usando o gene Purple (Pr) da couve-flor (Brassica oleracea var
botrytis), que produz antocianina 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 (inspecdo visual) e também pela intensidade do espectro de reflexdo do
pigmento por sensoriamento remoto hiperespectral (Liu et al.2014).

Linhagens de tabaco superexpressando o gene do transportador de fosfato
OsPT8 de arroz aumentam significativamente a concentracdo total de P em
condi¢des suficientes de P, a biomassa em condigbes de deficiéncia de P e
também o acumulo de selénio (Se) em condi¢des suficientes de P em relacao ao
tipo selvagem. O aumento na aquisicdo de P e Se em linhagens transgénicas de
tabaco tornam o gene OsPT8 promissor para reduzir a fertilizacdo com esses

nutrientes e obter plantas de tabaco enriquecidas com Se (Song et al. 2017).



1.6 PROTEINAS QUINASES EM PLANTAS

Proteinas quinases sé@o enzimas que catalisam a transferéncia de fosforil de
MgATP para cadeias laterais serina/treonina e tirosina nas proteinas (Wang & Cole
2014). A especificidade das proteinas quinases serina/treonina € parcialmente
determinada por interacées com alguns residuos préximos ao residuo que recebe o
grupo fosfato, formando o motivo quinase substrato (Bradley & Beltrao 2019).
Grande parte dessas proteinas sao proteinas da membrana plasmatica, mas
existem também as que sdo quinases associadas a parede (WAKSs) ligadas a
fracdo de pectina da parede celular (Lim et al. 2015) e as citoplasmaticas que nao
possuem ligacdo a membrana plasmética (Zhang et al. 2014; Ye et al. 2017).

Proteinas quinases tipo receptoras (RLKs) s&o proteinas quinases
serina/treonina com importante papel em vias de sinalizacdo que regulam
desenvolvimento, resisténcia a doencas, sinalizacdo hormonal e auto-
incompatibilidade em plantas (Ye et al. 2017). As RLKs possuem um dominio
catalitico de proteina quinase, um transmembranar e um extracelular de ligacdo ao
ligante (Walker 1994; Greeff et al. 2012). O dominio catalitico de proteina quinase é
intracelular e o centro da cascata de sinalizagdo, que transmite sinais abaixo do
sinal recebido. O dominio transmembrana transmite o sinal através da conexao dos
dominios extracelular e intracelular para o dominio intracelular, e o dominio
extracelular de ligacdo ao ligante é o centro de combinacdo dos sinais (Ye et al.
2017).

Proteinas quinases realizam fosforilacdo reversivel de proteinas, um
importante mecanismo na regulacdo de vias que permitem as plantas
tolerarem/sobreviverem as condicdes ambientais adversas (Chae et al. 2010).
Essas proteinas percebem sinais moleculares que irdo permitir as plantas
responderem a fatores bibticos e abidticos no ambiente para estabelecer relacdes
simbidticas com microrganismos benéficos, ativar respostas imunes contra
microrganismos fitopatogénicos e responder ao estresse abidtico (Liang & Zhou
2018).

Como exemplos de proteinas quinases envolvidas em respostas as
condicbes contrastantes de P podemos citar o gene de Arabidopsis

thaliana Botrytis-induced kinasel (Bik1l), uma quinase tipo receptora localizada na



membrana plasmatica, envolvida na resposta ao estresse de P e na resisténcia ao
fungo Botrytis cinerea (Zhang et al. 2016). Além disso, proteinas quinases com
potencial papel no desenvolvimento e crescimento de pelos radiculares sob
estresse de P foram identificadas em andlise de co-expressdo de proteinas
quinases com proteinas fosfatases no genoma de raizes de Arabidopsis sob

estresse e condi¢des suficientes de P (Lan et al. 2013).

1.7 PHOSPHORUS-STARVATION TOLERANCE 1 (PSTOL1)

Ha varios estudos descrevendo QTLs (Quantitative Trait Loci) para
caracteristicas radiculares (Liu et al. 2008; Ruta et al. 2010; Zhang et al. 2014;
Burton et al. 2014; Salvi et al. 2016), porém eles ainda sdo pouco utilizados como
critério de selecdo nos programas de melhoramento, uma vez que eles possuem
efeitos pequenos e poucos genes candidatos controlando esses loci foram
identificados.

O QTL de efeito maior para absorcdo de P em arroz é o Pupl (Phosphorus
uptake 1), que esta associado ao aumento da superficie radicular e a eficiéncia na
aquisicdo de P (Ni et al. 1998; Wissuwa et al. 1998; Wissuwa & Ae 2001).
Trabalhos com uma populacdo de mapeamento derivada de Kasalath (eficiente na
aquisicao de P) e Nipponbare (ineficiente) indicam que o Pupl responde por cerca
de 80% da variabilidade fenotipica para caracteristicas relacionadas com absorcéo
de P em arroz (Wissuwa et al. 2002). O sequenciamento do loco Pupl em Kasalath
mostrou um transposon com uma delecdo de ~90 Kb no genoma de referéncia do
arroz Nipponbare e de outras variedades de arroz deficientes no uso de P (Heuer
et al. 2009).

Em arroz o gene presente no loco Pupl é o Phosphorus-starvation
tolerance 1 (Pstoll) (Gamuyao et al. 2012). Homdlogos deste gene foram
encontrados em sorgo e milho por meio de genémica comparativa e possuem alta
similaridade de sequéncia de proteinas com OsPstoll (Hufnagel et al. 2014,
Azevedo et al. 2015).

Novos alelos do gene Pstoll para eficiéncia na aquisicdo de P foram

encontrados nas espécies selvagens do germoplasma de arroz Oryza rufipogon
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usando marcadores SSR e sequéncia do gene OsPstoll. Dentre os 53
polimorfismos encontrados (52 SNPs e 1 mutagdo ndo senso), had 17 haplétipos,
dos quais 8 tem diferencas significativas no comprimento radicular e peso quando
crescidos em condicdes contrastantes de P. O acesso O. rufipogon IRGC 106506
apresenta maior peso de raiz e conteudo de P quando comparado com o controle,
sendo potencial doador para cultivares elite de arroz (Neelam et al. 2017).

O gene TaPstol de trigo, localizado no brago curto do cromossomo 5A,
codifica uma proteina quinase putativa e compatrtilha alto nivel de similaridade com
OsPstoll. TaPstol controla caracteristicas agronémicas importantes como alteracéo
do crescimento radicular em condi¢cbes de baixo P e aumento do conteddo de P no
grdo. Além disso, modula o tempo de florescimento e tamanho do grdo em trigo
(Milner et al. 2018).

1.7.1 OsPSTOL1

O gene responsavel pelo loco Pupl, Phosphorus-starvation tolerance 1
(Pstoll) codifica uma proteina quinase envolvida no desenvolvimento precoce do
sistema radicular de arroz em condicdbes de baixo P, presente na variedade
tradicional Kasalath e ausente no genoma de referéncia do arroz Nipponbare
(Gamuyao et al. 2012). OsPstoll possui sequéncia de aminoacidos com alta
similaridade com a familia de receptor serina/treonina quinase LRK10L-2, mas
como nao possui extensdo amino-terminal presente nessa familia, foi classificado
como receptor tipo quinase citoplasmatica (Dardick et al. 2007; Vij et al. 2008).

A superexpressdo 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. As analises fenotipicas
em duas regides com solos com baixo P mostram que a alta expressdo do
transgene aumenta a produtividade de grédos em mais que 60% em ambas as
variedades de arroz. O peso seco de raiz, o total de P e o peso de grédos sédo
maiores em linhagens IR64 com alta expressao do transgene em comparacgao com
plantas n&o transgénicas ou com a baixa expressao do transgene em condic¢des de

baixo P. De forma semelhante, o peso de grédos e o total de P sdo maiores nas
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linhagens transgénicas de Nipponbare em relacdo as plantas controle ou com baixa
expressao (Gamuyao et al. 2012).

Linhagens IR64 superexpressando o gene Pstoll e linhagens semi-
isogénicas (NILs) de arroz com (IR64) o gene Pstoll tem maior comprimento e area
de superficie em solucdo nutritiva com baixo e alto de P (Gamuyao et al. 2012). A
expressdo do gene reporter da B-glucoronidase (GUS) sob controle do promotor
nativo do Pstoll ocorre no meristema, onde sdo formadas as raizes da coroa,
principais constituintes do sistema radicular em arroz. No meristema radicular, a
expressdo de GUS esta restrita aos primordios das raizes da coroa e células do
parénquima fora do cilindro vascular periférico, padrdo semelhante & de outros
genes envolvidos no desenvolvimento radicular. Esses dados indicam que o gene
Pstoll é um regulador do desenvolvimento precoce do crescimento da raiz em

arroz (Gamuyao et al. 2012).

1.7.2 SbPSTOL1

Foram identificados seis homdlogos ao OsPstoll em sorgo (Sorghum
bicolor) com identidade superior a 55% (Hufnagel et al. 2014). Semelhante ao
OsPSTOL1, todas as seis proteinas PSTOL1 de sorgo (SbPSTOL1) tém um
dominio serina/treonina quinase e sdo RLKs membros da familia de proteinas
quinasel da raiz do milho (CRPK1) (Takezawa et al. 1996).

Dois painéis de associacdo de sorgo foram usados para o mapeamento
associativo com SNPs para os seis genes SbPstoll (Sb03g006765, Sb03g031670,
Sb03g031680, Sb03g031690, Sb03g031700 e Sb07g002840) no Brasil no
Subconjunto do Painel de Associacdo de Sorgo (SAPst) para producéo de gréos
em solo e morfologia radicular, absorcdo de P e acumulo de biomassa em
hidroponia, e na Africa no Painel de Associacdo da Africa Ocidental (WAP) para
biomassa e absorcdo de P em solo, ambos em condicbes de baixo P. No SAPst ha
associacdo de SNPs dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690 com diametro
radicular e area de superficie radicular, enquanto dois SNPs Sb03g031690 estédo
fracamente associados ao volume de raizes finas. No WAP para as mesmas

caracteristicas e SNPs, multiplos SNPs dentro de Sh03g006765 foram detectados
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para concentracdo e contetudo de P na parte aérea além do acumulo de biomassa
em perfilho Unico. Para Sb03g031690 foram detectadas associa¢cdes quanto ao
conteldo de P e caracteristicas de acumulo de biomassa (Hufnagel et al. 2014).

A validacdo por mapeamento de QTL biparental em populacdo de RILs
proveniente de gendtipos de sorgo contrastantes para absorcdo de P (BROO7
eficiente e SC283 ineficiente na absorgéo de P) identificou QTLs para morfologia
radicular para os genes Sb03g006765 (diametro de raiz e peso Sseco),
Sb03g031690 (comprimento de raiz, &rea de superficie radicular e volume de
raizes finas) e Sb079g002840 (peso seco de raiz e diametro radicular). Além disso,
também ha forte associacdo dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690 com
caracteristicas de arquitetura radicular como bushiness (raz&o do nimero méaximo
de raizes dividido pelo nimero médio de raizes), centréide (posicédo vertical do
centro de massa do sistema radicular inteiro), nimero médio de raizes e
comprimento especifico da raiz (Hufnagel et al. 2014).

Os resultados de Hufnagel et al. (2014) sugerem que 0S genes
Sb03g006765, Sb03g031690 e Sb07g002840 possuem um papel mais geral no
sistema radicular, alterando a morfologia e a arquitetura radicular, com ganho na
produtividade em condi¢cdes de baixo P. O mapeamento de QTL para mudltiplas
caracteristicas confirmou QTLs pleiotropicos subjacentes a alteragcbes ha
morfologia do sistema radicular e na produtividade de grdos para 0s genes
SbPstoll (Bernardino et al. 2019). O gene Sb03g006765 e o grupo de quatro genes
gue incluem o gene Sb03g031690 estao préximos de QTLs para produtividade de
gréos e area de superficie de raizes finas, e o gene Sb07g002840 proximo de
QTLs para produtividade de grédos e diametro radicular (Bernardino et al. 2019).
Além disso, as proteinas dos genes Sb07g002840, Sh03g031690 e Sb03g006765
possuem um dominio transmembrana, um dominio C terminal de receptor quinase
associado a parede nas proteinas Sh03g031690 e Sb03g006765 e um dominio de
ligacdo GUB_WAK apenas na proteina Sb03g006765. Portanto, 0s genes
Sb03g006765, Sb03g031690 e Sb07g002840 foram selecionados para

superexpressao em tabaco.
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1.7.3 ZmPSTOL1

O mapeamento de QTL em uma populacdo de RILs proveniente de dois
genotipos contrastantes para aquisicdo de P (L3 x L22), com modelos para
caracteristicas simples (MIM) e multiplas (MT-MIM) identificou treze regides
gendmicas associadas a caracteristicas de morfologia radicular, acumulo de
biomassa e conteudo de P em plantulas de milho. Neste mapeamento em adicéo
aos marcadores SSR e SNPs seis genes ZmPstoll homologos do gene OsPstoll
foram usados para predicdo de suas posicoes fisicas (Azevedo et al. 2015).

As seis proteinas (ZmPstol3.04, ZmPstol3.06, ZmPstol4.05, ZmPstol8.02,
ZmPstol8.05_ 1 e ZmPstol8.05 2) preditas no genoma do milho homoélogas ao
OsPstoll compartilham mais de 55% de identidade de sequéncia de aminoacidos.
Todas as proteinas ZmPSTOL1 possuem dominios conservados de ligagdo a ATP
e serina/treonina quinase como OsPSTOL1 (Azevedo et al. 2015). As proteinas de
milho ZmPSTOL4.05, ZmPSTOL8.02, ZmPSTOL8.05_1 e ZmPSTOL8.05_2 foram
classificadas por Azevedo et al. (2015) como quinases do tipo receptoras (RLKS),
com dominio transmembranar e dominio quinase intracelular (Shiu & Bleecker
2001; Vij et al. 2008) e ZmPSTOL3.04 e ZmPSTOL3.06 como quinases
citoplasmaticas do tipo receptor (RLCKs), com dominio quinase intracelular, mas
ausente o dominio transmembrana (Vij et al. 2008).

Trés genes (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1) foram mais
expressos na raiz do que na parte aérea em condicdes de baixo P na linhagem
parental doadora dos alelos favoraveis (L22 para ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1 e
L3 para ZmPstol3.06), e 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 (Azevedo et al. 2015). O gene ZmPstol8.02 co-localiza com
QTLs para comprimento de raiz, area de superficie de raiz, razao raiz: parte aérea
e conteudo P, e os genes ZmPstol8.05 1, ZmPstol4.05 e ZmPstol3.06 co-
localizam com QTLs para comprimento de raiz, diametro de raiz e razao raiz: parte
aérea, respectivamente.

A co-localizacdo com QTLs de morfologia radicular e a maior expressao na
raiz do que na parte aérea em condi¢Bes de baixo P na linhagem parental doadora

dos alelos favoraveis sdo importantes evidéncias de que esses genes podem atuar
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de forma semelhante ao OsPstoll, e dessa forma o0s genes ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05 1 foram selecionados para superexpressdo em

tabaco.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar a funcionalidade dos genes Pstoll quanto ao aumento da
superficie radicular, aquisicdo de fosforo e producdo de biomassa por meio da
expressao heterdloga em tabaco.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Capitulo 1
Estabelecer uma metodologia para estimar o numero de copias de

transgenes em plantas de tabaco usando PCR em tempo real e o método 224,

3.2.1 Capitulo 2

Avaliar as modificagcdes morfolégicas do sistema radicular e o desempenho
em baixo e alto P de plantas de tabaco transformadas com os genes OsPSTOL1,
SbPSTOL1 e ZmPSTOL1.
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Abstract: Determining the copy number is important because it can greatly
influence the expression level and genetic stability of transgenes. This study
aimed to establish a methodology that can estimate the transgene copy number
in tobacco (Nicotiana tabacum) using the Auxin independentl (Axil) gene as
an endogenous control. Tobacco c.v. Petit Havana plants were transformed via
Agrobacterium tumefaciens with a pMCG1005 vector that contained Bar as a
selective gene. Oligonucleotide efficiency was determined and a gPCR using the
24 qnd 24 methods was performed. Bar was the target gene and Axil was
the endogenous control in five transgenic tobacco events. The results showed
that the Axil gene was donated by the maternal parent N. sylvestris when in-
terspecific hybridization occurred between N. sylvestris and N. tomentosiformis.
The copy number results agreed with the segregation ratios for the Bar gene
in T1 plants, which confirmed that Axil is a single copy gene that can be used
as an endogenous control.

Keywords: Bar, Nicotiana tabacum, real-time PCR, segregation, transgene
INTRODUCTION

Genetic engineering incorporates new genes into transgenic plants from
completely unrelated species, which can be transmitted to their descendants
(Low et al. 2018, Nazir et al. 2019). In 1983, the first transgenic tobacco (Nicotiana
tabacum) plants containing a gene coding for resistance against the antibiotic
kanamycin were generated (Fraley et al. 1983). Since then, several proteins have
been expressed in transgenic tobacco and other plants (Jube and Borthakur 2007,
Burnett and Burnett 2019, Moon et al. 2020). Tobacco is a highly productive, _ *Corresponding author:
A 3 F % E-mail: sylvia.sousa@embrapa.br
non-food crop that is cultivated in about 120 countries throughout the world. B ORCID: 0000-0002-8030-1385
Furthermore, it is considered to be a model plant for scientific research because
of its well-established regeneration and transformation methodologies, and the Received: 17 September 2019

existence of a sequenced genome (Edwards et al. 2017). Accepted: 28 March 2020
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The genetic transformation of model plants is key to validating gene

function. Transgenic plants can be used to characterize single genes and ! Universidade Federal de Sdo Jodo del-Rei,
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transgene (Gadaleta et al. 2011). Transgenic (T ) plants are hemizygous for the gene of interest and if they inherit a
dominant trait and follow Mendelian inheritance, then they will produce homozygous and hemizygous plants after
segregation. Out of all the generated plants, only one quarter of the T1 generation are homozygous plants that can
be used to improve crops. Therefore, it is important to find simple, reliable, and high-throughput techniques that
can detect the zygosity of transgenes (Passricha et al. 2016). Southern blotting was used for a long time to determine
copy numbers, but it is a laborious and time-consuming method. It requires considerable amounts of DNA from
samples and hazardous radioisotopes in some cases. Real-time PCR was identified as a fast, sensitive, and accurate
technique that could be used to determine copy number insertion. However, in order to ensure that this method
produces accurate results, it is essential to have a single copy gene as a reference, such as Alcohol dehydrogenase 1
(Adh1) in maize (Ingham et al. 2001) and a gene encoding the I/Y protein of a mobile element (hmg I/y) in Brassica
napus (Masek et al. 2000, Weng et al. 2005).

Not many single genes in tobacco have been characterized as being potential single-copy reference genes. The Auxin
independentl (Axi1) gene was first used to determine the copy number in transgenic plants transformed with the p3
gene (Potato Virus A - PVA), an aphid-transmitted potyvirus (Novakova et al. 2005) by Subr et al. (2006). However, they
were unable to prove that Axil was a single copy-gene. The Axil gene was isolated from a DNA tagged plant mutant
collection that aimed to isolate genes involved in auxin action. When Axi1 expression is interrupted, the protoplasts
gain the ability to grow in culture in the absence or at high concentrations of auxin, which is uncommon in wild type
protoplasts (Walden et al. 1994).

Tobacco is an allotetraploid and its large genome (4.5 Gb) contains a large number of replicates (> 70%). The species
N. tabacum (2n = 4x = 48) evolved from the interspecific hybridization of the ancestors Nicotiana sylvestris (2n = 24,
maternal donor) and Nicotiana tomentosiformis (2n = 24, paternal donor) about 400,000-800,000 years ago (Clarkson
et al. 2017). The results from this study showed that Axi1 is a single copy gene and that it came from the maternal
donor N. sylvestris. We also established a methodology to estimate transgene copy number in transgenic tobacco using
real-time PCR and the 222 method.

MATERIAL AND METHODS

Cloning the Axil gene

Oligonucleotides were designed and used to clone a 727 bp fragment from the Axi1 gene (GenBank: X80301)
(Axi1CloneF: 5'-AGATGCAGTTGTTGCAGCTC-3’ and Axi1CloneR: 5’-TCAGATGCAAGGCAACAAAG-3’). The PCR reaction
solution contained 40 ng tobacco genomic DNA (20 ng mL*), 0.5 mM MgCl,, 0.5 mM of each primer, and 1x Promega
GoTaq® Colorless Master Mix in a final volume of 20 mL. The reaction solutions were heated to 94 °C for 2 min, followed
by 35 cycles of 94 °C for 20 s, 61 °C for 20 s, and 72 °C for 1 min. The final step was 72 °C for 5 min. The PCR product
was applied to 1% agarose gel and visualized with GelRed (Biotium, Hayward, CA, USA). The band from the fragment of
interest was isolated from the gel and purified using a QlAquick Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden, Germany) and then
cloned into the pGEM®-T Easy Vector System (Promega Corporation, Madison, WI, USA). Escherichia coli DH5-a cells
were transformed using the freeze-thaw method and the plasmid DNA from the recombinant clones was extracted using
a Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA). The plasmid DNA
was quantified using a Nanodrop1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA, USA). All procedures
were performed according to manufacturer’s instructions.

Determination of the Axil gene copy number in the tobacco genome

The copy number of the Axi1 gene in the tobacco genome was determined using a standard four-point curve obtained
from a 1:10 factor serial dilution of plasmid DNA containing 100 000, 10 000, 1000, and 100 copies of the Axi1 gene.
The copy number for the plasmid (starting amount) was calculated using the formula:

molecular mass % 6.022 x 102

Copy Number ulL™ =
mass (g)

The CT values were plotted against the log of the copy number and the standard curve was generated from an adjusted
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linear regression of the plotted points. The PCR amplification efficiency (E) was calculated from the slope coefficient of
the adjusted line using the equation in Rasmussen (2001):

10_1/slope -1

The copy number of the gene Axil in the tobacco genome was determined by taking 87 ng (10 000 copies of the
genome — content 2C = 8.7 pg) from three independent genomic DNA samples. The results were then interpolated
using the standard curve.

The PCR reaction sample contained plasmid DNA, and there were three biological replicates and three technical
replicates with 1:10 factor serial dilution of plasmid DNA (100 000, 10 000, 1000, and 100 copies of the Axi1 gene). The
sample also contained 87 ng genomic DNA, 1x Fast SYBR® Green Master Mix (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific),
1 mM of each primer (AxiIForward: 5-GCCGTCCTTGTAGTTCCAAA-3" and Axi1Reverse:5 -AGCGGTCGACATCAAAAATC-3")
(Subr et al. 2006) in a final volume of 10 mL. The Axil primers were located on exons five (forward) and six (reverse),
and they amplified an 85 bp section of DNA. A 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Thermo Fisher
Scientific) was used for the PCR and the amplification conditions were 95 °C for 20 s, followed by 40 cycles of 95 °C for
3's,and 60 °C for 30 s, which were the manufacturer’s recommendations.

Confirmation of the Axi1 parental donor

Genomic DNA from N. tabacum leaves and its parents, N. sylvestris and N. tomentosiformis, was extracted using the
Saghai-Maroof et al. (1984) method. A 975 bp fragment was amplified from 40 ng DNA (20 ng mL?) in a mixture that
contained 0.6 mM MgCl, and 1 mM Axi1F2 (5'- CCAAAATCATCATCATCAACCA-3’) and Axi1R2 (5'-TCTGTTGATTCAAGCCTCCA-3'),
5% DMSO, 1.25x Promega GoTaq® Colorless Master Mix in a final volume of 20 mL. The cycle conditions were 94 °C for
2 min, followed by a 35 cycles of 94 °C for 20's, 59 °C for 20 s, 72 °C for 1 min, and a final extension of 72 °C for 5 min.

Tobacco transformation with the pMCG1005 vector

Agrobacterium tumefaciens strain EHA101 harboring a pMCG1005 binary vector (McGinnis et al. 2005) that expressed
the Bar gene driven by the 4x 35S promoter and the nopaline synthase gene terminator was used to transform axenic
Nicotiana tabacum cv. Petit Havana plants following the protocol developed by Horsch et al. (1985). Tobacco leaf disks
were placed in a Petri dish that was lined with tissue. Then 20 mL Agrobacterium tumefaciens culture (grown at 28
°C, 250 rpm) was added and the samples were left to culture overnight. After culturing, the leaf disks were removed
and any excess bacterial culture was blotted from the tissue using sterile filter paper. The leaf disks were placed onto
infection medium (4.3 g L* MS salts mixture, 3% sucrose, 0.8% agar, 0.4 mg L thiamine-HCl, 100 mg L"* myo-inositol, 5
mM kinetin, and 13.5 mM 2,4-dichlorophenoxyacetic acid) and incubated for 48 hours at 26 °C in a lit growth chamber.
Unless otherwise stated, all of the chemicals were obtained from the Sigma Corporation (Sigma, Sdo Paulo, Brazil). The
transformed tissues were selected on shoot induction medium (4.3 g L'* MS salts, 3% sucrose, 0.8% agar, 1 mL L"* 1000x
MS vitamins stock (1000x MS stock solution: thiamine HCI 1 g L, nicotinic acid 0.5 g L%, pyridoxine HCI 0.5 g L?, glycine
2 gL?, and myo-inositol 100 g L*), 0.5 uM p-naphthaleneacetic acid, 4 UM 6-benzylaminepurine, 100 mg L™ tioxin, and 3
mg L™ phosphinothricin (PPT). The explants were transferred to new selection medium on a weekly basis and the shoots
regenerated within three to four weeks. The transformed shoots rooted in two to three weeks and were maintained
on 50 mL of shoot induction medium without phytohormones, but supplemented with 100 mg L* tioxin and 1 mg L*
PPT, in Majenta GA7 containers (Sigma) under continuous light at 26 + 2 °C. Then the plants were transferred from the
culture media to soil and grown in the greenhouse.

Copy number quantification of the transgenic tobacco events

The copy number was calculated for the five pMCG1005 events (T0) using the formula:2 eference ““transgene , which does
not require a single-copy reference event (Zhang et al. 2015). After this analysis, a single copy sample was selected as a
reference to quantify the relative expression levels using the 22*“method (Livak and Schmittgen 2001).

The PCR reaction solution contained 50 ng of genomic DNA (20 ng mL?), 1x Fast SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems, Thermo-Fisher), 0.6 UM each of the forward and reverse Axil primers (Subr et al. 2006), and 0.8 mM of the
Bar primers (BarF: 5'-ACAGCGACCACGCTCTTGA-3 and BarR: 5’-GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’) in a final volume of 10
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mL. A 7500 Fast Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific) was used for the PCR analysis and the amplification
conditions were 95 °C for 20 s, followed by 40 cycles of 95 °C for 3 s, and 60 °C for 30 s.

Segregation test in transgenic tobacco plants

Twenty seeds from each of the five transgenic tobacco T1 pMCG1005 events were germinated in MS medium
(Murashige and Skoog 1962) without the selection agent. The genomic DNA was extracted from the seedlings at two
and a half months after germination, according to Saghai-Maroof et al. (1984). The DNA was quantified by a NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific) and an integrity check was carried out using electrophoresis
with 1.0% agarose gel stained with GelRed (Biotium).

The presence of the Bar gene was confirmed by PCR using 60 ng of genomic DNA, 0.5 uM of each primer (355xOmegafF:
5’-ACTATCCTTCGCAAGACCCTTC-3’ and BarR: 5’-CTTCAGCAGGTGGGTGTAGAG-3’), 1x reaction buffer, 0.6 mM of dNTP, 1U
Invitrogen Tagq DNA polymerase platinum, and 5% DMSO in a final volume of 20 mL. The cycling conditions were 94 °C for
2 min, followed by 35 cycles of: 94 °C for 20 s, 60 °C for 20 s, and 72 °C for 1 min, with a final extension of 72 °C for 5 min.

A x* test was performed to compare the expected proportions of the transgene copy numbers.

RESULTS AND DISCUSSION

Tobacco is a model plant that is often used in plant-microorganism interaction and gene function studies (Clarkson et
al. 2017, Chen et al. 2018, Bai et al. 2019). Real-time PCR was used to estimate the copy number in transgenic tobacco
plants using Axi1 as the endogenous gene and Bar as the target gene. Quantitative PCR is based on a comparison between
the target gene and the single copy gene in each sample. Therefore, having a characterized single-copy gene is essential
to ensure experimental accuracy. In this study, the 2°“ method was used to select a reference sample that could be
utilized in large-scale experiments because it does not require a reference sample. After the first round of analysis, a
single copy event was selected as the reference sample for the 2-%“ method, which was then used to estimate the copy
number of the Bar gene in the transgenic tobacco genome. Finally, a Mendelian segregation analysis was carried out to
check the real-time PCR results and to confirm that there was only one Bar gene insertion.

The 2%“method requires an amplification efficiency of between 90 and 100%, and an equivalent efficiency between
the endogenous control and the target gene. Therefore, the amplification efficiency was tested and the results showed
a 93% efficiency rate. This meant that the Bar oligonucleotides could be used in the real-time PCR. Furthermore, the
dissociation or melting curve showed the presence of a single product (Figure 1).

The standard curve was created using plasmids with increasing concentrations of the Axil gene fragment (727 bp)
that ranged from 100 to 100 000 copies in the tobacco genomic DNA. The tobacco genomic DNA was quantified as

A B

Samphe v lz’.
Ntlrepl 194 109243
Nelrp2 19.1 135567
Nelrgp3 191 134825
Ne2repl 195 101413
Ni2rep2 194 112160
Ne2egp3 195 100964
Ne3sepl 200 73932
Niirep2 199 850614
Nidrep3d 199 77458

or (-Rn)

CT
"

Denvative Report
(

0.5

65 70 75 80 85 90 95 ® 23 @ om o . e L
Temperature (°C) Plasmid DNA (X)
Figure 1. Dissociation curve when Axil primers (A) were used. The standard curve for the Axil gene cloned in a plasmid with 100

000, 10 000, 1000, and 100 copies is in red and the Axi1 gene in the N. tobacco genome is in blue. There were three biological and
three technical replicates (Nt 1-3, rep 1-3) (B). R%: 0.992 and Efficiency (%): 93.055.
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having 7000 and 12 650 copies after interpolating the results from the 10 000 copies point of the standard curve (Figure
1B). This result indicated that there was only one copy of the Axi1 gene in the tobacco genome and that it was inherited
from only one parent.

We generated seven transgenic events (T0), but only five events produced enough seeds to perform the experiments.
Initially, the 2"* method was performed, using Axil as endogenous the gene and Bar as the target gene in the TO
generation of five tobacco transgenic events, to identify a single copy sample because we did not have a characterized
single copy sample for tobacco. After the first round of analysis, a reference sample (single copy) was selected and used
to calculate the number of copies in the five events. The 22 method was used to estimate the copy number of the
Bar gene in the transgenic tobacco genome and then a segregation test was performed (Figure 2). The five analyzed
events were considered to be a single copy (Table 1). The values 0.52 and 0.5 were estimated as copy numbers equal to
1 because the transgene was inserted into the TO generation by hemizygosis (Tt). Although all DNA samples were diluted
to 20 ng uL* and the concentration verified by the Nanodrop method and in agarose gel, which produced similar results
to the 2 method, there was some variation in the pipetting and DNA quality that resulted in different 24 results
and consequently a difference in the copy numbers, which ranged from 0.5 and 1.0. As expected, the wild type tobacco
did not show amplification of the Bar gene (Table 1). Transgenic single copy events are desirable because they follow
a Mendelian segregation pattern, which means that the possibility of gene silencing is lower (Collier et al. 2017, Tark-
Dame et al. 2018). Our results corroborated those of Subr et al. (2006) who also used the Axil gene as an endogenous
control to determine the copy number for the Potato virus A (PVA) P3 gene in transgenic tobacco.

Tobacco
transformation

l

2-2Ctmethod m——p | Singlecopy
5 events (T0) sample

Confiration Axi/isa
4= | single copy gene inherited
from N. sylvestris

2-34Ct method
5 events (T0)

l

Segregation test
Sevents (T1)

Figure 2. Experimental workflow.

Table 1. Copy number, segregation, and x? results (3481; p < 0.05) for tobacco transgenic event T1

Samples Copy number (2) Segregation X2
pMCG1005 Ev. 3 0.52 311 1.42
pMCG1005 Ev. 4 0.98 3:1 1.06
pMCG1005 Ev. 6 0.5 3:1 0.26
pMCG1005 Ev. 7 1,12 34, 2.40
pMCG1005 Ev. 10 0.45 3:1 0.26
Wild type tobacco 0
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Once it had been confirmed that there was only one A
copy of the Axil gene in the N. tabacum genome, a PCR
was performed with N. sylvestris as the maternal parent
(S-genome) and N. tomentosiformis as the paternal parent 9
(T-genome). The PCR only amplified the Axi1 gene fragment
(975 bp) in the maternal parent (Figure 3).

Nicotiana sylvesoris
X L d

d Nicotiana tomentosiformis

Nicotiana (Solanaceae) contains approximately 75
species, 48% of which are allotetraploids (36 species) that
are classified into 12 sections. These allotetraploids are
mainly distributed in the Americas, except for one section
that is found outside the Americas (Knnap et al. 2004). L 1
Nicotiana tabacum (2n=48, SSTT) was originally derived
from interspecific hybridization between N. sylvestris
(2n=24, SS) and N. tomentosiformis (2n=24, TT) followed
by chromosome doubling. These events occurred less than g_b.p
1 Ma ago at an early stage in the diploidization process
(Clarkson et al. 2010). Concerted evolution of the rDNA
has been documented in N. tabacum. The process led to
rDNA loci being overwritten within a few generations by
one dominant progenitor copy, which was usually maternal,
and it is possible that the same could have happened to
the Axil loci.

=
4
”

Figure 3. A. Representation of the interspecific hybridization
that occurred 400 000-800 000 years ago between N. sylvestris
and N. tomentosiformis, which generated N. tabacum. B. PCR
analysis of the tobacco Axi1 gene origin. L. 1 kb Plus DNA Ladder

N. tabacum genome is highly similar to its parent’s
genome. However, there has been a reduction inits genome,
with greater losses of repetitive DNA sequences from the

(Invitrogen), 1. N. sylvestris, 2. N. tomentosiformis, 3. N. tabacum,
4. Negative control (Water); 5. Positive control (0GEM®-T Easy
Vector with the Axi1 gene). Red arrow indicates the amplified
Axil fragment (975 pb).

T-genome than from the S-genome, showing a preferential
loss of repetitive sequences from the paternal parent at
the genome level (Renny-Byfield et al. 2011). The loss of
repetitive sequences from T-genome also happened with Axi1 gene, which is only present in the S-genome. Studies
to identify mutations in the N gene, responsible to resistance to mosaic virus and present in the N-chromosome, also
showed that this chromosome is closer related to N. sylvestris, which is probably derived from the S-genome (Chen et
al. 2018), as showed for Axi1 gene. The genome downsizing is a widespread biological response to polyploidization that
is also illustrated in the Xyloglucan endotransglucosylase/hydrolase (XTH) gene family, which has a higher number of
NtXTHs genes in N. tabacum than in the ancestral donors, but less than the sum of these two donors (Wang et al. 2018).

Antibiotic or herbicide selection is a conventional method that is used to differentiate between hemizygous and
homozygous lines if the transgene is a dominant trait and follows the Mendelian first law of segregation (Passricha et al.
2016, Tarafdar et al. 2019). To validate the data obtained for the copy number by real-time PCR, a segregation test was
performed on the five independent pMCG1005 events. For event pMCG1005 Ev. 3, 12 seedlings out of 19 were positive
for the Bar gene and 7 were negative, which was similar to event pMCG1005 Ev. 4, where 13 out of 20 seedlings were
positive for the Bar gene and 7 were negative, and event pMCG1005 Ev. 6, where 14 out of 20 seedlings were positive for
the Bar gene and 6 were negative. However, for event pMCG1005 Ev. 7, 18 out of 20 seedlings were positive for the Bar
gene and 2 were negative and for event pMCG1005 Ev. 10, 16 out of 20 seedlings were positive for the Bar gene and 4
were negative (Table 1). The segregation pattern obtained in these events was the expected for monogenic characteristics
(3:1) and this was confirmed by the x2 test at p < 0.05 (Table 1). Events that had copy numbers between 0.5 and 1.0 may
have had more than one copy integrated into the same locus. In this case, the copies would be inherited together and
show a 3:1 distribution in the segregation test at T1. Tizaoui and Kchouk (2012) reported a tobacco transgenic event that
showed two tightly linked inserts in the cis part at T1 with a low recombination frequency. By the T2 generation, the
transgenic locus had evolved and the inserts were far enough apart to recombine with a high frequency. Transgenes are
sexually inherited as a dominant trait with 3:1 Mendelian inheritance when present as single copy in the host genome
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(Low et al. 2018), which is usually functional (Parrott 2010).

A Southern blot analysis is traditionally used to determine transgene copy number and is still a very useful technique
when working with a species that do not have an available, fully annotated genome sequence. While reliable, this classic
molecular biology technique is laborious, time-consuming, and requires large amounts of starting plant material, which
is difficult in the case of tobacco seedlings, for example, and may involve the use of hazardous radioisotopes (Giancaspro
et al. 2017, Nazir et al. 2019). Furthermore, it may fail to detect the exact number of transgene copies when these
have been rearranged during integration into the host genome, which may cause changes and/or the loss of relevant
restriction sites (Gadaleta et al. 2011, Giancaspro et al. 2017). Real-time PCR analyses are being used on many crops
and model species to detect and characterize transgene locus structures. The determination of the transgenic locus
number through real-time PCR overcomes the problems linked to phenotypic segregation analysis (i.e., lack of detectable
expression even when the transgenes are present) and it is possible to analyze hundreds of samples per day. These two
advantages mean that real-time PCR is an efficient method for estimating gene copy numbers (Gadaleta et al. 2011,
Thu et al. 2016, Giancaspro et al. 2017). Real-time PCR is a fast and sensitive method, but its precision depends on a
reliable one-copy reference gene, which was confirmed by the results from this study.

To date, there have been no genes characterized and validated in tobacco that could be used as a single-copy
reference. However, this study has shown that Axi1 is definitely a single-copy gene in N. tabacum, and that it came
from its maternal donor N. sylvestris. The results also showed that it can be used as a reference gene for copy number
determination by real-time PCR and the 2%*“ method, and consequently for transgenic characterization.
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CAPITULO 2

Genes Phosphorus-starvation tolerance 1 de arroz, milho e sorgo séo

capazes de aumentar a superficie radicular e biomassa de tabaco transgénico

INTRODUCAO

O fosfoéro (P) € um macronutriente essencial para o crescimento das plantas,
mas devido a sua baixa disponibilidade no solo, principalmente nos solos acidos,
onde formam complexos insollveis com cétions de ferro e aluminio, ele se torna
pouco disponivel para absorcdo pelas plantas (Vance et al. 2003; Chapin et al.
2011; Hasan et al. 2016; Daneshgar et al. 2018). A adubacéao fosfatada aumenta a
produtividade das culturas, porém os fertilizantes fosfatados sdo recursos néo
renovaveis com pico de exploracdo estimado para 2070 (Cordell et al. 2011;
Daneshgar et al. 2018). Portanto, a busca por estratégias sustentaveis, como
gendtipos mais eficientes para o uso de P, sdo cada vez mais necessarias.

Para absorver quantidade suficiente de P para suas atividades
metabdlicas, as plantas apresentam mudancas em sua morfologia radicular, se
associam a fungos micorrizicos e exsudam mais compostos organicos. No entanto
essas respostas variam entre espécies e genotipos (Wen et al. 2019). A
identificacdo de genes relacionados a caracteristicas do sistema radicular e a
eficiéncia na aquisicdo de P sdo importantes, uma vez que podem ser usados
como marcadores moleculares ou para gerarem plantas transgénicas que pode ser
usados em programas de melhoramento para desenvolvimento de cultivares mais
eficientes na aquisicdo de nutrientes. Em arroz foi descrito um QTL de efeito maior
para absor¢cdo de P, chamado Pupl (Phosphorus uptake 1). Esse QTL esta
associado ao aumento da superficie radicular e da eficiéncia na aquisicdo de P em
arroz (Ni et al. 1998; Wissuwa et al. 1998; Wissuwa & Ae 2001), respondendo por
cerca de 80% da variabilidade fenotipica (Wissuwa et al.2002). O gene responsavel
pelo loco Pupl € o Phosphorus-starvation tolerance 1 (Pstoll) e esta envolvido no
desenvolvimento precoce do sistema radicular de arroz em condi¢gbes de baixo P,

presente na variedade tradicional Kasalath e ausente no genoma de referéncia do
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arroz Nipponbare (Gamuyao et al. 2012). OsPstoll é uma proteina quinase
serinal/treonina, classificada como receptor tipo quinase citoplasmatica (RLCKS)
(Dardick et al. 2007; Vij et al. 2008).

Em sorgo e milho foram identificados homologos da proteina OsPstoll com
identidade superior a 55% (Hufnagel et al. 2014; Azevedo et al. 2015). Os genes
SbPstoll (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram associados com
SNPs para producdo de grdos, morfologia radicular, absorcdo de P e acumulo de
biomassa em hidroponia e solo em condi¢cdes de baixo P. Além disso, foram co-
localizados com QTLs para morfologia radicular e produtividade, e associados com
caracteristicas de arquitetura radicular (Hufnagel et al. 2014; Bernardino et al.
2019). J& os genes ZmPstoll (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) co-
localizaram com QTLs para caracteristicas de raiz, acimulo de biomassa e teor de
P e foram mais expressos na raiz do que na parte aérea em condi¢des de baixo P
na linhagem parental doadora dos alelos favoraveis (Azevedo et al. 2015).

A superexpressao em tabaco do OsPstoll (Phosphorus-Starvation Tolerance
1) de arroz (Gamuyao et al. 2012) e seus homélogos em milho (ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) (Azevedo et al. 2015) e sorgo (Sb07g002840,
Sb03g031690 e Sh03g006765) (Hufnagel et al. 2014) foi realizada com objetivo de

validar e caracterizar funcionalmente estes genes.

MATERIAL E METODOS

Construcao da arvore filogenética e analise dos dominios de proteinas
guinases de tabaco e gramineas

Utilizando a sequéncia de aminoacidos do OsPstoll (BAK26566) foram
realizadas buscas no banco de dados do genoma de tabaco
(http://solgenomics.net/organism/Nicotiana_tabacum/genome) usando BLASTDp.

As dez proteinas preditas de tabaco com mais de 55% de identidade foram
selecionadas e alinhadas utilizando o software Clustal X versao 2.1 (Larkin et al.
2007). O alinhamento incluiu as proteinas preditas do Pstoll de arroz (BAK26566,
Gamuyao et al. 2012), de milho (ZmPstol3.04, ZmPstol3.06, ZmPstol4.05,
ZmPstol8.02, ZmPstol8.05 1 e ZmPstol8.05 2) (Negri 2015), de sorgo
(Sb03g006765, Sb03g031670, Sb03g031680, Sb03g031690, Sb03g031700 e
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Sb07g002840) (Hufnagel et al. 2014) e de trigo (TaPstoll) (Milner et al. 2018). As
sequéncias de proteinas foram analisadas pelo método da maxima verossimilhanca
baseado na matriz do modelo JTT desenvolvido por D. T. Jones, W. R. Taylor e J.
M. Thorton (Jones et al. 1994; Rzhetsky & Nei 1992) utilizando o programa MEGA
versao X (Kumar et al. 2018). Mil etapas de reamostragem por bootstrap foram
aplicadas as sequéncias.

As sequéncias de proteinas foram analisadas com o sofware Expasy (Artimo
et al. 2012) para a predicdo de dominios e sitios ativos por meio dos softwares
TMHMM Sever v. 2.0 (Krogh et al. 2001), InterProScan (Jones et al. 2014), Pfam
(http://pfam.xfam.org/) e Phobius (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/phobius/). Para a

elaboracdo da figura com os dominios e sitios ativos preditos da proteina foi

utilizado o software Prosite My Domains (Sigrist et al. 2012).

Geracao de plantas de tabaco com os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo

A regido codificante dos genes de arroz OsPstoll (BAK26566, Gamuyao et
al. 2012), de milho ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1 (Negri 2015) e de
sorgo Sh07g002840, Sb03g031690 e Sh03g006765 (genoma referéncia de sorgo
BTx623; Hufnagel et al. 2014) foram sintetizadas e clonadas no vetor binério
pMCG1005 (lowa State University Plant Transformation Facility) (Figura 1) pela
empresa GenScript USA Inc. (http://www.genscript.com). O promotor utilizado foi
ubiquitina e o marcador de selecdo para planta o gene Bar sob promotor 4x35S
(Figura 1).


http://pfam.xfam.org/
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Figura 1 — Vetor bindrio pMCG1005 para transformacdo com os genes de
interesse. Genes de arroz OsPstoll (BAK26566), milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02
e ZmPstol8.05 1) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram
sintetizados e clonados nos sitios Avrll e Spel sob o promotor da ubiquitina com o

Bar como gene de selecdo sobre o promotor 4x35S.

Plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit havana) foram
obtidas pela transformagéao via Agrobacterium tumefaciens por Lopes (2016). As
culturas de Agrobacterium contendo as construcoes génicas
UBI::pMCG1005::NOS, UBI::OsPstol1::NOS, UBI::ZmPstol3.06::NOS,
UBI::ZmPstol8.02::NOS, UBI::Zmpstol8.05_1::NOS, UBI::Sb07g002840::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
agitacdo os explantes foram transferidos para o meio PSM (Shooting Medium —
Anexo 1), sem antibiotico ou agente de selecdo por 48 horas em uma camara de
crescimento com temperatura diurna média de 27 + 3 °C, noturna de 20 + 3 °C e
fotoperiodo de 12 horas. ApGs esse periodo, os explantes foram transferidos para
meio PSM suplementado com 100 mg/L tioxin. Apos sete dias foram transferidos
para um novo meio PSM + antibiotico + 1 mg/L PPT (fosfinotricina) e subcultivdas a

cada sete dias até que calos aparecessem e ocorresse a diferenciacdo das folhas.



38

As plantulas foram isoladas (com cerca de 1 cm de comprimento) e transferidas
para meio de enraizamento PRM (Anexo 1) +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 solucdo de 1mg/ml 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. Os eventos transgénicos gerados para cada construcdo foram
confirmados por PCR para o gene Bar e genes Pstoll (Lopes 2016).

Estimativa do numero de copias do transgene foi feita em eventos
confirmados para os trangenes Pstoll na geracdo To usando o gene Bar. A
confirmacdo do numero de coOpias por segregacdo Mendeliana, expresséao relativa
dos transgenes e caracterizacdo morfologica do sistema radicular foram feitos na
geracao T (Lopes 2016). A partir dessas analises foram selecionados dois eventos
copia Unica e com expressdo de média a alta de cada um dos genes Pstoll para os
experimentos realizados neste trabalho. As sementes desses eventos foram
plantadas em casa de vegetacdo para obtencdo de linhagens fixadas com os
transgenes e avaliadas em camara de crescimento e casa de vegetacdo em

condi¢cbes contrastantes de P.

Andlise de zigosidade de eventos transgénicos de tabaco por PCR

semiquantitavo

Sementes de eventos transgénicos de tabaco dos genes Pstoll das
geracdes T, e Tz foram plantadas diretamente e crescidas em vasos com solo em
casa de vegetacdo. O DNA gendmico de folhas jovens foi extraido pelo método de
Saghai-Maroof et al. (1984) e usado para determinacao da zigosidade por reacao
de PCR semiquantitativo. Foram usadas de 10 a 20 plantas para cada evento para
selecdo de plantas homozigotas comparadas com controles heterozigotos e
homozigotos (ZmPstol8.02 ev. 6 ToTt; pMCG1005 ev. 7 ToTt; OsPstoll ev. 6.1 T,
TT).

A reacédo de PCR foi composta por DNA gendmico de tabaco (100 ng), 0,5
MM de cada oligonucleotideo (BarF1: 5- AGAAACCCACGTCATGC-3" e BarR1: 5'-
GTGGTTGACGATGGTGCA-3"), tampéo 1X, 1,25 yM MgCl,, 0,06 uM dNTPs, Taq

DNA Polimerase Kapa 0,5 U, 5% DMSO e agua ultra pura para um volume final de
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20 pL de reacao. As reacdes foram submetidas a 95 °C por 5 minutos, seguido por
27 ciclos de 94 °C por 30 segundos, e 60°C por 30 segundos e 72 °C por 30

segundos.

Andélise de zigosidade de eventos transgénicos de tabaco por PCR em tempo
real (QPCR)

Apoés analise inicial quanto a zigosidade por PCR semiquantitativo foram
escolhidas de 2 a 4 plantas homozigotas de cada evento para confirmagao por
gPCR usando controles heterozigotos e homozigotos (ZmPstol8.02 ev. 6 ToTt;
pMCG1005 ev. 7 ToTt ; OsPstoll ev. 6.1 T, TT).

A reacao foi composta por 50 ng de DNA gendmico, Fast SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) 1X, 0,6 uM dos oligonucleotideos
AxilForward e AxilReverse (SUBR et al., 2006) e 0,8 uM dos oligonucleotideos
Bar (BarF: 5-ACAGCGACCACGCTCTTGA-3 e BarR: 5'-
GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’) em volume final de 10 uL. As condicdes de
amplificacdo foram: 95 °C por 20 segundos uma vez, seguida por 40 ciclos de 95
°C por 3 segundos e 60 °C por 30 segundos no equipamento 7500 Fast Real Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific, Foster City, CA), seguindo as

recomendacdes do fabricante.

Andlise de expressédo dos transgenes por PCR em tempo real

Sementes de eventos transgénicos de tabaco Pstoll e controles das
geracdes T3 e T4 homozigotas foram desinfestadas com hipoclorito de sédio 6%
por 5 minutos, lavadas com agua destilada e germinadas em frascos com meio de
cultura MS %2 (Murashig & Skoog 1962) polimerizado com agar Sigma A1296 (Lote
SLBN5825B), sob tratamentos de baixo P (97 uM de P) e alto P (1000 yM de P)
por 60 dias.

O RNA total foi extraido de plantulas inteiras de tabaco 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
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realizada utilizando-se 0,5 pg de RNA total, previamente tratados com DNase |,
utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biossystems,
EUA).

As analises de PCR gquantitativo foram realizadas no equipamento ABI7500
utilizando a metodologia Tagman e SYBR Green, segundo as recomendacfes do
fabricante. Foi utilizado um par de oligonucleotideos 18S ribossomal TagMan® (Life
Technologies, Reino Unido) e 18S ribossomal SYBR Green como controle
enddgeno e oligonucleotideos especificos para os genes OsPstoll, ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02, ZmPstol8.05_1,Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 (Tabela
1). A reacao para o ensaio Tagman foi conforme recomendacdes do fabricante. As
condicbes do termociclador foram: 50 °C por 2 minutos, seguida por um
aguecimento de 95 °C por 10 minutos e, depois, 40 ciclos de 95°C por 15
segundos e 60 °C por 1 minuto. A reacdo para o ensaio com SYBR Green foi
composta por 125 ng de cDNA, reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied
Biosystems, EUA) 1X, 1uM de cada oligonucletideo e agua ultra pura para volume
final de reacdo de 10 uL. As condi¢gdes 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 expressao génica relativa foi calculada conforme o método 222°T (Livak &

Schmittgen, 2001) utilizando a seguinte equacao:

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 1- Oligonucleotideos e sondas utilizados nos ensaios de expressao génica
Tagman e SYBR das plantas transformadas com genes Pstol1.

Nome Oligonucleotideos 5' - 3' Ensaio usado
OsPstoll-F GTTTGTGGTGCATACAACTCGT SYBR
OsPstol1-R GGTTCCTCAAAAACAGAAGATG

Sb03g006765 F CGCCGACGATGAACATCTC SYBR
Sb03g006765 R TGGCTCTGCTGAAGACGAA

Sb079g002840 F CACCAGCCTCGATTTCATACAA SYBR
Sb07g002840 R AGCCGCACCGGAAGTAGAC

Sb03g013690 F CGCTCCTCCTTGCTGTCTTG SYBR
Sb03g013690 R TGTAATCGTCGTCGGAAGGAT

ZmPstol8.05 1 F ATCAAAAAGAAAAGAAGCAGCA

ZmPstoI8.05:1 R AAGGATGTGAGAATGACTAGACAC Tagman
ZmPstol8.05 1 Sonda AACGGCAACAGCACCAACAATAGG

ZmPstol3.06 F AGTATCAGCAGGACTTGTCATG

ZmPstol3.06 R CGCCCTCTTGGATCCTTG Tagman
ZmPstol3.06 Sonda CAAGCAGAACCCCGTCAGTGTCA

ZmPstol8.02 F CAGGAATTTCACTGCAACTAGACGACCA
ZmPstol8.02 R CCGTCACCTTTGGAGTCATG Tagman
ZmPstol8.02 Sonda TGGTTTTCAAGGGAAGGCTAG

Caracterizacdo morfolégica do sistema radicular

As sementes de tabaco dos eventos transgénicos Pstoll e controles das
geracdes T3 e T4 homozigotas foram germinadas em placas de Petri convencionais
com meio de cultura MS 72 sob tratamentos de baixo P (97 uM de P) e alto P (1000
MM de P). Apdés a germinacgao foi selecionada uma plantula uniforme para cada
placa (quatro repeticdes), que foi transferida para placa de Petri com 0 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 a
partir da quinta semana até a décima semana, em diferentes aspectos utilizando-se
o0 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 de superficie total (cm?) e area de superficie de raizes

com diametro entre 0 e 0,5 mm e 0,5 e 4,5 mm (de Sousa et al. 2012).
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Avaliacdo fenotipica de eventos transgénicos de tabaco Pstoll em casa de

vegetacao sob condi¢bes contrastantes de P

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo com delineamento de
blocos ao acaso com quatro repeticdes. Cada vaso com duas plantas foi
considerado uma unidade experimental. O solo utilizado foi o Latossolo vermelho
com textura argilosa (Oxisol) (Santos et al. 2013), pH 6,0 e baixo P (2,8 mg/dms3),
corrigido com 2 g/kg de calcério dolomitico e 0,5 g /kg de gesso. Para o tratamento
com alto teor de fésforo foi adicionado também 0,225 g de fosfato supertriplo por kg
de solo (63,8 mg /dms).

As sementes de tabaco das geracdes T4 e Ts foram plantadas diretamente
nos vasos contendo 22 kg de solo. A adubacéo de cobertura foi feita usando 5 g de
sulfato de amoénia em cada vaso e a irrigacéo foi realizada diariamente com base
na capacidade do campo.

Apos 85 dias para alto P e 146 dias para baixo P do plantio (inicio do
surgimento de botdes florais), o0 comprimento da planta foi determinado medindo-se
a distancia da base do caule até a ultima folha expandida. A parte aérea e a raiz
foram secas a 65°C em estufa até peso constante para obtencao do peso seco.

A parte aérea foi submetida a um processo de digestdo com &cido nitrico
perclorico seguida de quantificacdo de P por espectrometria de emissdo de plasma
de argbnio indutivamente acoplado (ICP) (da Silva, 2009). O conteudo de fosforo

foi calculado multiplicando-se o peso seco e a concentracdo de P.

Anéalises de dados

Analise de variancia (ANOVA) foi feita no programa R versdo 3.5.1 usando
0 pacote Agricolae (Mendiburu, 2019). Para a comparacdo das médias foi usado o
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficientes de correlacdo de Pearson
foram estimados baseados nas meédias dos gendtipos para caracteristicas de
morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de
plantas, contetudo de P da parte aérea e expressao relativa (RQ) dos genes Pstoll
usando o pacote Performance Analytics (Peterson et al. 2020).
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RESULTADOS

Proteinas quinases de tabaco agrupam separadamente das proteinas PSTOL1

das gramineas

As proteinas de tabaco com identidade maior do que 55% com OsPSTOL1
foram agrupadas separadamente das proteinas PSTOL1 das gramineas (arroz,
milho, sorgo e trigo) (Figura 2). Todas as proteinas apresentaram o dominio serina-
treonina quinase, porém as proteinas de milho ZmPSTOL3.04, ZmPSTOL8.02,
ZmPSTOL8.05 1 e ZmPSTOL8.05 2 possuem um dominio transmembrana,
enquanto as proteinas ZmPSTOL3.06 e ZmPSTOL4.05 ndo possuem este
dominio, similar a proteina de arroz OsPSTOL1. As proteinas de sorgo
Sbh03g031680, Sb03g031700 e Sb03g006765 possuem um dominio
transmembrana, um dominio de ligacdo GUB_WAK e um dominio C terminal de
receptor quinase associado a parede, e a proteina Sb03g031670 possui 0s
dominios de ligacdo GUB_WAK e o dominio C terminal de receptor quinase
associado a parede, mas ndo possui 0 dominio transmembrana. As proteinas
Sb07g002840 e Sb03g031690 possuem o dominio transmembrana e a proteina
Sb03g031690 também possui 0 dominio C terminal de receptor quinase associado
a parede. As proteinas quinases de tabaco Nt182684, Nt182685, Nt165496,
Nt165497, Nt165527, Nt167932 possuem o dominio transmembrana e as proteinas
Nt182684, Nt182685, Nt165496, Nt165527, Nt167932 também possuem o dominio

C terminal de receptor quinase associado a parede.
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Figura 2 - Analise filogenética e dominios das proteinas de arroz (OsPSTOL1), de trigo (TaPSTOL1), de milho (ZmPSTOL3.04,
ZmPSTOL3.06, ZmPSTOL4.05, ZmPSTOL8.02, ZmPSTOL8.05 1 e ZmPSTOL8.05_2), de sorgo (Sb03g006765, Sb03g031670,
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Caracterizagdo molecular dos eventos transgénicos de tabaco

Foram obtidos eventos transgénicos de tabaco para todas as oito
construcdes e estes confirmados para o gene Bar e genes Pstoll por PCR (Tabela
2).

Tabela 2 - Eventos transgénicos de tabaco (T,) confirmados por PCR para os genes Bar e
Pstoll.

Construcéo génica Total eventos
pMCG1005 (4x35S::Bar::NOS)
UBI::OsPstol1::NOS
UBI::ZmPstol3.06::NOS
UBI::ZmPstol8.02::NOS
UBI::ZmPstol8.05 1::NOS
UBI::Sb079g002840::NOS
UBI::Sb03g031690::NOS
UBI::Sb03g006765::NOS 10

O Kk 00 ~NO 01N

A estimativa do numero de cépias de 52 eventos (T,) mostrou que 48
eventos foram considerados cépia Unica e o0s eventos OsPstoll Ev. 11 e
ZmPstol8.02 Ev.7 tiveram duas copias, o evento pMCG1005 Ev. 5 trés copias e o
evento Sb07g002840 Ev.11 cinco cépias (Tabela 3). Como esperado, o tabaco ndo
transformado ndo apresentou amplificacdo para o gene Bar (Tabela 3).

Para validar os dados obtidos do nimero de cépias por PCR em tempo real
foi feito um teste de segregacdo com os eventos pMCG1005 Ev. 7, OsPstoll Ev. 6
e ZmPstol8.02 Ev. 6. Para o evento pMCG1005 Ev. 7 do total de dezesseis
plantulas quatorze foram positivas para o gene Bar e duas negativas, no evento
OsPstoll Ev. 6 de dezenove plantulas dezesseis foram positivas e trés negativas
para o gene Bar, e no evento ZmPstol8.02 Ev. 6 de dezenove plantulas quatorze
foram positivas e cinco negativas para o gene Bar. Portanto, o padrdo de
segregacao foi confirmado por meio de teste de x* com p<0,05, sendo o esperado

para caracteristicas monogénicas (3:1) (Tabela 4).
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Tabela 3 - Estimativas do nimero de cépias do transgene Bar em linhagens T, de tabaco
por gPCR calculado pelo método 22, utilizando o gene Axil como controle enddgeno.

N° de cOpias
Amostras (Z_MCt)

Tabaco néo transgénico 0
pMCG1005 Ev. 3 0,52
pMCG1005 Ev. 4 0,98
pMCG1005 Ev. 5 2,7
pMCG1005 Ev. 6 0,5
pMCG1005 Ev. 7 1,12
pMCG1005 Ev. 9 0,39
pMCG1005 Ev. 10 0,45
OsPstoll Ev. 5 0,79
OsPstoll Ev. 6 1,17
OsPstoll Ev. 11 1,72
OsPstoll Ev. 21 0,8
OsPstoll Ev. 22 0,8
ZmPstol8.05_1 Ev.4 0,44
ZmPstolL8.05_1 Ev.8 0,62
ZmPstol8.05_1 Ev.10 0,39
ZmPstol8.05_1 Ev.11 0,32
ZmPstol8.05_1 Ev.13 0,57
ZmPstol8.05_1 Ev.14 0,39
ZmPstol8.05_1 Ev.15 0,39
ZmPstol8.05_1 Ev.16 0,34
ZmPstol3.06 Ev.1 1,33
ZmPstol3.06 Ev.3 0,4
ZmPstol3.06 Ev.5 1,35
ZmPstol3.06 Ev.6 0,71
ZmPstol3.06 Ev.7 0,55
ZmPstol3.06 Ev.8 0,7

N° de copias
Amostras (Z_MCt)

Tabaco ndo transgénico 0
ZmPstol8.02 Ev.2 0,24
ZmPstol8.02 Ev.3 0,84
ZmPstol8.02 Ev. 5 0,39
ZmPstol8.02 Ev. 6 1
ZmPstol8.02 Ev.7 1,54
ZmPstol8.02 Ev.9 1,37
ZmPstol8.02 Ev.10 0,7
Sb07g002840 Ev.11 4,78
Sb03g031690 Ev.1 0,52
Sb03g031690 Ev.2 0,37
Sb03g031690 Ev.3 0,58
Sb03g031690 Ev.5 0,41
Sb03g031690 Ev.6 0,4
Sb03g031690 Ev.7 0,83
Sb03g031690 Ev.8 0,32
Sb03g031690 Ev.10 0,42
Sb03g006765 Ev.5 0,72
Sb03g006765 Ev.6 0,74
Sb03g006765 Ev.7 0,96
Sb03g006765 Ev.12 1
Sb03g006765 Ev.13 0,59
Sb03g006765 Ev.19 0,69
Sb03g006765 Ev.20 0,83
Sb03g006765 Ev.21 0,94
Sb03g006765 Ev.29 0,8
Sb03g006765 Ev.30 0,66
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Tabela 4 - Segregacdo mendeliana e valores x? para eventos transgénicos de tabaco
T, obtendo valores menores que o tabelado (3,481) (p<0,05).

Amostras N° de cépias (2°4°Y)  Segregacao Valor x 2
pMCG1005 Ev. 7 1,12 3:1 1,33
OsPstoll Ev. 6 1,17 3:1 0,85
ZmPstol8.02 Ev. 6 1 3:1 0,01

Plantas homozigotas (T, e Ts) selecionadas por PCR semiquantitativo
foram analisadas por (PCR para confirmagcdo da zigosidade, sendo
confirmadas plantas homozigotas para todos os eventos Pstoll e controles,
exceto para pMCG1005 ev. 7.2 Planta 10 (Tabela 5).

O nivel de expressao relativa foi analisado nos eventos transgénicos
homozigotos de tabaco Pstoll nas geracdes Tz e T, sob baixo e alto P,
mostrando que com excecdo dos eventos do ZmPstol3.06 em baixo e alto P e
ZmPstol8.02 em alto P houve superexpressdo quanto comparado ao controle
negativo. A expressao relativa do Ev. 5.1 Planta 20 do gene OsPstoll foi
significantemente superior a dos eventos do controle em condi¢des de baixo e
alto P. Além disso, este evento mostrou maiores niveis de expressao sob alto
P. O Ev.4.1 Planta 19 do gene ZmPstol8.05_1 apresentou expressao relativa
diferente entre tratamentos, sendo a expressdo maior em alto P. Eventos do
gene ZmPstol3.06 mostraram niveis de expressdo baixos, semelhantes aos
niveis do controle, em ambas condicdes, e sendo que Ev. 5.2 Planta 15 teve
maior expressdo sob alto P. Eventos ZmPstol8.02 mostraram niveis de
expressao relativa maiores que o do controle em condi¢des de baixo P (Tabela
6). Os eventos dos genes Sb07g002840, Ev. 3 Planta 3 e Ev. 5 Planta 20 do
gene Sb03g031690 e Ev. 6.1 Planta 18 e Ev. 7 Planta 15 do gene
Sb03g006765 mostraram expressao relativa diferente do controle em
condicBes de baixo e alto P com expressao relativa maior em baixo P (Tabela
6).
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Tabela 5 - Zigosidade de eventos transgénicos de tabaco Pstoll e controle
(PMCG1005) nas geracdes T, e Ta.

Amostras

Zigosidade (RQ)* Gendtipo

Total plantas
homozigotas

pMCG1005 Ev. 4.1 Planta 1
pMCG1005 Ev. 4.1 Planta 2
pMCG1005 Ev. 7.2 Planta 10
OsPstoll Ev. 5.1 Planta 20
OsPstoll Ev. 6.1 Planta 1
ZmPstol8.05_1 Ev.4.1 Planta 19
ZmPstol8.05_1 Ev.8.2 Planta 1
ZmPstol3.06 Ev.5.2 Planta 15
ZmPstol3.06 Ev.7.1 Planta 11
ZmPstol8.02 Ev.6.1 Planta 14
ZmPstol8.02 Ev. 9.2 Planta 10
Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 14
Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 15
Sb03g031690 Ev. 3 Planta 3
Sb03g031690 Ev. 5 Planta 20
Sb03g031690 Ev.7.2 Planta 13
Sb03g006765 Ev.5.2 Planta 6
Sb03g006765 Ev.6.1 Planta 18
Sb03g006765 Ev. 7 Planta 15

1,70
1,44
2,66
1,66
1,67
1,38
2,44
3,13
1,40
1,97
2,05
2,09
3,47
1,58
1,63
2,06
2,05
3,51

TT
TT
Tt
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT
TT

4

(o2 N S o ©2 BN 6 ) B \ O R N\ B o))

A W N WODN PP

*Valores de expressao relativa calculados pelo método 22",
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Tabela 6 — Expresséo relativa de eventos transgénicos homozigotos (T; e T,4) de
tabaco Pstoll e controle em condicfes de baixo e alto P.

Amostras Ne de_Acg;t)ias Expresséo_ relativa Expresséo relativa
(2 ) (RQ) Baixo P* (RQ) Alto P*

PMCG1005 Ev. 4.1 (Controle) 0,98 1% 1%
OsPstoll Ev. 5.1 Planta 20 0,79 4950,14"° 7687,14"
OsPstoll Ev. 6.1 Planta 1 1,17 747,26 439,70%
ZmPstol8.05_1 Ev.4.1 Planta 19 0,44 165,885 1762,23"
ZmPstol8.05_1 Ev.8.2 Planta 1 0,62 233,37 20,88%°
ZmPstol3.06 Ev.5.2 Planta 15 1,35 0,52 3,887
ZmPstol3.06 Ev.7.1 Planta 11 0,55 0,30 0,617
ZmPstol8.02 Ev.6.1 Planta 14 1 322,62 0,99
ZmPstol8.02 Ev. 9.2 Planta 10 1,37 1616,35™ 6,33%
Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 14 4,7 137,76™ 78,80™°
Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 15 4,7 179,33 54,07"°
Sb03g031690 Ev. 3 Planta 3 0,58 54,00 34,54"°
Sb03g031690 Ev. 5 Planta 20 0,41 99,62 52,38"°
Sb03g031690 Ev.7.2 Planta 13 0,83 44,26™ 38,30™
Sb03g006765 Ev.5.2 Planta 6 0,72 66,59" 77,87
Sb03g006765 Ev.6.1 Planta 18 0,74 72,58 61,72
Sb03g006765 Ev. 7 Planta 15 0,96 166,28 85,19""

*Médias seguidas por letras mailsculas iguais nao diferem entre os eventos pelo teste
de Dunnet a 5% e letras mindsculas iguais ndo diferem entre os tratamentos de baixo
e alto P pelo teste de Tukey a 5%.

Caracterizacdo fenotipica de eventos transgénicos de tabaco Pstoll

mostra aumento do sistema radicular e biomassa

As plantulas de tabaco das geracdes T3 e T, homozigotas dos eventos
superexpressando 0s genes OsPstoll, ZmPstol8.05 1, ZmPstol3.06,
ZmPstol8.02, Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 foram crescidas
por dez semanas em placas de petri com baixo e alto P, mostrando diferenca
no comprimento radicular total a partir da quinta semana de crescimento. O
comprimento radicular total foi superior ao controle negativo (pMCG1005)
(Figura 3A e 3B) tanto em baixo quanto em alto P para todos os eventos Pstoll
guando observada a curva de crescimento da quinta semana até a décima

semana.
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Figura 3 - Comprimento radicular total (cm) de plantas de tabaco geracbes Tz e T, de
cinco a dez semanas sob tratamento de baixo (A) e alto P (B) de eventos do controle
(PMCG1005) e eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo.
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Apods 10 semanas, o comprimento radicular total sob baixo P (Tabela 7,
Figura 4) foi significativamente maior nos eventos superexpressando 0s genes
OsPstoll e ZmPstol3.06 em relacdo aos outros eventos. J4 em alto P (Tabela
6, Figura 5) o0s eventos superexpressando 0s genes ZmPstol8.02 e
Sb07g002840 tiveram maior comprimento radicular total. Houve diferenca
significativa entre tratamentos com comprimento radicular total superior nos
eventos superexpressando os genes OsPstoll e ZmPstol3.06 em baixo P e em
alto P no evento superexpressando o gene Sb07g002840 (Tabela 7). Para area
de superficie total e &rea de superficie de raizes finas (diametro > 0,5 mm) nao
houve diferenca significativa entre eventos gerados (Tabela 7).

A area de superficie de raizes superfinas (diametro entre 0 e 0,5 mm) foi
significativamente maior nos eventos superexpressando os genes OsPstoll,
ZmPstol3.06 e Sb03g006765 em condicbes de baixo P. Ja em alto P, os
eventos superexpressando os genes ZmPstol8.02 e Sb07g002840 mostraram
area de superficie de raizes superfinas significativamente maior. Houve
diferenca significativa entre tratamentos com area de superficie de raizes
superfinas superior no evento superexpressando o gene ZmPstol3.06 em
baixo P e em alto P no evento superexpressando o gene Sb07g002840
(Tabela 7).
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Tabela 7 - Comprimento radicular total (cm), area de superficie total (cm?), area de superficie de raizes superfinas (didametro 0 — 0,5 mm) (cm?)
e area de superficie de raizes finas (diametro >0,5 mm) (cm?) de plantas de tabaco geracdes Ts; e T4 do controle (pMCG1005) e de eventos
superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo apos dez semanas sob tratamento de baixo e alto P em meio de cultura.

Genes Comprimento Comprimento Areade Areade Area de Area de Area de Area de
SUDErexpressos radicular radicular total superficie superficie superficie 0-  superficie 0- superficie 0,5- superficie 0,5-
P P total (cm) (cm) total (cm2) total (cm?) 0,5mm(cm? 0,5mm(cm? 45mm(cm2? 45mm (cm?
Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P*
pMCG1005
(Controle) 9,28 9,60 1,42%° 1,85% 0,45 0,48% 0,72% 1,07
OsPstol1 28,49%% 17,88"°° 4,46 3,16%° 1,46"° 1,01 2,16%° 1,47%
ZmPstol8.05 1 21,07%°¢ 20,63 4,19% 3,50%° 0,938¢P® 0,988 2,78%° 2,00%°
ZmPstol3.06 31,09 21,54 5,20°° 3,42 1,61 1,15"° 2,99%° 1,56%°
ZmPstol8.02 21,188 23,33% 3,72% 3,19% 1,060 1,21°° 1,99°° 1,25%°
Sb07g002840 14,17 29,77 1,83% 4,28 0,73 1,50 0,87 2,08°°
Sb03g031690 16,48°" 20,89"% 317% 4,05% 0,845 0,96"% 1,69% 2,22%
Sb03g006765 21,795 17,80"° 2,85°° 3,32% 1,195 0,938 1,38% 1,85%°

*Médias seguidas por letras maiusculas iguais ndo diferem entre os eventos e letras minusculas iguais ndo diferem entre os tratamentos de baixo e alto P

pelo teste de Tukey a 5%.
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Sh07¢g002840

Sbh03g031690 Sb03g006765

Figura 4 - Sistema radicular de plantas de tabaco homozigotas apés dez semanas sob
tratamento de baixo P de eventos do controle (pMCG1005) e eventos
superexpressando os genes Pstoll de arroz (OsPstoll), milho (ZmPstol8.05_1,
ZmPstol3.06 e ZmPstol8.02) e sorgo (Sb07g002840, Sh03g031690 e Sh03g006765).
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ZmPstol8.05_1

Sh07¢g002840

S$h03g031690 Sbh03g006765

Figura 5 - Sistema radicular de plantas de tabaco homozigotas apés dez semanas sob
tratamento de alto P de eventos do controle (pMCG1005) e eventos superexpressando
0s genes Pstoll de arroz (OsPstoll), milho (ZmPstol8.05_1, ZmPstol3.06 e
ZmPstol8.02) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765).
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As plantas de tabaco foram crescidas até o aparecimento do primeiro
botdo floral em casa de vegetacao, sendo que houve um intervalo de 60 dias
entre a coleta em alto P e baixo P, devido a diferenca de desenvolvimento das
plantas. O peso seco da parte aérea dos eventos superexpressando 0s genes
OsPstoll, ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sb03g006765 foi significativamente
maior em baixo P. Para peso seco de raiz ndo houve diferenca estatistica entre
0s eventos Pstoll e o controle quando as plantas foram crescidas na mesma
condicdo (Tabela 8). Em condicbes de baixo P a parte aérea de plantas dos
eventos superexpressando os genes OsPstoll e Sb03g031690 apresentou
crescimento superior aos outros eventos Pstoll e ao controle (Figura 6).

Os eventos superexpressando os genes OsPstoll, ZmPstol3.06 e
Sbh03g031690 apresentaram contetudo de P da parte aérea significativamente
maior em relacdo aos outros eventos Pstoll e ao controle em baixo P. A altura
de plantas dos eventos superexpressando os genes OsPstoll, ZmPstol3.06,
Sb03g031690 e Sb03g006765 foi significativamente maior para 0s eventos
Pstoll do que para o controle em baixo P (Tabela 8).

Ja4 em alto P foram as plantas do evento superexpressando o gene
OsPstoll que apresentaram crescimento superior aos outros eventos Pstoll e
ao controle (Figura 7 ), com o peso seco da parte aérea, 0 peso seco de raiz, 0
contetdo de P da parte aérea e a altura de plantas do evento
superexpressando o gene OsPstoll significativamente maior do que todos os

outros eventos (Tabela 9).
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Tabela 8 - Peso seco de parte aérea (g), peso seco de raiz (g), contetdo de P da
parte aérea (g) e altura de plantas (cm) de plantas de tabaco geracdes homozigotas
do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando 0os genes Pstoll de arroz,
milho e sorgo apds 146 dias sob tratamento de baixo P em casa de vegetagao.

Conteldo de

Genes Peso seco da Peso seco de P da parte Altura de
superexpressos parte aérea (g) raiz (g) aérea (g) plantas (cm)
pMCG1005
(Controle) 4,27° 1,80° 2,37° 16,54°
OsPstol1l 14,02 2,10° 8,092 40,42°
ZmPstol8.05_1 8,85 1,742° 6,447 26,13
ZmPstol3.06 12,23% 2,08° 6,687 32,94%
ZmPstol8.02 9,03 1,81° 5,29% 24,88
Sb07g002840 8,19 2,07° 5,57%° 23,25
Sb03g031690 15,842 1,63° 7,307 44,85°
Sb03g006765 11,34% 2,95° 5,09% 32,94

*Médias seguidas por letras minusculas iguais nao diferem entre os eventos para teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 9 - Peso seco de parte aérea (g), peso seco de raiz (g), contetdo de P da
parte aérea (g) e altura de plantas (cm) de plantas de tabaco geragfes homozigotas
do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz,
milho e sorgo apos 85 dias sob tratamento de alto P em casa de vegetacao.

Contelddo de P

Genes Peso secoda  Peso seco de da parte aérea Altura de
superexpressos parte aérea (g) raiz (g) P ) plantas (cm)
pMCG1005
Controle) 4,06° 0,29° 4,16° 14,38°
(

OsPstol1l 12,422 1,55% 14,28° 29,427
ZmPstol8.05 1 5,01 0,41° 4,76" 12,16°
ZmPstol3.06 4,29 0,38° 5,53° 12,31°
ZmPstol8.02 3,76 0,29° 4,12° 11,69°
Sb07g002840 7,47b% 0,92 8,48% 21,00%
Sb03g031690 7,04 0,83%* 8,78% 14,00°
Sb03g006765 2,76° 0,41° 3,33" 11,61°

*Médias seguidas por letras mindsculas iguais nao diferem entre os eventos para teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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L3

PMCG1005

Figura 6 - Plantas de tabaco homozigotas do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo
apos 146 dias sob tratamento de baixo P em casa de vegetacdo. A: pMCG1005 (controle), B: OsPstoll, C: ZmPstol8.05_1, D: ZmPstol3.06, E:
ZmPstol8.02, F: Sb07g002840, G: Sb03g031690 e H :Sb03g006765.
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Figura 7 - Plantas de tabaco geracbes homozigotas do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho
e sorgo apos 85 dias sob tratamento de alto P em casa de vegetacdo. A: pMCG1005 (controle), B: OsPstoll, C: ZmPstol8.05_1, D:
ZmPstol3.06, E:ZmPstol8.02, F: Sb07g002840, G: Sb03g031690 e H: Sb03g006765.
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Correlacéo entre as caracteristicas de morfologia radicular, produtividade
e expresséao génica

Em condicbes de baixo P houve alta correlagcdo entre todas as
caracteristicas de morfologia radicular, entre comprimento radicular total e
conteldo de P da parte aérea e peso seco da parte aérea com altura de
plantas e contetdo de P da parte aérea (Figura 8). Ja em condicdes de alto P o
comprimento radicular total foi correlacionado com area de superficie total e
area de superficie com didmetro de 0-0,5 mm, e area de superficie total com
area de superficie com diametro de 0-0,5 mm e éarea de superficie com
diametro de 0,5-4,5 mm. Todas as caracteristicas de produtividade foram

altamente correlacionadas entre si e com a expressao relativa (Figura 9).
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Figura 8 - Correlacdo de Person com médias dos eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo para caracteristicas de
morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de plantas, conteido de P da parte aérea e expressdo génica relativa
(RQ) em baixo P.
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Figura 9 - Correlacdo de Person com médias dos eventos superexpressando os genes Pstoll de arroz, milho e sorgo para caracteristicas de
morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de plantas, conteido de P da parte aérea e expressdo génica relativa
(RQ) em alto P.
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DISCUSSAO

Os membros da familia dos receptores quinases (Receptores-like
kinases, RLKs/Pelle) podem ser divididos em proteinas quinases
citoplasmaticas (RLCKs), que nao apresentam dominio extracelular, e em
proteinas receptoras quinases (RLKs), que sé@o caracterizadas pela presenca
de dominio extracelular, dominio transmembrana e dominio quinase
citoplasmatico (Shiu & Bleecker 2001). A superfamilia das RLKs/Pelle é uma
das maiores familias de proteinas em plantas e seus membros apresentam
uma ampla diversidade de dominios, o que confere multifuncionalidade a esta
familia (De Smet et al. 2009; Lehti-Shin & Shiu 2012). Neste trabalho as dez
proteinas preditas de tabaco com identidade entre 55% e 58% a OsPSTOL1
ficaram em um ramo separado das proteinas das gramineas. Algumas
proteinas de tabaco apresentaram além do dominio serina/treonina quinase e o
sitio de ligacdo de ATP, diferentes combinagbes de dominios, como apenas o
dominio transmembrana ou a presenca deste dominio junto com o dominio C
terminal de receptor quinase associado a parede (Figura 2), com
caracteristicas de RLCKs e RLKs, assim como as proteinas PSTOL1 de
gramineas.

A proteina OsPSTOL1 é uma RLCK e as proteinas SbPSTOL1 séao
RLKSs, que parecem ter um ancestral comum, sendo classificadas na subfamilia
das LRK10L-2 (Gamuyao et al. 2012; Maciel, 2018). A identidade da sequéncia
dos aminoacidos das proteinas ZmPSTOL1 com OsPSTOL1 é de 55% a 70%
(Azevedo et al. 2015). As proteinas ZmPSTOL8.02 e ZmPSTOLS8.05 1,
localizadas no cromossomo 8, sao classificadas como RLKs e apresentam um
dominio transmembrana para a percepc¢do de sinais e um dominio quinase
intracelular (Shiu & Bleecker 2001; Vij et al. 2008). Ja a proteina
ZmPSTOL3.06, localizada no cromossomo 3, possui o dominio intracelular
guinase, mas nao tem o dominio transmembrana, assim como OsPSTOL1
(Gamuyao et al. 2012), sendo classificada como RLCKs (Vij et al. 2008). As
fungcbes moleculares e fisiologicas das quinases LRK10L-2 (Leaf rust 10
disease-resistance locus receptor-like kinase) ainda sdo pouco conhecidas. O
gene TaLRK10 descrito como um marcador da resisténcia a ferrugem do trigo
Puccinia recondita f. sp. tritici € uma LRK10L-2 (Feuillet et al. 1997) e seus
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ortblogos em Arabidopsis sédo reguladores positivos da tolerdncia a seca
mediada por acido abscisico (Lim et al. 2014).

A identidade da sequéncia dos aminoacidos das proteinas SbPSTOL1
com OsPSTOL1 é de 55% a 73% e a predicdo dos dominios demonstra que
todas as proteinas compartilham o dominio serina/treonina quinase (Hufnagel
et al. 2014). O homologo de sorgo com maior similaridade ao OsPstoll é o
Sb07g002840, que esta localizado no cromossomo 7, enquanto 0s outros cinco
estédo localizados no cromossomo 3 (Hufnagel et al. 2014). Uma peculiaridade
das proteinas PSTOL1 de sorgo € a presenca de um peptideo sinal que sugere
uma via secretéria, um dominio transmembrana e de interacdo com parede
celular. O dominio de associacdo com parede celular do tipo WAK na regiao C-
terminal ndo sdo encontrados no OsPSTOL1 e nem no Sb07g002840, mas
estdo presentes nas demais proteinas PSTOL1 de sorgo. Ja o dominio do tipo
GUB_WAK é encontrado especificamente no Sb03g006765 e Sb03g031700
(Hufnagel et al. 2014). O dominio extracelular das proteinas LRK10L-2 &
caracterizado pela presenca de dominios de associacdo a parede celular,
denominados de cysteine-rich galacturonan_binding domain (Gub_Wak) e wall-
associated receptor kinase domain (Wak _assos). O dominio Gub_Wak foi
caracterizado em proteinas da subfamilia das WAKSs pela ligacdo com pectinas
nativas da matriz extracelular e pela ligacdo com oligogalacturonideos liberados
a partir da acdo dos DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) (Kohorn
2016).

A menor identidade e a separacdo em diferentes ramos das proteinas
Pstoll de gramineas e das Pstoll-like de tabaco reduz a possibilidade de
ocorrer silenciamento génico. Genes inseridos no genoma vegetal com alta
homologia com gene enddgeno levam ao aumento dos niveis de transcritos
acima do limite critico e induzem a degradacdo especifica de transcritos
homélogos (Vendruscolo 2003; Rajeevkumar et al. 2015). O processo de
silenciamento génico envolve a interacdo de sequéncias homologas de DNA ou
RNA, no qual o RNA patrticipa do silenciamento pés-transcricional, onde ocorre
a degradacdo de mRNAs homologos no citoplasma e do silenciamento
transcricional, que esta relacionado com o bloqueio da transcricdo por um RNA
antisenso proveniente do préprio DNA, causando metilagdo da regido

promotora no nucleo (Vendruscolo 2003; Rajeevkumar et al. 2015). Além do
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silenciamento do transgene podem ocorrer rearranjos ou delecbes no T-DNA
inserido, fazendo com que o transgene possa estar apenas parcialmente
presente, ou presente, mas diferencialmente ou ndo expresso (Gelvin 2017,
Jupe et al. 2018).

Eventos transgénicos foram obtidos para todas as constru¢des génicas
contendo genes Pstoll de arroz, milho e sorgo, sendo que apenas para a
construcdo com o gene Sh07g002840 foi obtido um Udnico evento. Apesar
disso, as plantas superexpressando o0 gene Sb07g002840 mostraram
comprimento radicular total e éarea de superficie de raizes superfinas
significativamente maiores que 0s outros eventos Pstoll e controle sob alto P.
Uma menor taxa de regeneracdo também foi observada em plantas de milho
superexpressando o gene Sb07g002840 (Negri 2019). Este fendmeno né&o
parece estar ligado a estrutura da proteina, uma vez que Sb07g002840 tem
maior identidade com OsPstoll. No entanto, o efeito negativo parece estar
ligado ao local de insercao ou ao nivel de expressao. Neste estudo utilizamos o
promotor constitutivo e de alta expressao ubiquitina. Apesar deste promotor ser
preferencialmente usado em monocotiledéneas, ha relatos de seu uso com
sucesso em tabaco (Liu et al. 2004; Kanneganti & Gupta 2008;
Hasthanasombut et al. 2009). Plantas superexpressando o fator de transcricao
MORE ROOT (TaMOR) de trigo apresentaram maior sistema radicular e
producdo de grdos em arroz, no entanto o efeito de letalidade foi observado em
alguns transformantes (Li et al. 2016). O promotor constitutivo e de alta
expressdo CaMV 35S foi usado na supexpressao do gene TaMOR-D em arroz.
Uma possivel explicacdo para a letalidade seja a alta expressao do transgene,
portanto um promotor de baixa expressdo pode ser uma alternativa viavel para
evitar este efeito negativo. Esse fenbmeno também foi observado em outros
genes responsivos a auxina em petunia (Petunia hybrida) e arroz (Tobena-
Santamaria et al. 2002; Yamamoto et al. 2007).

A estimativa do niumero de copias de linhagens transgénicas de tabaco
por PCR em tempo real para o gene Bar mostrou a inser¢cdo de uma a cinco
copias do transgene. O numero de copias influencia os niveis de expressao e
estabilidade dos genes exdgenos e enddgenos. Dessa maneira a insercao de
uma copia do transgene é desejavel, pois eventos com coOpia Unica Ssao

geneticamente estaveis, uma vez que normalmente seguem padrbes de
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segregacao Mendeliana e, nestes, a possibilidade de silenciamento génico é
menor (Gadeleta et al. 2011; Collier et al. 2017). O teste de segregacao
mostrou que 0s eventos transgénicos Pstoll apresentaram segregacao
Mendeliana 3:1, confirmando inser¢cdo de uma Unica copia do transgene nestes
eventos. Os transgenes sdo herdados sexualmente como uma caracteristica
dominante (Christou et al. 1989; Low et al. 2018) e com heranca Mendeliana
3:1 quando estdo presentes em codpia Unica funcional no genoma hospedeiro
(Parrott 2010; Tizaoui & Kchouk 2012). Linhagens transgénicas homozigotas
foram obtidas para todos os eventos do controle e eventos dos genes Pstoll.
Plantas homozigotas s&o importantes, uma vez que elas mantém um alto grau
de consisténcia para caracteristicas determinadas por um gene em todas as
geracdes subsequentes, possuindo estabilidade de integracdo e de heranca do
transgene (Passricha et al. 2016).

Houve superexpresséao dos transgenes tanto em baixo quanto em alto
P, com excecdo dos eventos ZmPstol3.06, porém essa expressao foi variavel,
apesar do promotor da Ubiquitina que foi utilizado ser constitutivo. Expressao
diferencial de um mesmo transgene em diferentes linhagens foi observada em
trigo ao se superexpressar o gene POWDERY MILDEW RESISTANCE GENE
(Pm3b) associado a resisténcia fungo Blumeria graminis f.sp. tritici sob o
promotor ubiquitina (Zeller et al. 2010). Essa variagdo na expressao pode estar
relacionada ao efeito de posicdo da insercdo do transgene e também com a
interacdo com outros genes, como uma possivel interrupcdo de genes nativos.
O evento 5.1 superexpressando o gene OsPstoll e 0 evento 4.1
superexpressando o gene ZmPstol8.05_1 apresentaram, por exemplo, maior
expressdo sob alto P. Ja os eventos superexpressando o gene ZmPstol8.02
mostraram expresséo relativa maior em baixo P, e 0s eventos dos genes
Sb07g002840, Ev. 3 Planta 3 e Ev. 5 Planta 20 do gene Sb03g031690 e Ev.
6.1 Planta 18 e Ev. 7 Planta 15 do gene Sb03g006765 mostraram expressao
relativa diferente do controle em condi¢cées de baixo e alto P com expressao
relativa maior em baixo P (Tabela 6).

A expressao dos transgenes esta mais relacionada com o local de
integracdo do transgene no genoma vegetal do que ao numero de copias
(Joyce et al. 2013). A integracdo do T-DNA de Agrobacterium ocorre

preferencialmente em regides promotoras de genes transcricionalmente ativos
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(Bourras et al. 2015), em diferentes regiées do genoma e também de forma
aleatdria (Gelvin & Kim 2007). Em Arabidopsis, a distribuicdo da integracéo do
T-DNA foi observada em regides codificantes, regides nado codificantes, regides
intergénicas, sequéncia repetitivas, incluindo regiées de centrémero e telébmero,
grande rDNA e 5S rDNA repetidos (Gelvin & Kim 2007; Jupe et al. 2018).

Interessantemente, sob alto P foi observada uma correlagcdo positiva
significativa entre a expressdo relativa e peso seco da parte aérea e raiz,
conteudo de P da parte aérea e altura de plantas, indicando que a expressao
do transgene pode estar afetando diretamente caracteristicas fenotipicas
ligadas ao uso de P pelas plantas de tabaco. Cabe ressaltar que as plantas
crescidas sob baixo P tiveram uma diferenca de cerca de 60 dias no
desenvolvimento, o que pode ter alterado as condicbes de expressdo dos
transgenes em casa de vegetacao e influenciado as correlacoes.

Eventos superexpressando os genes OsPstoll e ZmPstol3.06 sob baixo
P apresentaram maior comprimento radicular total, area de superficie de raizes
superfinas, peso seco da parte aérea, conteudo de P da parte aérea e altura de
plantas, se mostrando eficientes sob condi¢cGes de restricdo de P. Além disso,
sob alto P os eventos OsPstoll tiveram maior peso seco da parte aérea e raiz,
conteudo de P da parte aérea e altura de plantas. Quando o OsPstoll foi
superexpresso nhas variedades IR64 e Nipponbare, representando duas
variedades distintas de arroz irrigado moderno (indica e japonica,
respectivamente), que naturalmente ndo possuem o gene, houve aumento da
area de superficie radicular e da aquisi¢cdo de P, o que levou a um aumento de
rendimento de grdos de aproximadamente 30% em condicdo de baixa
disponibilidade de P (Gamuyao et al. 2012). Os nossos resultados indicaram
que o gene OsPstoll tem potencial uso tanto em gramineas quanto em
dicotiledbneas e em diferentes condicbes de P, tendo um papel no
desenvolvimento precoce do sistema radicular. JA& o gene ZmPstol3.06
apresenta maior expressdo na raiz do que na parte aérea e sob baixo P, além
da contribuicdo dos alelos favoraveis ser do genotipo eficiente no uso de P (L3)
(Azevedo et al. 2015). E interessante notar que o evento superexpressando o
gene ZmPstol8.05 1 ndo mostrou diferencas fenotipicas, j& o0 evento
superexpressando o gene ZmPstol8.02 teve maior comprimento radicular total

e area de superficie de raizes superfinas sob alto P. Apesar de terem maior
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expressao na raiz, estes genes apresentam expressao tanto sob baixo quanto
sob alto P e os alelos que contribuem para as caracteristicas ligadas a
eficiéncia no uso de P destes genes vem da linhagem ineficiente no uso de P
(L22) (Azevedo et al. 2015). Apesar da expressdo do gene ZmPstol3.06 né&o
ter sido elevada, este gene de milho apresentou variagcdes fenotipicas
significativas. Cabe ressaltar ainda, que o0 gene ZmPstol3.06 n&o possui 0
dominio transmembrana, assim como OsPstoll e ao contrario de
ZmPstol8.05_1 e ZmPstol8.02 (Figura 2).

O evento superexpressando o gene Sb03g031690 apresentou maior
peso seco da parte aérea, conteldo de P da parte aérea e altura de plantas
sob baixo P. O gene Sb03g031690 esta associado a SNPs para conteudo de P
e caracteristicas de acumulo de biomassa (Hufnagel et al. 2014). J4 o evento
superexpressando o gene Sb03g006765 teve valores superiores de area de
superficie de raizes superfinas, peso seco de parte aérea e altura de plantas
sob baixo P (Tabelas 7, 8 e 9). O gene Sb03g006765 co-localiza com QTLs
relacionados com area de superficie de raizes finas (diametro entre 1 e 2 mm)
e producéo de grédos em sorgo (Hufnagel et al. 2014; Bernardino et al. 2019).
Além disso, ha forte associacdo dos genes Sh03g006765 e Sb03g031690 com
caracteristicas de arquitetura radicular como bushiness (razdo do namero
maximo de raizes dividido pelo nimero médio de raizes), centréide (posicao
vertical do centro de massa do sistema radicular inteiro), nimero médio de
raizes e comprimento especifico da raiz (Hufnagel et al. 2014). Sob alto P, o
evento superexpressando o gene Sb07g002840 teve maior comprimento
radicular total e area de superficie de raizes superfinas. O gene Sb07g002840
estd préximo de QTLs para produtividade de grdos e diametro radicular
(Bernardino et al. 2019). As proteinas Sb07g002840, Sb03g031690 e
Sb03g006765 possuem um conjunto de dominios diferentes, o que pode estar
influenciando os diferentes fendtipos dos transgenes. Sb07g002840 é a
proteina com maior identidade ao OsPstoll, enquanto que Sb03g031690 e
Sb03g006765 apresentam um dominio transmembrana, um dominio C terminal
de receptor quinase associado a parede nas proteinas e além disso,
Sb03g006765 apresenta dominio de ligagdo GUB_WAK. O dominio
WAK _ ASSOC na regido C-terminal esta relacionado a proteina de parede

celular e pode funcionar como sensor, possivelmente percebendo as alteragbes
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ambientais e alterando o contetudo de pectina, estrutura e atividade biologica
da parede celular (Kanneganti & Gupta 2008). Ja foi mostrado que proteinas
WAK-quinases sdo necessérias para o alargamento normal das células e, além
disso, em cevada e em arroz genes com esse dominio afetam o crescimento
radicular (Kanneganti & Gupta 2008, 2011; Kaur et al. 2013). Além disso, 0
dominio GUB-Wak, que também é um dominio de associacdo a parede celular
(Kohorn, 2016), esta presente em proteinas que participam da resposta imune
a patégenos em milho e laranja doce (Hurni et al. 2015, Li et al. 2020).
Proteinas RLKs percebem sinais externos e podem interagir com
RLCKS, que por sua vez podem ativar, por exemplo, a cascata de sinalizagao
de proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) e essa cascata de
sinalizacao ativar genes envolvidos no crescimento nas plantas (Liang & Zhou
2018). Proteinas quinases RLKs e RLCKs também fazem parte da cascata de
sinalizacdo de resposta a estresses abidticos. A proteina de arroz STRK1, uma
RLCK, é fosforilada por uma RLK ainda ndo caracterizada que recebe um sinal
extracelular referente aos estresses salino e oxidativo e fosforila a enzima
catalase CatC responsavel por catalisar a decomposicdo de peréxido de
hidrogénio (H,02) em agua e oxigénio. Os estresses salino e oxidativo induzem
0 acumulo de H,O, e uma vez que sua decomposicdo é catalisada por CatC
ocorre tolerancia a esses estresses mediada por STRK1 (Zhou et al. 2018). J&
a proteina quinase MAPKG6 esta envolvida na reprogramacado celular da raiz
primaria em resposta aos niveis contrastantes de P/Fe. Os mutantes mapk6
apresentam uma exaustdo exacerbada do meristema e consequentemente
hipersensibilidade ao baixo P, sugerindo que o0 MAPK6 mantém a homeostase
da auxina durante o crescimento determinado da raiz induzido pelo Fe -P / + Fe
(L6pez-Bucio et al. 2019). A quinase semelhante ao receptor ARABIDOPSIS
CRINKLY4 (ACRA4) foi identificada em uma andlise de transcriptoma de células
do periciclo durante o inicio da raiz lateral (De Smet et al. 2008). As linhagens
superexpressando ACR4 apresentam maior densidade de raizes laterais
emergentes, sendo fundamental para mediar a divisdo celular no tecido
radicular pluripotente durante a organogénese (De Smet et al. 2008). A funcéo
do ACR4 sugere que existe um mecanismo comum que regula o
desenvolvimento do meristema apical radicular e lateral, fundamental para a

captacdo de fosforo. Além disso, as quinases associadas a parede (WAKS)
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estdo envolvidas na conversa cruzada mediada por invertase entre o
citoplasma e o exterior da raiz, levando a um aumento no tamanho das células
das raizes e, portanto, alteragdes na morfologia das raizes (Wagner & Kohorn
2001). As WAKs mediam varias etapas intermediarias no processo de
alongamento celular, incluindo aquelas controladas por expansinas (Wagner &
Kohorn 2001). As WAKs tém sido implicadas em varias respostas das plantas a
fatores bioticos e abidticos, possivelmente incluindo estresse por P, como
mostrado em sorgo (Hufnagel et al. 2014), milho (Negri 2019) e tabaco, como
mostrado neste trabalho.

Os resultados obtidos sugerem que 0s genes Pstoll possuem um papel
mais geral no sistema radicular, alterando a morfologia radicular, com ganho na
biomassa em condi¢cdes de baixo e alto P. Além disso, os genes Pstoll tém
potencial uso nao apenas em monocotiledbneas (Gamuyao et al.,, 2012;
Hufnagel et al., 2014; Azevedo et al., 2015; Bernardino et al.,, 2019), mas
também em dicotileddneas, podendo contribuir para o melhoramento por meio
da alteracdo da arquitetura radicular, maior aquisicdio de P e

consequentemente maior producéo de graos.
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4 CONCLUSAO GERAL

Foi estabelecida uma metodologia para a determinagcdo do numero de

copias por PCR em tempo real e pelo método 224¢

para caracterizacdo de
plantas transgénicas de tabaco, sendo que o gene Axil apresentou copia Unica
no genoma do tabaco, sendo proveniente do doador materno N. sylvestris.
Plantas transgénicas de tabaco superexpressando os genes OsPstoll,
ZmPstol3.06 e Sb03g006765 apresentaram maior superficie radicular sob
baixo P e ZmPstol8.02 e Sb07g002840 sob alto P. O contetdo de P foi maior
nos eventos superexpressando 0s genes OsPstoll,
ZmPstol3.06 e Sb03g031690 sob baixo P e OsPstollsob alto P. Ja a
biomassa e altura de plantas foi superior nos eventos superexpressando 0S
genes OsPstoll, ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sb03g006765 sob baixo P e
OsPstoll sob alto P. A insercdo em tabaco dos genes Pstoll de arroz e seus
homélogos de milho e sorgo levaram ao aumento da superficie radicular e
aguisicdo de P, tanto em baixo quanto em alto P, elevando a biomassa das

plantas.
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ANEXO 1 - MEIOS DE CULTIVO

PSM (1 Litro)

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

309 sacarose (3%)

1mL B-5 vitaminas

0,5 mL NAA (estoque 1 mM)

1mL BA (estoque 4mM)

Ajustar o pH para 5.7

8¢ agar

Autoclavar e esfriar a 55°C, posteriormente adicionar os antibiéticos e agentes
de selecéo desejados e distribuir em placas de Petri.

B5 vitaminas (100 mL)

10g myo-inositol

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

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

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

159 sacarose

1mL B-5 vitaminas

Ajustar o pH para 5.6

99 agar

Autoclavar e esfriar a 55 °C, posteriormente adicionar os antibioticos e agentes
de selecao desejados e distribuir em frascos.

MS (1 Litro)

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

3049 sacarose

Ajustar o pH para 5.8

99 agar

Autoclavar e esfriar a 55 °C, posteriormente adicionar MS, vitaminas,
antibioticos e agentes de selecao e distribuir 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 Plantarum15: 473-497.

Quimica Concentracéo (g/litro de estoque)

Estoque de nitrato:

Nitrato de amoénio, NH;NH3 165,0
Nitrato de potassio, KNO3 190,0
Estoque de sulfato:

Sulfato de magnésio, MgS0O,4.7H,0 37,0
Sulfato de manganés, MnSO,4.H,O 1,69
Sulfato de zinco, ZnSO,.7H,0 0,86
Sulfato cuprico, CuS0,.5H,0 0,0025
Estoque halogeneto:

Cloreto de célcio, CaCl,.2H,0 44,0
lodeto de potassio, Kl 0,083
Cloreto de cobalto, CoCl,.6H,0O 0,0025
Estoque de PBMo:

Fosfato de potassio, KH,PO, 17,0
Acido borico, HsBO, 0,620
Molibidato de sédio, Na,M00O,.2H,0 0,025
Estoque de NaFeEDTA:

Sulfato de ferro, FeS0O,.7H,0 2,784

Acido etilenodiamino tetra-acético
Sal dissédio, Na,EDTA 3,724




