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RESUMO 

A baixa disponibilidade de fósforo (P) no solo é uma das maiores limitações para a 

produtividade das culturas, especialmente em solos tropicais. O gene Phosphorus-

Starvation Tolerance 1 (OsPstol1) codifica uma proteína quinase que aumenta a 

área da superfície radicular, a aquisição de P e a produtividade de grãos em arroz. 

Homólogos do OsPstol1 foram identificados em sorgo e milho por mapeamento 

associativo e de QTL. A proteína OsPSTOL1 e ZmPSTOL3.06 são classificadas 

como quinases com receptor citoplasmatico (RLCKs), e as proteínas SbPSTOL1, 

ZmPSTOL8.02 e ZmPSTOL8.05_1 como proteínas quinases receptoras de 

membrana (RLKs), sendo que todas as proteínas apresentam o domínio serina-

treonina quinase em comum. O objetivo deste trabalho foi analisar a função dos 

genes OsPstol1 de arroz e seus homólogos em milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e 

ZmPstol8.05_1) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) por meio 

da superexpressão em tabaco. Os genes Pstol1 foram clonados sob controle do 

promotor ubiquitina e o gene Bar como marcador de seleção e utilizados na 

transformação de tabaco via Agrobacterium tumefaciens. As dez proteínas preditas 

de tabaco com identidade entre 55% e 58% a OsPSTOL1 ficaram em um  ramo 

separado das proteínas das gramíneas, apresentando diferentes combinações de 

domínios. A integração dos transgenes foi confirmada por PCR e após a obtenção 

de eventos cópia única e com expressão média e alta do transgene foram geradas 

linhagens homozigotas. Em meio de cultura com baixo P, as plantas 

superexpressando os genes OsPstol1 e ZmPstol3.06 apresentaram maior 

superfície radicular total, e as plantas superexpressando  Sb03g006765 maior 

superfície de raízes superfinas comparadas ao controle negativo.  Sob alto P as 

plantas superexpressando os genes ZmPstol8.02 e Sb07g002840 apresentaram 

maior superfície radicular total e de raízes superfinas em relação ao controle 

negativo. Em condição de solo, as plantas superexpressando os genes OsPstol1, 
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ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sb03g006765 apresentaram maior peso seco de 

parte aérea e altura de plantas sob baixo P e o conteúdo de P de parte aérea foi 

maior nos eventos OsPstol1, ZmPstol3.06 e Sb03g031690. Além disso, as plantas 

superexpressando OsPstol1 apresentaram  peso seco de raiz superior ao controle 

sob alto P. Os resultados indicaram que o Pstol1 e seus homólogos de milho e 

sorgo têm potencial para aumentar a superfície radicular, a aquisição de P e a 

produtividade em plantas dicotiledôneas.  

 

 

Palavras-chaves: Eficiência de P; raiz; transformação; superexpressão; proteína 

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 (OsPstol1) gene encodes a protein kinase that increases root surface area, P 

acquisition and grain yield in rice. OsPstol1 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 ZmPSTOL8.05_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 OsPstol1 

and its maize (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 and ZmPstol8.05_1) and sorghum 

(Sb07g002840, Sb03g031690 and Sb03g006765) homologs overexpressing them 

in tobacco. The Pstol1 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 OsPstol1 

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 OsPstol1, ZmPstol3.06, Sb03g031690 presented higher dry weight of shoot 

and plant height under low P and the shoot P content was higher in OsPstol1, 

ZmPstol3.06 and Sb03g031690 events. Furthermore, plants overexpressing 
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OsPstol1 showed higher root dry weight compared to the control under high P. The 

results indicated that rice Pstol1 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 BIBLIOGRÁFICO 

 

 

1.1 IMPORTÂNCIA DO FÓSFORO  

 

 

O fósforo (P) é um nutriente-chave no crescimento e desenvolvimento das 

plantas, com papel importante no metabolismo de energia, biossíntese de ácidos 

nucleicos e de membranas, fotossíntese, respiração e regulação de enzimas 

(Raghothama 1999; Summerhays et al. 2017). Entretanto, o P é um macronutriente 

pouco acessível em muitos ecossistemas e sua baixa disponibilidade limita o 

crescimento das plantas, com impacto direto na produtividade de culturas agrícolas 

(Abel et al. 2002; Lynch 2011). 

As plantas absorvem o P na forma de ortofosfato (Pi) H2PO4
-  e HPO4

2-, que 

está presente no solo em baixas concentrações , consideradas subótimas para o 

cultivo agrícola (Vance et al. 2003). Além disso, o P se torna pouco disponível para 

absorção pelas plantas, uma vez que em solos ácidos pode formar complexos 

insolúveis com cátions, em especial com ferro e alumínio (Vance et al. 2003; 

Chapin et al. 2011; Daneshgar et al. 2018). A forma de P preferencialmente 

absorvida pelas plantas é H2PO4
- e sua maior disponibilidade ocorre na faixa de pH 

de 6,0-7,0, onde sua fixação é minimizada (Munroe 2018). O P é considerado um 

dos macronutrientes com menor mobilidade no solo (Raghothama 1999; Munroe 

2018), com maiores concentrações nas camadas superficiais do solo e baixa 

concentração 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 são aplicadas altas doses de fertilizantes fosfatados. Cerca 

de 90% do fosfato natural extraído é destinado a fertilizantes para a agricultura, e 

sendo o P um recurso não-renovável, com pico de exploração estimado para 2070, 

os custos de produção irão aumentar, principalmente em países em 

desenvolvimento (Cordell et al. 2011; Daneshgar et al. 2018). Nesse contexto, o 

desenvolvimento de cultivares mais eficientes no uso de P, juntamente com 

práticas agrícolas são necessários para viabilizar a produção agrícola.  
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1.2 EFICIÊNCIA NO USO DE FÓSFORO 

 

 

As plantas desenvolveram uma série de mecanismos adaptativos a 

condições de baixo P para absorver quantidade suficiente desse nutriente para 

suas atividades metabólicas e seu crescimento. Esses mecanismos podem ser 

agrupados em duas principais categorias: eficiência de absorção do nutriente 

(aquisição) e eficiência com que o nutriente absorvido pela planta é utilizado para 

produzir grãos (utilização) (Moll et al. 1982).  

As modificações metabólicas envolvidas na eficiência de utilização de P 

são mobilização do P de partes senescentes da planta para tecidos com 

crescimento ativo, re-utilização do fosfato a partir de vacúolos, substituição de 

fosfolipídios por sulfo ou galactolipídios em membranas (Lambers et al. 2012; 

Veneklaas et al. 2012; van de Wiel et al. 2016). 

Os principais mecanismos ligados à eficiência de aquisição P são 

modificações de atributos morfológicos da raiz, modificações de características 

químicas na rizosfera, alterações de características fisiológicas de cinética de 

absorção, alterações em processos bioquímicos e interações com microrganismos, 

principalmente fungos micorrízicos (Marschner 1995; Lynch 1995; Ramaekers et al. 

2010; Lynch & Brown 2012). 

Para avaliar a importância relativa da eficiência na aquisição de P (EAQ) e 

utilização interna de P (EUTIL), 28 genótipos tropicais de milho foram cultivados em 

três ambientes com baixo P e dois ambientes com alto P (Parentoni & Souza Júnior 

2008). Em solos com baixo P a EAQ foi duas vezes mais importante que a EUTIL, 

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

A maior eficiência na aquisição de P ocorre aumentando o forrageamento 

para locais ricos em P (solo superficial) e pelo aumento da solubilização de P. Uma 

maior produção de raízes nodais e com ângulos mais superficiais, maior densidade 

de raízes laterais, maior comprimento e densidade de pelos radiculares, 

associação com fungos micorrízicos arbusculares e uma maior solubilização de P 

feita por exsudados, principalmente carboxilatos, protons e fosfatases, podem 

aumentar a eficiência na absorção de P (Richardson et al. 2011; Lynch 2019). 
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1.3 SISTEMA RADICULAR E A AQUISIÇÃO DE FÓSFORO 

 

 

As raízes desempenham uma série de funções, como absorção de água e 

nutrientes, ancoragem no solo, estabelecimento de interações bióticas na rizosfera. 

Portanto, mudanças no sistema radicular podem afetar diretamente a absorção de 

água e nutrientes (López-Bucio et al. 2003). A arquitetura radicular, definida como a 

configuração espacial do sistema radicular ao longo do tempo, é essencial para o 

forrageamento da raiz em zonas distintas do solo e para competição com raízes de 

plantas vizinhas (Lynch 2007; Lynch 2011; Shahzad & Amtmann 2017). Em solos 

com baixo P, a arquitetura do sistema radicular mostra adaptações para exploração 

do solo superficial com consequente aumento da aquisição de P. As mudanças que 

ocorrem são: aumento do número e comprimento de raízes, ângulos de raízes mais 

superficiais, aumento do número e comprimento de pelos radiculares e formação 

de raízes proteóides (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 monocotiledôneas e dicotiledôneas, a raiz primária 

é a primeira raiz a ser formada, derivada do tecido meristemático formado 

embrionariamente. As raízes primárias e maduras contêm tecido meristemático no 

ápice, que forma o conjunto de células meristemáticas que dão origem a outros 

tipos celulares da raiz (Dolan et al. 1993; Smith & Smet 2012). No entanto, a 

organização do tecido da raiz tem diferenças substanciais entre Arabidopsis 

thaliana, uma dicotiledônea, e cereais, que são monocotiledôneas. De forma geral, 

os tecidos das raízes dos cereais são 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 comparação com uma única camada de células nas raízes de Arabidopsis. 

Além disso, a população de células quiescentes é muito maior em milho, contendo 

cerca de 800-1220 células, em comparação com as quatro de Arabidopsis 

(Hochholdinger & Zimmermann 2008; Smith & Smet 2012). 

Ao contrário da raiz primária, as raízes laterais são pós-embrionárias. Em 

Arabidopsis e na maioria das dicotiledôneas, o periciclo (tecido localizado entre o 

cilindro vascular central e a endoderme) é o sítio de início das raízes laterais. 

Apesar das monocotiledôneas formarem raízes primária e lateral de forma 
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semelhante às dicotiledôneas, seu sistema radicular é mais complexo, formando 

um sistema radicular “fibroso”, com vários tipos de raízes ramificadas, como as 

coronais, adventícias aéreas e seminais, que constituem a maior parte do sistema 

radicular. As raízes adventícias, presentes em mono e em dicotiledôneas, são pós-

embrionárias e formadas na junção da raiz com parte aérea, para explorar as 

camadas superiores do solo, que são ricos em P (Smith & Smet 2012). 

Monocotiledôneas e dicotiledôneas respondem de formas diferentes às 

concentrações 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 às condições contrastantes de P no solo dentro 

de uma espécie ou entre todas as espécies em relação à morfologia radicular, 

associação com fungos micorrízicos e exsudados radiculares. Em condições de 

baixo P, espécies com raízes mais finas (ex: milho, sorgo) mostraram aumento de 

ramificação radicular e comprimento de raízes de primeira ordem, enquanto 

espécies de raízes mais grossas não mostraram diferença (ex: Vigna radiata, 

Pisum sativum). Sob alto P, todas as espécies que são colonizadas por fungos 

micorrízicos mostraram diminuição na colonização, embora espécies com raízes 

mais grossas apresentassem maior taxa de colonização quando comparadas com 

plantas com raízes mais finas, que mostram menor taxa de colonização. Para 

exsudados radiculares, sob condições de baixo P, houve menor exsudação em 

plantas com raízes mais finas, com diferentes taxas entre cada espécie estudada 

(Wen et al. 2019). 

Plantas modelo como Arabidopsis thaliana e tabaco (Nicotiana tabacum) 

têm sido utilizadas para compreender respostas e mecanismos relacionados à 

deficiência de P. Em Arabidopsis thaliana sob condições de baixo P, os níveis de 

auxina no ápice da raiz são aumentados, facilitando a síntese de auxina mediada 

por Taa1 (tryptophan aminotransferase of arabidopsis1) e o seu transporte 

dependente do transportador de influxo de auxina (Aux1). Esse aumento de auxina 

leva à indução do ativador transcricional Arf19 no ápice radicular, resultando na 

indução dos fatores de transcrição Rsl2 (root hair defective 6-like 2) e Rsl4 (root 

hair defective 6-like 4) nas zonas de alongamento e diferenciação, 

respectivamente, promovendo o alongamento dos pelos radiculares (Bhosale et al. 

2018). Quando cultivadas em meio de cultura com baixo P plântulas de Arabidopsis 

thaliana mostram um aumento no número de células corticais, com consequente 
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aumento de células epidérmicas, onde são 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 após 28 dias de germinação, 

apresenta um aumento na razão raiz:parte aérea, no comprimento total de raízes 

em função da maior atividade no ápice, mas um menor número de raízes laterais 

em comparação com plantas com suprimento suficiente de P (Foti et al. 2014). A 

análise do sistema radicular de plântulas de tabaco (variedades K326 e Xiang Yan 

No. 4) em diferentes estágios de desenvolvimento, em solução nutritiva sob 

diferentes concentrações de P em estágios iniciais e tardios do desenvolvimento 

das plântulas mostram que sob deficiência de P há um aumento da superfície 

radicular do tabaco, por meio do aumento do comprimento das raízes laterais e dos 

pelos radiculares (Zheng et al. 2013). 

O controle genético da eficiência de aquisição de P é complexo e alguns 

genes envolvidos no desenvolvimento do sistema radicular em milho e Arabidopsis 

são Rum1 (rootless with undetectable meristems 1) (Woll et al. 2005), Rtcs 

(rootless concerning crown and seminal roots) (Taramino et al. 2007),  Bige1 (Big 

embryo 1) ( Suzuki et al. 2015), ZmPht1 (phosphate transporters) ( Liu et al. 2016),  

ZmRAP2.7 (AP2 transcription factor) (Li et al. 2019), Tir1 (transport inhibitor 

response 1) e Arf19 (auxin response factor 19) (Pérez-Torres et al. 2008), Pip5k 

(phosphatidyl inositol phosphate 5‐kinase) (Wada et al. 2015), AtDro1 (deeper 

rooting 1) (Guseman et al. 2017) e Exocyst70A3 (exocytosis factor) (Ogura et al. 

2019). 

 

 

1.4 PLANTAS TRANSGÊNICAS  

 

 

Plantas transgênicas são obtidas por técnicas de engenharia genética, por 

meio da modificação de seu DNA, com a introdução de uma nova característica 

que não 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 não são sexualmente compatíveis. Os 

organismos geneticamente modificados resultantes da transformação podem 
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apresentar características distintas, como resistência a herbicida, insetos, pragas, 

vírus, melhor qualidade nutricional, dentre outras (Rani & Usha 2013).  

O estudo da função biológica de genes ou conjunto de genes pode ser 

realizado em plantas transgênicas. Por meio da superexpressão e/ou 

silenciamento, é possível analisar membros de famílias gênicas individualmente ou 

em conjunto, caracterizar a função de genes de organismos através da expressão 

heteróloga e identificar genes que conferem tolerância a diversos tipos de 

estresses (Abdeeva et al. 2012).  

As primeiras plantas transgênicas foram reportadas em 1983 (Fraley et al. 

1983). Desde então, muitas proteínas foram expressas em plantas como tabaco, 

milho, tomate, batata, banana e alfafa (Austin et al. 1994). O tabaco (Nicotiana 

tabacum) e a Arabidopsis thaliana são as plantas modelos de dicotiledôneas mais 

comumente transformadas (Rani & Usha 2013), pois apresentam métodos de 

transformação bem estabelecidos, fácil propagação e genomas bem estudados 

(Koornneef & Meinke 2010). Os métodos de transformação mais usados são 

biobalística e o mediado por Agrobacterium tumefaciens. 

 

 

1.5 TRANSFORMAÇÃO GENÉTICA VIA Agrobacterium tumefaciens 

 

 

Agrobactérias são bactérias gram-negativas do solo com estilo de vida 

predominantemente saprófito (Bourras et al. 2015). A Agrobacterium tumefaciens é 

o agente causal da doença conhecida como galha de coroa (Smith & Townsend 

1907), caracterizada por um crescimento neoplásico no local da infecção (Escobar 

& Dandekar 2003). A infecção ocorre através da transformação genética da célula 

hospedeira, com a transferência de um fragmento de DNA fita simples, o T- DNA 

(DNA de transferência) para o genoma hospedeiro, onde ocorre sua integração de 

forma estável (Bourras et al. 2015).  

A transformação genética da célula hospedeira leva a uma reprogramação 

oncogênica, propiciando um ambiente favorável para o patógeno. A capacidade 

que a Agrobacterium tem de transferir o T-DNA para outros organismos é utilizada 

como uma ferramenta para a transformação genética de plantas (Pacurar et al. 
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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 dicotiledôneas, no entanto, 

apesar das monocotiledôneas não serem suas hospedeiras naturais (Binns & 

Thomashow, 1988; Bourras et al. 2015), é possível seu uso em protocolos de 

transformação genética de  cevada, trigo, triticale e milho, com uma eficiência na 

obtenção de plantas transgênicas estáveis de 86%, 10%, 4% e 24%, 

respectivamente (Hensel et al. 2009). Existem muitos trabalhos com transformação 

genética de plantas via Agrobacterium, com o objetivo de torná-las mais 

resistentes/tolerantes a estresses bióticos e abióticos. O gene TsVP, responsável 

pela codificação 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, conteúdo e concentração de fosfato e 

produtividade de grãos (Pei et al.2012). 

Um sistema repórter para monitorar a deficiência 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 transgênicas 

superexpressando o gene Pr sob deficiência de P acumulam antocianina nas 

folhas, possibilitando o monitoramento do estresse desse nutriente com base em 

cores (inspeção visual) e também pela intensidade do espectro de reflexão 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 concentração total de P em 

condições suficientes de P, a biomassa em condições de deficiência de P e 

também o acúmulo de selênio (Se) em condições suficientes de P em relação ao 

tipo selvagem. O aumento na aquisição de P e Se em linhagens transgênicas de 

tabaco tornam o gene OsPT8 promissor para reduzir a fertilização com esses 

nutrientes e obter plantas de tabaco enriquecidas com Se (Song et al. 2017). 
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1.6 PROTEÍNAS QUINASES EM PLANTAS 

 

 

Proteínas quinases são enzimas que catalisam a transferência de fosforil de 

MgATP para cadeias laterais serina/treonina e tirosina nas proteínas (Wang & Cole 

2014). A especificidade das proteínas quinases serina/treonina é parcialmente 

determinada por interações com alguns resíduos próximos ao resíduo que recebe o 

grupo fosfato, formando o motivo quinase substrato (Bradley & Beltrao 2019). 

Grande parte dessas proteínas são proteínas da membrana plasmática, mas 

existem também as que são quinases associadas à parede (WAKs) ligadas à 

fração de pectina da parede celular (Lim et al. 2015) e as citoplasmáticas que não 

possuem ligação à membrana plasmática (Zhang et al. 2014; Ye et al. 2017). 

Proteínas quinases tipo receptoras (RLKs) são proteínas quinases 

serina/treonina com importante papel em vias de sinalização que regulam 

desenvolvimento, resistência a doenças, sinalização hormonal e auto-

incompatibilidade em plantas (Ye et al. 2017). As RLKs possuem um domínio 

catalítico de proteína quinase, um transmembranar e um extracelular de ligação ao 

ligante (Walker 1994; Greeff et al. 2012). O domínio catalítico de proteína quinase é 

intracelular e o centro da cascata de sinalização, que transmite sinais abaixo do 

sinal recebido. O domínio transmembrana transmite o sinal através da conexão dos 

domínios extracelular e intracelular para o domínio intracelular, e o domínio 

extracelular de ligação ao ligante é o centro de combinação dos sinais (Ye et al. 

2017). 

Proteínas quinases realizam fosforilação reversível de proteínas, um 

importante mecanismo na regulação de vias que permitem as plantas 

tolerarem/sobreviverem às condições ambientais adversas (Chae et al. 2010). 

Essas proteínas percebem sinais moleculares que irão permitir as plantas 

responderem a fatores bióticos e abióticos no ambiente para estabelecer relações 

simbióticas com microrganismos benéficos, ativar respostas imunes contra 

microrganismos fitopatogênicos e responder ao estresse abiótico (Liang & Zhou 

2018). 

Como exemplos de proteínas quinases envolvidas em respostas às 

condições contrastantes de P podemos citar o gene de Arabidopsis 

thaliana Botrytis-induced kinase1 (Bik1), uma quinase tipo receptora localizada na 
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membrana plasmática, envolvida na resposta ao estresse de P e na resistência ao 

fungo Botrytis cinerea (Zhang et al. 2016). Além disso, proteínas quinases com 

potencial papel no desenvolvimento e crescimento de pelos radiculares sob 

estresse de P foram identificadas em análise de co-expressão de proteínas 

quinases com proteínas fosfatases no genoma de raízes de Arabidopsis sob 

estresse e condições suficientes de P (Lan et al. 2013). 

 

 

1.7 PHOSPHORUS-STARVATION TOLERANCE 1 (PSTOL1) 

 

 

Há vários estudos descrevendo QTLs (Quantitative Trait Loci) para 

características radiculares (Liu et al. 2008; Ruta et al. 2010; Zhang et al. 2014; 

Burton et al. 2014; Salvi et al. 2016), porém eles ainda são pouco utilizados como 

critério de seleção 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 absorção de P em arroz é o Pup1 (Phosphorus 

uptake 1), que está associado ao aumento da superfície radicular e à eficiência na 

aquisição de P (Ni et al. 1998; Wissuwa et al. 1998; Wissuwa & Ae 2001). 

Trabalhos com uma população de mapeamento derivada de Kasalath (eficiente na 

aquisição de P) e Nipponbare (ineficiente) indicam que o Pup1 responde por cerca 

de 80% da variabilidade fenotípica para características relacionadas com absorção 

de P em arroz (Wissuwa et al. 2002). O sequenciamento do loco Pup1 em Kasalath 

mostrou um transposon com uma deleção de ~90 Kb no genoma de referência 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 Pup1 é o Phosphorus-starvation 

tolerance 1 (Pstol1) (Gamuyao et al. 2012). Homólogos deste gene foram 

encontrados em sorgo e milho por meio de genômica comparativa e possuem alta 

similaridade de sequência de proteínas com OsPstol1 (Hufnagel et al. 2014; 

Azevedo et al. 2015). 

Novos alelos do gene Pstol1 para eficiência na aquisição de P foram 

encontrados nas espécies selvagens do germoplasma de arroz Oryza rufipogon 
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usando marcadores SSR e sequência do gene OsPstol1. Dentre os 53 

polimorfismos encontrados (52 SNPs e 1 mutação não senso), há 17 haplótipos, 

dos quais 8 tem diferenças significativas no comprimento radicular e peso quando 

crescidos em condições contrastantes de P. O acesso  O. rufipogon IRGC 106506 

apresenta maior peso de raiz e conteúdo 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 braço curto do cromossomo 5A, 

codifica uma proteína quinase putativa e compartilha alto nível de similaridade com 

OsPstol1. TaPstol controla características agronômicas importantes como alteração 

do crescimento radicular em condições de baixo P e aumento do conteúdo de P no 

grão. Além disso, modula o tempo de florescimento e tamanho do grão em trigo 

(Milner et al. 2018). 

 

 

1.7.1 OsPSTOL1 

 

 

O gene responsável pelo loco Pup1, Phosphorus-starvation tolerance 1 

(Pstol1) codifica uma proteína quinase envolvida no desenvolvimento precoce do 

sistema radicular de arroz em condições de baixo P, presente na variedade 

tradicional Kasalath e ausente no genoma de referência do arroz Nipponbare 

(Gamuyao et al. 2012). OsPstol1 possui sequência de aminoácidos com alta 

similaridade com a  família de receptor serina/treonina quinase  LRK10L-2, mas 

como não possui extensão amino-terminal presente nessa família, foi classificado 

como receptor tipo quinase citoplasmática (Dardick et al. 2007; Vij et al. 2008). 

A superexpressão constitutiva da região codificante do gene Pstol1 

(35S::Pstol1) foi feita nas variedades modernas irrigadas de arroz IR64 e 

Nipponbare, que naturalmente não possuem o gene Pstol1. As análises fenotípicas 

em duas regiões com solos com baixo P mostram que a alta expressão do 

transgene aumenta a produtividade de grãos em mais que 60% em ambas as 

variedades de arroz. O peso seco de raiz, o total de P e o peso de grãos são 

maiores em linhagens IR64 com alta expressão do transgene em comparação com 

plantas não transgênicas ou com a baixa expressão do transgene em condições de 

baixo P. De forma semelhante, o peso de grãos e o total de P são maiores nas 
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linhagens transgênicas de Nipponbare em relação às plantas controle ou com baixa 

expressão (Gamuyao et al. 2012). 

Linhagens IR64 superexpressando o gene Pstol1 e linhagens semi-

isogênicas (NILs) de arroz com (IR64) o gene Pstol1 tem maior comprimento e área 

de superfície em solução nutritiva com baixo e alto de P (Gamuyao et al. 2012). A 

expressão do gene repórter da β-glucoronidase (GUS) sob controle do promotor 

nativo do Pstol1 ocorre no meristema, onde são formadas as raízes da coroa, 

principais constituintes do sistema radicular em arroz. No meristema radicular, a 

expressão de GUS está restrita aos primórdios das raízes da coroa e células do 

parênquima fora do cilindro vascular periférico, padrão semelhante à de outros 

genes envolvidos no desenvolvimento radicular. Esses dados indicam que o gene 

Pstol1 é um regulador do desenvolvimento precoce do crescimento da raiz em 

arroz (Gamuyao et al. 2012). 

 

 

1.7.2 SbPSTOL1 

 

 

Foram identificados seis homólogos ao OsPstol1 em sorgo (Sorghum 

bicolor) com identidade superior a 55% (Hufnagel et al. 2014). Semelhante ao 

OsPSTOL1, todas as seis proteínas PSTOL1 de sorgo (SbPSTOL1) têm um 

domínio serina/treonina quinase e são RLKs membros da família de proteínas 

quinase1 da raiz do milho (CRPK1) (Takezawa et al. 1996). 

Dois painéis de associação de sorgo foram usados para o mapeamento 

associativo com SNPs para os seis genes SbPstol1 (Sb03g006765, Sb03g031670, 

Sb03g031680, Sb03g031690, Sb03g031700 e Sb07g002840) no Brasil no 

Subconjunto do Painel de Associação de Sorgo (SAPst) para produção de grãos 

em solo e morfologia radicular, absorção de P e acúmulo de biomassa em 

hidroponia, e na África no Painel de Associação da África Ocidental (WAP) para 

biomassa e absorção de P em solo, ambos em condições de baixo P. No SAPst há 

associação de SNPs dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690 com diâmetro 

radicular e área de superfície radicular, enquanto dois SNPs Sb03g031690 estão 

fracamente associados ao volume de raízes finas. No WAP para as mesmas 

características e SNPs, múltiplos SNPs dentro de Sb03g006765 foram detectados 
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para concentração e conteúdo de P na parte aérea além do acúmulo de biomassa 

em perfilho único. Para Sb03g031690 foram detectadas associações quanto ao 

conteúdo de P e características de acúmulo de biomassa (Hufnagel et al. 2014). 

A validação por mapeamento de QTL biparental em população de RILs 

proveniente de genótipos de sorgo contrastantes para absorção de P (BR007 

eficiente e SC283 ineficiente na absorção de P) identificou QTLs para morfologia 

radicular para os genes Sb03g006765 (diâmetro de raiz e peso seco), 

Sb03g031690 (comprimento de raiz, área de superfície radicular e volume de 

raízes finas) e Sb07g002840 (peso seco de raiz e diâmetro radicular). Além disso, 

também há forte associação dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690 com 

características de arquitetura radicular como bushiness (razão do número máximo 

de raízes dividido pelo número médio de raízes), centróide (posição vertical do 

centro de massa do sistema radicular inteiro), número médio de raízes e 

comprimento específico da raiz (Hufnagel et al. 2014). 

Os resultados de Hufnagel et al. (2014) sugerem que os 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 condições de baixo P. O mapeamento de QTL para múltiplas 

características confirmou QTLs pleiotrópicos subjacentes a alterações na 

morfologia do sistema radicular e na produtividade de grãos para os genes 

SbPstol1 (Bernardino et al. 2019). O gene Sb03g006765 e o grupo de quatro genes 

que incluem o gene Sb03g031690 estão próximos de QTLs para produtividade de 

grãos e área de superfície de raízes finas, e o gene Sb07g002840 próximo de 

QTLs para produtividade de grãos e diâmetro radicular (Bernardino et al. 2019). 

Além disso, as proteínas dos genes Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 

possuem um domínio transmembrana, um domínio C terminal de receptor quinase 

associado à parede nas proteínas Sb03g031690 e Sb03g006765 e um domínio de 

ligação GUB_WAK apenas na proteína Sb03g006765. Portanto, os genes 

Sb03g006765, Sb03g031690 e Sb07g002840 foram selecionados para 

superexpressão em tabaco. 
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1.7.3 ZmPSTOL1 

 

 

O mapeamento de QTL em uma população de RILs proveniente de dois 

genótipos contrastantes para aquisição de P (L3 x L22), com modelos para 

características simples (MIM) e múltiplas (MT-MIM) identificou treze regiões 

genômicas associadas a características de morfologia radicular, acúmulo de 

biomassa e conteúdo de P em plântulas de milho. Neste mapeamento em adição 

aos marcadores SSR e SNPs seis genes ZmPstol1 homólogos do gene OsPstol1 

foram usados para predição de suas posições físicas (Azevedo et al. 2015). 

As seis proteínas (ZmPstol3.04, ZmPstol3.06, ZmPstol4.05, ZmPstol8.02, 

ZmPstol8.05_1 e ZmPstol8.05_2) preditas no genoma do milho homólogas ao 

OsPstol1 compartilham mais de 55% de identidade de sequência de aminoácidos. 

Todas as proteínas ZmPSTOL1 possuem domínios conservados de  ligação a ATP 

e serina/treonina quinase como OsPSTOL1 (Azevedo et al. 2015). As proteínas 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 domínio transmembranar e domínio quinase intracelular (Shiu & Bleecker 

2001; Vij et al. 2008) e ZmPSTOL3.04 e ZmPSTOL3.06 como quinases 

citoplasmáticas do tipo receptor (RLCKs), com domínio quinase intracelular, mas 

ausente o domínio transmembrana (Vij et al. 2008).  

Três genes (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) foram mais 

expressos na raiz do que na parte aérea em condições de baixo P na linhagem 

parental doadora dos alelos favoráveis (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 características de raiz, acúmulo de 

biomassa e teor de P (Azevedo et al. 2015). O gene ZmPstol8.02 co-localiza com 

QTLs para comprimento de raiz, área de superfície de raiz, razão raiz: parte aérea 

e conteúdo P, e os genes ZmPstol8.05_1,  ZmPstol4.05 e ZmPstol3.06 co-

localizam com QTLs para comprimento de raiz, diâmetro de raiz e razão raiz: parte 

aérea, respectivamente. 

A co-localização com QTLs de morfologia radicular e a maior expressão na 

raiz do que na parte aérea em condições de baixo P na linhagem parental doadora 

dos alelos favoráveis são importantes evidências de que esses genes podem atuar 
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de forma semelhante ao OsPstol1, e dessa forma os genes ZmPstol3.06, 

ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1 foram selecionados para superexpressão em 

tabaco. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 

Caracterizar a funcionalidade dos genes Pstol1 quanto ao aumento da 

superfície radicular, aquisição de fósforo e produção de biomassa por meio da 

expressão heteróloga em tabaco. 

 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1 Capítulo 1 

Estabelecer uma metodologia para estimar o número de cópias de 

transgenes em plantas de tabaco usando PCR em tempo real e o método 2-ΔΔCt. 

 

 

3.2.1 Capítulo 2 

Avaliar as modificações morfológicas do sistema radicular e o desempenho 

em baixo e alto P de plantas de tabaco transformadas com os genes OsPSTOL1, 

SbPSTOL1 e ZmPSTOL1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



26 

CAPÍTULO 1 

 

Artigo publicado na revista Crop Breeding and Applied Biotechnology (CBAB). 
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CAPÍTULO 2 

 

 

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

capazes de aumentar a superfície radicular e biomassa de tabaco transgênico 

 

 

 INTRODUÇÃO 

 

O fosfóro (P) é um macronutriente essencial para o crescimento das plantas, 

mas devido a sua baixa disponibilidade no solo, principalmente nos solos ácidos, 

onde formam complexos insolúveis com cátions de ferro e alumínio, ele se torna 

pouco disponível para absorção pelas plantas (Vance et al. 2003; Chapin et al. 

2011; Hasan et al. 2016; Daneshgar et al. 2018). A adubação fosfatada aumenta a 

produtividade das culturas, porém os fertilizantes fosfatados são recursos não 

renováveis com pico de exploração estimado para 2070 (Cordell et al. 2011; 

Daneshgar et al. 2018). Portanto, a busca por estratégias sustentáveis, como 

genótipos mais eficientes para o uso de P, são cada vez mais necessárias. 

Para absorver quantidade suficiente de P para suas atividades 

metabólicas, as plantas apresentam mudanças em sua morfologia radicular, se 

associam a fungos micorrízicos e exsudam mais compostos orgânicos. No entanto 

essas respostas variam entre espécies e genótipos (Wen et al. 2019). A 

identificação de genes relacionados a características do sistema radicular e a 

eficiência na aquisição de P são importantes, uma vez que podem ser usados 

como marcadores moleculares ou para gerarem plantas transgênicas que pode ser 

usados em programas de melhoramento para desenvolvimento de cultivares mais 

eficientes na aquisição de nutrientes. Em arroz foi descrito um QTL de efeito maior 

para absorção de P, chamado Pup1 (Phosphorus uptake 1). Esse QTL está 

associado ao aumento da superfície radicular e da eficiência na aquisição de P em 

arroz (Ni et al. 1998; Wissuwa et al. 1998; Wissuwa & Ae 2001), respondendo por 

cerca de 80% da variabilidade fenotípica (Wissuwa et al.2002). O gene responsável 

pelo loco Pup1 é o Phosphorus-starvation tolerance 1 (Pstol1) e está envolvido no 

desenvolvimento precoce do sistema radicular de arroz em condições de baixo P, 

presente na variedade tradicional Kasalath e ausente no genoma de referência do 
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arroz Nipponbare (Gamuyao et al. 2012). OsPstol1 é uma proteína quinase 

serina/treonina, classificada como receptor tipo quinase citoplasmática (RLCKs) 

(Dardick et al. 2007; Vij et al. 2008). 

Em sorgo e milho foram identificados homólogos da proteína OsPstol1 com 

identidade  superior a 55% (Hufnagel et al. 2014; Azevedo et al. 2015). Os genes 

SbPstol1 (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram associados com 

SNPs para produção de grãos, morfologia radicular, absorção de P e acúmulo de 

biomassa em hidroponia e solo em condições de baixo P. Além disso, foram co-

localizados com QTLs para morfologia radicular e produtividade, e associados com 

características de arquitetura radicular (Hufnagel et al. 2014; Bernardino et al. 

2019). Já os genes  ZmPstol1 (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) co-

localizaram com QTLs para características de raiz, acúmulo de biomassa e teor de 

P e foram mais expressos na raiz do que na parte aérea em condições de baixo P 

na linhagem parental  doadora dos alelos favoráveis (Azevedo et al. 2015). 

A superexpressão em tabaco do OsPstol1 (Phosphorus-Starvation Tolerance 

1) de arroz (Gamuyao et al. 2012) e seus homólogos em milho (ZmPstol3.06, 

ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1) (Azevedo et al. 2015) e sorgo (Sb07g002840, 

Sb03g031690 e Sb03g006765) (Hufnagel et al. 2014) foi realizada com objetivo de 

validar e caracterizar funcionalmente estes genes. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Construção da árvore filogenética e análise dos domínios de proteínas 
quinases de tabaco e gramíneas  
 

Utilizando a sequência de aminoácidos do OsPstol1 (BAK26566) foram 

realizadas buscas no banco de dados do genoma de tabaco 

(http://solgenomics.net/organism/Nicotiana_tabacum/genome) usando BLASTp. 

As dez proteínas preditas de tabaco com mais de 55% de identidade foram 

selecionadas e alinhadas utilizando o software Clustal X versão 2.1 (Larkin et al. 

2007). O alinhamento incluiu as proteínas preditas do Pstol1 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 (TaPstol1) (Milner et al. 2018). As 

sequências de proteínas foram analisadas pelo método da máxima verossimilhança 

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 

versão X (Kumar et al. 2018). Mil etapas de reamostragem por bootstrap foram 

aplicadas às sequências. 

As sequências de proteínas foram analisadas com o sofware Expasy (Artimo 

et al. 2012) para a predição de domínios e sítios 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 

elaboração da figura com os domínios e sítios ativos preditos da proteína foi 

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

 

Geração de plantas de tabaco com os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo 

 

A região codificante dos genes de arroz OsPstol1 (BAK26566, Gamuyao et 

al. 2012), de milho ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 e ZmPstol8.05_1 (Negri 2015) e de 

sorgo Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 (genoma referência de sorgo 

BTx623; Hufnagel et al. 2014) foram sintetizadas e clonadas no vetor binário 

pMCG1005 (Iowa 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 seleção para planta o gene Bar sob promotor 4x35S 

(Figura 1). 

 

http://pfam.xfam.org/
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Figura 1 – Vetor binário pMCG1005 para transformação com os genes de 

interesse. Genes de arroz OsPstol1 (BAK26566), milho (ZmPstol3.06, ZmPstol8.02 

e ZmPstol8.05_1) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765) foram 

sintetizados e clonados nos sítios AvrII e SpeI  sob o promotor da ubiquitina com o 

Bar como gene de seleção sobre o promotor 4x35S. 

 

Plantas transgênicas de tabaco (Nicotiana tabacum cv. Petit havana) foram 

obtidas pela transformação via Agrobacterium tumefaciens por Lopes (2016). As 

culturas de Agrobacterium contendo as construções gênicas 

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. Após 

agitação os explantes foram transferidos para o meio PSM (Shooting Medium – 

Anexo 1), sem antibiótico ou agente de seleção por 48 horas em uma câmara de 

crescimento com temperatura diurna média de 27 ± 3 °C, noturna de 20 ± 3 °C e 

fotoperíodo de 12 horas. Após esse período, os explantes foram transferidos para 

meio PSM suplementado com 100 mg/L tioxin. Após sete dias foram transferidos 

para um novo meio PSM + antibiótico + 1 mg/L PPT (fosfinotricina) e subcultivdas a 

cada sete dias até que calos aparecessem e ocorresse a diferenciação das folhas. 
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As plântulas foram isoladas (com cerca de 1 cm de comprimento) e transferidas 

para meio de enraizamento PRM (Anexo 1) +antibiótico suplementado com 1 mg/L 

PPT. As plântulas transformadas e enraizadas foram transferidas para o solo. Nova 

seleção com herbicida PPT foi feita borrifando solução de 1mg/ml sobre as folhas 

das plantas em casa de vegetação. Plantas resistentes ao herbicida permaneceram 

verdes, enquanto plantas sensíveis apresentaram folhas com coloração amarelada 

e morreram. Os eventos transgênicos gerados para cada construção foram 

confirmados por PCR para o gene Bar e genes Pstol1 (Lopes 2016). 

Estimativa do número de cópias do transgene foi feita em eventos 

confirmados para os trangenes Pstol1 na geração T0 usando o gene Bar. A 

confirmação do número de cópias por segregação Mendeliana, expressão relativa 

dos transgenes e caracterização morfológica do sistema radicular foram feitos na 

geração T1 (Lopes 2016). A partir dessas análises foram selecionados dois eventos 

cópia única e com expressão de média a alta de cada um dos genes Pstol1 para os 

experimentos realizados neste trabalho. As sementes desses eventos foram 

plantadas em casa de vegetação para obtenção de linhagens fixadas com os 

transgenes e avaliadas em câmara de crescimento e casa de vegetação em 

condições contrastantes de P. 

 

Análise de zigosidade de eventos transgênicos de tabaco por PCR 

semiquantitavo 

 

Sementes de eventos transgênicos de tabaco dos genes Pstol1 das 

gerações T2 e T3 foram plantadas diretamente e crescidas em vasos com solo em 

casa de vegetação. O DNA genômico de folhas jovens foi extraído pelo método de 

Saghai-Maroof et al. (1984) e usado para determinação da zigosidade por reação 

de PCR semiquantitativo. Foram usadas de 10 a 20 plantas para cada evento para 

seleção de plantas homozigotas comparadas com controles heterozigotos e 

homozigotos (ZmPstol8.02 ev. 6 T0Tt; pMCG1005 ev. 7 T0Tt; OsPstol1 ev. 6.1 T2 

TT).   

A reação de PCR foi composta por DNA genômico de tabaco (100 ng), 0,5 

μM de cada oligonucleotídeo (BarF1: 5´- AGAAACCCACGTCATGC-3´ e BarR1: 5´- 

GTGGTTGACGATGGTGCA-3´), tampão 1X, 1,25 μM MgCl2, 0,06 μM dNTPs, Taq 

DNA Polimerase Kapa 0,5 U, 5% DMSO e água ultra pura para um volume final de 
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20 μL de reação. As reações foram submetidas à 95 ºC por 5 minutos, seguido por 

27 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, e 60ºC por 30 segundos e 72 ºC por 30 

segundos. 

 

Análise de zigosidade de eventos transgênicos de tabaco por PCR em tempo 

real (qPCR) 

 

Após análise inicial quanto a zigosidade por PCR semiquantitativo foram 

escolhidas de 2 a 4 plantas homozigotas de cada evento para confirmação por 

qPCR usando controles heterozigotos e homozigotos (ZmPstol8.02 ev. 6 T0Tt; 

pMCG1005 ev. 7 T0Tt ; OsPstol1 ev. 6.1 T2 TT). 

A reação foi composta por 50 ng de DNA genômico, Fast SYBR® Green 

Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) 1X, 0,6 M dos oligonucleotídeos 

Axi1Forward e Axi1Reverse (SUBR et al., 2006) e 0,8 M dos oligonucleotídeos 

Bar (BarF: 5’-ACAGCGACCACGCTCTTGA-3 e BarR: 5’-

GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’) em volume final de 10 L. As condições de 

amplificação 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 

recomendações do fabricante. 

 

Análise de expressão dos transgenes por PCR em tempo real 

 

Sementes de eventos transgênicos de tabaco Pstol1 e controles das 

gerações T3 e T4 homozigotas foram desinfestadas com hipoclorito de sódio 6% 

por 5 minutos, lavadas com água destilada e germinadas em frascos com meio de 

cultura MS ½ (Murashig & Skoog 1962) polimerizado com ágar Sigma A1296 (Lote 

SLBN5825B), sob tratamentos de baixo P (97 μM de P) e alto P (1000 μM de P) 

por 60 dias. 

O RNA total foi extraído de plântulas inteiras de tabaco utilizando o kit Plant 

RNeasy (Qiagen), seguindo as orientações do fabricante. A concentração do RNA 

foi determinada pela leitura de absorbância a 260, 280 e 320 ƞm e a qualidade foi 

verificada por eletroforese em gel de agarose a 2%. A síntese do cDNA foi 



40 

realizada utilizando-se 0,5 µg de RNA total, previamente tratados com DNase I, 

utilizando o kit “High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Applied Biossystems, 

EUA).  

As análises de PCR quantitativo foram realizadas no equipamento ABI7500 

utilizando a metodologia Taqman e SYBR Green, segundo as recomendações do 

fabricante. Foi utilizado um par de oligonucleotídeos 18S ribossomal TaqMan® (Life 

Technologies, Reino Unido) e 18S ribossomal SYBR Green como controle 

endógeno e oligonucleotídeos específicos para os genes OsPstol1, ZmPstol3.06, 

ZmPstol8.02, ZmPstol8.05_1,Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765 (Tabela 

1). A reação para o ensaio Taqman foi conforme recomendações do fabricante. As 

condições do termociclador foram: 50 °C por 2 minutos, seguida por um 

aquecimento de 95 °C por 10 minutos e, depois, 40 ciclos de 95°C por 15 

segundos e 60 °C por 1 minuto. A reação para o ensaio com SYBR Green foi 

composta por 125 ng de cDNA, reagente Fast SYBR® Green Master Mix (Applied 

Biosystems, EUA) 1X, 1μM de cada oligonucletídeo e água ultra pura para volume 

final de reação de 10 μL. As condições 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 expressão gênica relativa foi calculada conforme o método 2-ΔΔCT (Livak & 

Schmittgen, 2001) utilizando a seguinte equação:  

 

ER = 2 –ΔΔCt 
Onde:  
ER = expressão relativa  
ΔΔct = Ctgene - alvo - Ctnormalizador 

 
Ct = “Thresholdcycle”, ciclo em que a fluorescência do alvo se torna 

significativamente maior que o “ruído” (“background”) 
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Tabela 1– Oligonucleotídeos e sondas utilizados nos ensaios de expressão gênica 
Taqman e SYBR das plantas transformadas com genes Pstol1. 
 

Nome Oligonucleotídeos 5' - 3' Ensaio usado 

OsPstol1-F GTTTGTGGTGCATACAACTCGT SYBR 

OsPstol1-R GGTTCCTCAAAAACAGAAGATG   

Sb03g006765 F CGCCGACGATGAACATCTC SYBR 

Sb03g006765 R TGGCTCTGCTGAAGACGAA   

Sb07g002840 F CACCAGCCTCGATTTCATACAA SYBR 

Sb07g002840 R AGCCGCACCGGAAGTAGAC   

Sb03g013690 F CGCTCCTCCTTGCTGTCTTG SYBR 

Sb03g013690 R TGTAATCGTCGTCGGAAGGAT   

ZmPstol8.05_1 F ATCAAAAAGAAAAGAAGCAGCA 

 ZmPstol8.05_1 R AAGGATGTGAGAATGACTAGACAC Taqman 

ZmPstol8.05_1 Sonda AACGGCAACAGCACCAACAATAGG   

ZmPstol3.06 F AGTATCAGCAGGACTTGTCATG 

 ZmPstol3.06 R CGCCCTCTTGGATCCTTG Taqman 

ZmPstol3.06 Sonda CAAGCAGAACCCCGTCAGTGTCA   

ZmPstol8.02 F CAGGAATTTCACTGCAACTAGACGACCA  

ZmPstol8.02 R CCGTCACCTTTGGAGTCATG Taqman 

ZmPstol8.02 Sonda TGGTTTTCAAGGGAAGGCTAG   

 

Caracterização morfológica do sistema radicular 

 

As sementes de tabaco dos eventos transgênicos Pstol1 e controles das 

gerações T3 e T4 homozigotas foram germinadas em placas de Petri convencionais 

com meio de cultura MS ½ sob tratamentos de baixo P (97 μM de P) e alto P (1000 

μM de P). Após a germinação foi selecionada uma plântula uniforme para cada 

placa (quatro repetições), que foi transferida para placa de Petri com o mesmo 

meio. Os experimentos foram realizados em câmara de crescimento com 

temperatura diurna média de 27 ± 3 °C, noturna de 20 ± 3 °C e fotoperíodo de 12 

horas. 

O sistema radicular das plântulas de tabaco foi avaliado semanalmente a 

partir da quinta semana até a décima semana, em diferentes aspectos utilizando-se 

o escâner Epson XL 10000 equipado com unidade de luz adicional (TPU) e os 

dados analisados com o software WinRhizo v. 4.0 (Regent Systems, Quebec, 

Canadá), sendo quantificadas as seguintes características radiculares, 

comprimento total (cm), área de superfície total (cm2) e área de superfície de raízes 

com diâmetro entre 0 e 0,5 mm e 0,5 e 4,5 mm (de Sousa et al. 2012). 
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Avaliação fenotípica de eventos transgênicos de tabaco Pstol1 em casa de 

vegetação sob condições contrastantes de P 

 

O experimento foi conduzido em casa de vegetação com delineamento de 

blocos ao acaso com quatro repetições. 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/dm³), 

corrigido com 2 g/kg de calcário dolomítico e 0,5 g /kg de gesso. Para o tratamento 

com alto teor de fósforo foi adicionado também 0,225 g de fosfato supertriplo por kg 

de solo (63,8 mg /dm³). 

As sementes de tabaco das gerações T4 e T5 foram plantadas diretamente 

nos vasos contendo 22 kg de solo. A adubação de cobertura foi feita usando 5 g de 

sulfato de amônia em cada vaso e a irrigação foi realizada diariamente com base 

na capacidade do campo. 

Após 85 dias para alto P e 146 dias para baixo P do plantio (início do 

surgimento de botões florais), o comprimento da planta foi determinado medindo-se 

a distância da base do caule até a última folha expandida. A parte aérea e a raiz 

foram secas a 65ºC em estufa até peso constante para obtenção do peso seco. 

A parte aérea foi submetida a um processo de digestão com ácido nítrico 

perclórico seguida de quantificação de P por espectrometria de emissão de plasma 

de argônio indutivamente acoplado (ICP) (da Silva, 2009). O conteúdo de fósforo 

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

 

Análises de dados 

 

Análise de variância (ANOVA) foi feita no programa R versão 3.5.1 usando 

o pacote Agricolae (Mendiburu, 2019). Para a comparação das médias foi usado o 

teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficientes de correlação de Pearson 

foram estimados baseados nas médias dos genótipos para características de 

morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de 

plantas, conteúdo de P da parte aérea e expressão relativa (RQ) dos genes Pstol1 

usando o pacote Performance Analytics (Peterson et al. 2020). 
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RESULTADOS  

 

Proteínas quinases de tabaco agrupam separadamente das proteínas PSTOL1 

das gramíneas  

 

As proteínas de tabaco com identidade maior do que 55% com OsPSTOL1 

foram agrupadas separadamente das proteínas PSTOL1 das gramíneas (arroz, 

milho, sorgo e trigo) (Figura 2). Todas as proteínas apresentaram o domínio serina-

treonina quinase, porém as proteínas de milho ZmPSTOL3.04, ZmPSTOL8.02, 

ZmPSTOL8.05_1 e ZmPSTOL8.05_2 possuem um domínio transmembrana, 

enquanto as proteínas ZmPSTOL3.06 e ZmPSTOL4.05 não possuem este 

domínio, similar a proteína de arroz OsPSTOL1. As proteínas de sorgo 

Sb03g031680, Sb03g031700 e Sb03g006765 possuem um domínio 

transmembrana, um domínio de ligação GUB_WAK e um domínio C terminal de 

receptor quinase associado à parede, e a proteína Sb03g031670 possui os 

domínios de ligação GUB_WAK e o domínio C terminal de receptor quinase 

associado à parede, mas não possui o domínio transmembrana. As proteínas 

Sb07g002840 e Sb03g031690 possuem o domínio transmembrana e a proteína 

Sb03g031690 também possui o domínio C terminal de receptor quinase associado 

à parede. As proteínas quinases de tabaco Nt182684, Nt182685, Nt165496, 

Nt165497, Nt165527, Nt167932 possuem o domínio transmembrana e as proteínas 

Nt182684, Nt182685, Nt165496, Nt165527, Nt167932 também possuem o domínio 

C terminal de receptor quinase associado à parede. 
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Legenda: 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 2 - Análise filogenética e domínios das proteínas 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, 
Sb03g031680, Sb03g031690, Sb03g031700 e Sb07g002840) e de tabaco (Nt151613, Nt182684, Nt182685, Nt97611, Nt165496, Nt165497, 
Nt165481, Nt165527, Nt167932, Nt75469). A análise filogenética das proteínas foi feita pelo método da máxima verossimilhança baseado na 
matriz do modelo JTT com 1000 bootstraps. 
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Caracterização molecular dos eventos transgênicos de tabaco 

  

Foram obtidos eventos transgênicos de tabaco para todas as oito 

construções e estes confirmados para o gene Bar e genes Pstol1 por PCR (Tabela 

2). 

 

Tabela 2 - Eventos transgênicos de tabaco (T0) confirmados por PCR para os genes Bar e 
Pstol1.   

 

Construção gênica  Total eventos  

pMCG1005 (4x35S::Bar::NOS)  7 

UBI::OsPstol1::NOS  5 

UBI::ZmPstol3.06::NOS  6 

UBI::ZmPstol8.02::NOS  7 

UBI::ZmPstol8.05_1::NOS  8 

UBI::Sb07g002840::NOS  1 

UBI::Sb03g031690::NOS  8 

UBI::Sb03g006765::NOS  10 

 

 

A estimativa do número de cópias de 52 eventos (T0) mostrou que 48 

eventos foram considerados cópia única e os eventos OsPstol1  Ev. 11 e 

ZmPstol8.02 Ev.7 tiveram duas cópias, o evento pMCG1005 Ev. 5 três cópias e o 

evento Sb07g002840 Ev.11 cinco cópias (Tabela 3). Como esperado, o tabaco não 

transformado não apresentou amplificação para o gene Bar (Tabela 3).  

Para validar os dados obtidos do número de cópias por PCR em tempo real 

foi feito um teste de segregação com os eventos pMCG1005 Ev. 7, OsPstol1 Ev. 6 

e ZmPstol8.02 Ev. 6. Para o evento pMCG1005 Ev. 7 do total de dezesseis 

plântulas quatorze foram positivas para o gene Bar e duas negativas, no evento 

OsPstol1 Ev. 6 de dezenove plântulas dezesseis foram positivas e três negativas 

para o gene Bar, e no evento ZmPstol8.02 Ev. 6 de dezenove plântulas quatorze 

foram positivas e cinco negativas para o gene Bar. Portanto, o padrão de 

segregação foi confirmado por meio de teste de χ2 com p<0,05, sendo o esperado 

para características monogênicas (3:1) (Tabela 4).  
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Tabela 3 - Estimativas do número de cópias do transgene Bar em linhagens T0 de tabaco 
por qPCR calculado pelo método 2-ΔΔCt, utilizando o gene Axi1 como controle endógeno. 

  

Amostras 
Nº de cópias   

Amostras 
Nº de cópias  

(2-ΔΔCt)   (2-ΔΔCt) 

Tabaco não transgênico 0   Tabaco não transgênico 0 

pMCG1005 Ev. 3 0,52   ZmPstol8.02 Ev.2 0,24 

pMCG1005 Ev. 4 0,98   ZmPstol8.02 Ev.3 0,84 

pMCG1005 Ev. 5 2,7   ZmPstol8.02 Ev. 5 0,39 

pMCG1005 Ev. 6 0,5   ZmPstol8.02 Ev. 6 1 

pMCG1005 Ev. 7 1,12   ZmPstol8.02 Ev.7 1,54 

pMCG1005 Ev. 9 0,39   ZmPstol8.02 Ev.9 1,37 

pMCG1005 Ev. 10 0,45   ZmPstol8.02 Ev.10 0,7 

OsPstol1 Ev. 5 0,79   Sb07g002840 Ev.11 4,78 

OsPstol1 Ev. 6 1,17   Sb03g031690 Ev.1 0,52 

OsPstol1  Ev. 11 1,72   Sb03g031690 Ev.2 0,37 

OsPstol1  Ev. 21 0,8   Sb03g031690 Ev.3 0,58 

OsPstol1 Ev. 22 0,8   Sb03g031690 Ev.5 0,41 

ZmPstol8.05_1  Ev.4 0,44   Sb03g031690 Ev.6 0,4 

ZmPstoL8.05_1  Ev.8 0,62   Sb03g031690 Ev.7 0,83 

ZmPstol8.05_1  Ev.10 0,39   Sb03g031690 Ev.8 0,32 

ZmPstol8.05_1  Ev.11 0,32   Sb03g031690 Ev.10 0,42 

ZmPstol8.05_1  Ev.13 0,57   Sb03g006765 Ev.5 0,72 

ZmPstol8.05_1  Ev.14 0,39   Sb03g006765 Ev.6 0,74 

ZmPstol8.05_1  Ev.15 0,39   Sb03g006765 Ev.7 0,96 

ZmPstol8.05_1  Ev.16 0,34   Sb03g006765 Ev.12 1 

ZmPstol3.06  Ev.1 1,33   Sb03g006765 Ev.13 0,59 

ZmPstol3.06  Ev.3 0,4   Sb03g006765 Ev.19 0,69 

ZmPstol3.06  Ev.5 1,35   Sb03g006765 Ev.20 0,83 

ZmPstol3.06  Ev.6 0,71   Sb03g006765 Ev.21 0,94 

ZmPstol3.06  Ev.7 0,55   Sb03g006765 Ev.29 0,8 

ZmPstol3.06  Ev.8 0,7   Sb03g006765 Ev.30 0,66 
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Tabela 4 - Segregação mendeliana e valores χ2 para eventos transgênicos de tabaco 
T1 obtendo valores menores que o tabelado (3,481) (p<0,05). 

 

Amostras Nº de cópias (2-ΔΔCt) Segregação  Valor χ 2 

pMCG1005 Ev. 7 1,12 3:1  1,33 

OsPstol1 Ev. 6 1,17 3:1  0,85 

ZmPstol8.02 Ev. 6 1 3:1  0,01 

 

 Plantas homozigotas (T2 e T3) selecionadas por PCR semiquantitativo 

foram analisadas por qPCR para confirmação da zigosidade, sendo 

confirmadas plantas homozigotas para todos os eventos Pstol1 e controles, 

exceto para pMCG1005 ev. 7.2 Planta 10 (Tabela 5). 

 O nível de expressão relativa foi analisado nos eventos transgênicos 

homozigotos de tabaco Pstol1 nas gerações T3 e T4 sob baixo e alto P, 

mostrando que com exceção dos eventos do ZmPstol3.06 em baixo e alto P e 

ZmPstol8.02 em alto P houve superexpressão quanto comparado  ao controle 

negativo. A expressão relativa do Ev. 5.1 Planta 20 do gene OsPstol1 foi 

significantemente superior a dos eventos do controle em condições de baixo e 

alto P. Além disso, este evento mostrou maiores níveis de  expressão sob alto 

P.  O Ev.4.1 Planta 19 do gene ZmPstol8.05_1 apresentou expressão relativa 

diferente entre tratamentos, sendo a expressão maior em alto P. Eventos do 

gene ZmPstol3.06 mostraram níveis de expressão baixos, semelhantes aos 

níveis do controle, em ambas condições, e sendo que  Ev. 5.2 Planta 15 teve 

maior expressão sob alto P. Eventos ZmPstol8.02 mostraram níveis de 

expressão relativa maiores que o do controle em condições 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 expressão relativa diferente do controle em 

condições de baixo e alto P com expressão relativa maior em baixo P (Tabela 

6).  
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Tabela 5 - Zigosidade de eventos transgênicos de tabaco Pstol1 e controle 
(pMCG1005) nas gerações T2 e T3. 

 

Amostras Zigosidade (RQ)* Genótipo 
Total plantas 
homozigotas 

pMCG1005 Ev. 4.1 Planta 1 1,70 TT 
4 

pMCG1005 Ev. 4.1 Planta 2 1,44 TT 

pMCG1005 Ev. 7.2 Planta 10 - Tt - 

OsPstol1 Ev. 5.1 Planta 20 2,66 TT 6 

OsPstol1 Ev. 6.1 Planta 1 1,66 TT 2 

ZmPstol8.05_1 Ev.4.1 Planta 19 1,67 TT 1 

ZmPstol8.05_1 Ev.8.2 Planta 1 1,38 TT 2 

ZmPstol3.06 Ev.5.2 Planta 15 2,44 TT 5 

ZmPstol3.06 Ev.7.1 Planta 11 3,13 TT 6 

ZmPstol8.02 Ev.6.1 Planta 14 1,40 TT 1 

ZmPstol8.02 Ev. 9.2 Planta 10 1,97 TT 1 

Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 14 2,05 TT 
6 

Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 15 2,09 TT 

Sb03g031690 Ev. 3 Planta 3 3,47 TT 1 

Sb03g031690 Ev. 5 Planta 20 1,58 TT 2 

Sb03g031690 Ev.7.2 Planta 13 1,63 TT 3 

Sb03g006765 Ev.5.2 Planta 6 2,06 TT 2 

Sb03g006765 Ev.6.1 Planta 18 2,05 TT 3 

Sb03g006765 Ev. 7 Planta 15 3,51 TT 4 

*Valores de expressão relativa calculados pelo método 2-ΔΔCt. 
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Tabela 6 – Expressão relativa de eventos transgênicos homozigotos (T3 e T4) de 
tabaco Pstol1 e controle em condições de baixo e alto P.  

 

Amostras 
Nº de cópias 

 (2
-ΔΔCt

) 
Expressão relativa  

(RQ) Baixo P* 
Expressão relativa  

(RQ) Alto P* 

pMCG1005 Ev. 4.1 (Controle) 0,98 1
Ba

 1
Ba

 

OsPstol1 Ev. 5.1 Planta 20 0,79 4950,14
Ab

 7687,14
Aa

 

OsPstol1 Ev. 6.1 Planta 1 1,17 747,26
Ba

 439,70
Ba

 

ZmPstol8.05_1 Ev.4.1 Planta 19 0,44 165,88
Bb

 1762,23
Aa

 

ZmPstol8.05_1 Ev.8.2 Planta 1  0,62 233,37
Ba

 20,88
Bb

 

ZmPstol3.06 Ev.5.2 Planta 15 1,35 0,52
Bb

 3,88
Ba

 

ZmPstol3.06 Ev.7.1 Planta 11 0,55 0,30
Ba

 0,61
Ba

 

ZmPstol8.02 Ev.6.1 Planta 14  1 322,62
Aa

 0,99
Bb

 

ZmPstol8.02 Ev. 9.2 Planta 10 1,37 1616,35
Aa

 6,33
Bb

 

Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 14 4,7 137,76
Aa

 78,80
Ab

 

Sb07g002840 Ev.11.1 Planta 15 4,7 179,33
Aa

 54,07
Ab

 

Sb03g031690 Ev. 3 Planta 3 0,58 54,00
Aa

 34,54
Ab

 

Sb03g031690 Ev. 5 Planta 20 0,41 99,62
Aa

 52,38
Ab

 

Sb03g031690 Ev.7.2 Planta 13 0,83 44,26
Aa

 38,30
Aa

 

Sb03g006765 Ev.5.2 Planta 6 0,72 66,59
Aa

 77,87
Aa

 

Sb03g006765 Ev.6.1 Planta 18 0,74 72,58
Aa

 61,72
Ab

 

Sb03g006765 Ev. 7 Planta 15 0,96 166,28
Aa

 85,19
Ab

 

*Médias seguidas por letras maiúsculas iguais não diferem entre os eventos pelo teste 
de Dunnet a 5% e letras minúsculas iguais não diferem entre os tratamentos de baixo 
e alto P pelo teste de Tukey a 5%. 

 

  

Caracterização fenotípica de eventos transgênicos de tabaco Pstol1 

mostra aumento do sistema radicular e biomassa 

 

As plântulas de tabaco das gerações T3 e T4 homozigotas dos eventos 

superexpressando os genes OsPstol1, 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 diferença 

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 Pstol1 

quando 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 gerações T3 e T4 de 
cinco a dez semanas sob tratamento de baixo (A) e alto P (B) de eventos do controle 
(pMCG1005) e eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo.   

 

  

 

B 

A 



51 

Após 10 semanas, o comprimento radicular total sob baixo P (Tabela 7, 

Figura 4) foi significativamente maior nos eventos superexpressando os genes 

OsPstol1 e ZmPstol3.06 em relação aos outros eventos. Já em alto P (Tabela 

6, Figura 5) os eventos superexpressando os genes ZmPstol8.02 e 

Sb07g002840 tiveram maior comprimento radicular total. Houve diferença 

significativa entre tratamentos com comprimento radicular total superior nos 

eventos superexpressando os genes OsPstol1 e ZmPstol3.06 em baixo P e em 

alto P no evento superexpressando o gene Sb07g002840 (Tabela 7). Para área 

de superfície total e área de superfície de raízes finas (diâmetro > 0,5 mm) não 

houve diferença significativa entre eventos gerados (Tabela 7). 

A área de superfície de raízes superfinas (diâmetro entre 0 e 0,5 mm) foi 

significativamente maior nos eventos superexpressando os genes OsPstol1, 

ZmPstol3.06 e Sb03g006765 em condições de baixo P. Já em alto P, os 

eventos superexpressando os genes ZmPstol8.02 e Sb07g002840 mostraram 

área de superfície de raízes superfinas significativamente maior. Houve 

diferença significativa entre tratamentos com área de superfície de raízes 

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), área de superfície total (cm²), área de superfície de raízes superfinas (diâmetro 0 – 0,5 mm) (cm²) 
e área de superfície de raízes finas (diâmetro >0,5 mm) (cm²) de plantas de tabaco gerações T3 e T4 do controle (pMCG1005) e de eventos 
superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo após dez semanas sob tratamento de baixo e alto P em meio de cultura. 
 
 

Genes 
superexpressos 

Comprimento 
radicular 
total (cm)  

Comprimento 
radicular total 

(cm)  

Área de 
superfície 
total (cm²)  

Área de 
superfície 
total (cm²)  

Área de 
superfície 0-
0,5 mm (cm²)  

Área de 
superfície 0-
0,5 mm (cm²)  

Área de 
superfície 0,5-
4,5 mm (cm²)  

Área de 
superfície 0,5-
4,5 mm (cm²)  

  Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P* Baixo P* Alto P* 

pMCG1005 
(Controle) 9,28Cb 9,60Bb 1,42Bb 1,85Bb 0,45Db 0,48Bb 0,72Bb 1,07Bb 

OsPstol1  28,49ABa 17,88ABb 4,46Bb 3,16Bb 1,46ABb 1,01ABb 2,16Bb 1,47Bb 

ZmPstol8.05_1 21,07ABCb 20,63ABb 4,19Bb 3,50Bb 0,93ABCDb 0,98ABb 2,78Bb 2,00Bb 

ZmPstol3.06  31,09Aa 21,54ABb 5,20Bb 3,42Bb 1,61Aa 1,15ABb 2,99Bb 1,56Bb 

ZmPstol8.02  21,18ABCb 23,33Ab 3,72Bb 3,19Bb 1,06ABCDb 1,21Ab 1,99Bb 1,25Bb 

Sb07g002840  14,17Cb 29,77Aa 1,83Bb 4,28Bb 0,73CDb 1,50Aa 0,87Bb 2,08Bb 

Sb03g031690  16,48BCb 20,89ABb 3,17Bb 4,05Bb 0,84BCDb 0,96ABb 1,69Bb 2,22Bb 

Sb03g006765  21,79ABCb 17,80ABb 2,85Bb 3,32Bb 1,19ABCb 0,93ABb 1,38Bb 1,85Bb 

*Médias seguidas por letras maiúsculas iguais não diferem entre os eventos e letras minúsculas iguais não diferem entre os tratamentos de baixo e alto P 

pelo teste de Tukey a 5%.
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Figura 4 - Sistema radicular de plantas de tabaco homozigotas após dez semanas sob 
tratamento de baixo P de eventos do controle (pMCG1005) e eventos 
superexpressando os genes Pstol1 de arroz (OsPstol1), milho (ZmPstol8.05_1, 
ZmPstol3.06 e ZmPstol8.02) e sorgo (Sb07g002840, Sb03g031690 e Sb03g006765).  
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Figura 5 - Sistema radicular de plantas de tabaco homozigotas após dez semanas sob 
tratamento de alto P de eventos do controle (pMCG1005) e eventos superexpressando 
os genes Pstol1 de arroz (OsPstol1), 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 

botão floral em casa de vegetação, sendo que houve um intervalo de 60 dias 

entre a coleta em alto P e baixo P, devido à diferença de desenvolvimento das 

plantas. O peso seco da parte aérea dos eventos superexpressando os genes 

OsPstol1, ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sb03g006765 foi significativamente 

maior em baixo P. Para peso seco de raiz não houve diferença estatística entre 

os eventos Pstol1 e o controle quando as plantas foram crescidas na mesma 

condição (Tabela 8). Em condições de baixo P a parte aérea de plantas dos 

eventos superexpressando os genes OsPstol1 e Sb03g031690 apresentou 

crescimento superior aos outros eventos Pstol1 e ao controle (Figura 6).  

Os eventos superexpressando os genes OsPstol1, ZmPstol3.06 e 

Sb03g031690 apresentaram conteúdo de P da parte aérea significativamente 

maior em relação aos outros eventos Pstol1 e ao controle em baixo P. A altura 

de plantas dos eventos superexpressando os genes OsPstol1, ZmPstol3.06, 

Sb03g031690 e Sb03g006765 foi significativamente maior para os eventos 

Pstol1 do que para o controle em baixo P (Tabela 8). 

Já em alto P foram as plantas do evento superexpressando o gene 

OsPstol1 que apresentaram crescimento superior aos outros eventos Pstol1 e 

ao controle (Figura 7 ),  com o peso seco da parte aérea, o peso seco de raiz, o 

conteúdo de P da parte aérea e a altura de plantas do evento 

superexpressando o gene OsPstol1 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), conteúdo de P da 
parte aérea (g) e altura de plantas (cm) de plantas de tabaco gerações homozigotas 
do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, 
milho e sorgo após 146 dias sob tratamento de baixo P em casa de vegetação. 
 
 

Genes 
superexpressos 

Peso seco da 
parte aérea (g)  

Peso seco de 
raiz (g)  

Conteúdo de 
P da parte 
aérea (g)  

Altura de 
plantas (cm)  

pMCG1005 
(Controle) 4,27c 1,80b 2,37b 16,54c 

OsPstol1  14,02ab 2,10b 8,09a 40,42a 

ZmPstol8.05_1  8,85bc 1,742b 6,44ab 26,13bc 

ZmPstol3.06  12,23ab 2,08b 6,68a 32,94ab 

ZmPstol8.02  9,03bc 1,81b 5,29ab 24,88bc 

Sb07g002840  8,19bc 2,07b 5,57ab 23,25bc 

Sb03g031690  15,84a 1,63b 7,30a 44,85a 

Sb03g006765  11,34ab 2,95b 5,99ab 32,94ab 

*Médias seguidas por letras minúsculas iguais não 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), conteúdo de P da 
parte aérea (g) e altura de plantas (cm) de plantas de tabaco gerações homozigotas 
do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, 
milho e sorgo após 85 dias sob tratamento de alto P em casa de vegetação. 
 
 

Genes 
superexpressos 

Peso seco da 
parte aérea (g)  

Peso seco de 
raiz (g)  

Conteúdo de P 
da parte aérea 

(g)  

Altura de 
plantas (cm)  

pMCG1005 
(Controle) 4,06b 0,29b 4,16b 14,38b 

OsPstol1  12,42a 1,55a 14,28a 29,42a 

ZmPstol8.05_1  5,01bc 0,41b 4,76b 12,16b 

ZmPstol3.06  4,29bc 0,38b 5,53b 12,31b 

ZmPstol8.02  3,76bc 0,29b 4,12b 11,69b 

Sb07g002840  7,47bab 0,92ab 8,48ab 21,00ab 

Sb03g031690  7,04bc 0,83ab 8,78ab 14,00b 

Sb03g006765  2,76c 0,41b 3,33b 11,61b 

*Médias seguidas por letras minúsculas iguais não diferem entre os eventos para teste 
de Tukey a 5% de probabilidade. 
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Figura 6 - Plantas de tabaco homozigotas do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo 
após 146 dias sob tratamento de baixo P em casa de vegetação. A: pMCG1005 (controle), B: OsPstol1, C: ZmPstol8.05_1, D: ZmPstol3.06, E: 
ZmPstol8.02, F: Sb07g002840, G: Sb03g031690 e H :Sb03g006765. 



58 

 

Figura 7 -  Plantas de tabaco gerações homozigotas do controle (pMCG1005) e de eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho 
e sorgo após 85 dias sob tratamento de alto P em casa de vegetação. A: pMCG1005 (controle), B: OsPstol1, C: ZmPstol8.05_1, D: 
ZmPstol3.06, E:ZmPstol8.02, F: Sb07g002840, G: Sb03g031690 e H: Sb03g006765.
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Correlação entre as características de morfologia radicular, produtividade 

e expressão gênica  

 

Em condições de baixo P houve alta correlação entre todas as 

características de morfologia radicular, entre comprimento radicular total e 

conteúdo de P da parte aérea e peso seco da parte aérea com altura de 

plantas e conteúdo de P da parte aérea (Figura 8). Já em condições de alto P o 

comprimento radicular total foi correlacionado com área de superfície total e 

área de superfície com diâmetro de 0-0,5 mm, e área de superfície total com 

área de superfície com diâmetro de 0-0,5 mm e área de superfície com 

diâmetro de 0,5-4,5 mm. Todas as características de produtividade foram 

altamente correlacionadas entre si e com a expressão relativa (Figura 9). 
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Figura 8 - Correlação de Person com médias dos eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo para características de 
morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de plantas, conteúdo de P da parte aérea e expressão gênica relativa 
(RQ) em baixo P. 
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Figura 9 - Correlação de Person com médias dos eventos superexpressando os genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo para características de 
morfologia radicular, peso seco da parte aérea, peso seco de raiz, altura de plantas, conteúdo de P da parte aérea e expressão gênica relativa 
(RQ) em alto P. 
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DISCUSSÃO 

 

Os membros da família dos receptores quinases (Receptores-like 

kinases, RLKs/Pelle) podem ser divididos em proteínas quinases 

citoplasmáticas (RLCKs), que não apresentam domínio extracelular, e em 

proteínas receptoras quinases (RLKs), que são caracterizadas pela presença 

de domínio extracelular, domínio transmembrana e domínio quinase 

citoplasmático (Shiu & Bleecker 2001). A superfamília das RLKs/Pelle é uma 

das maiores famílias de proteínas em plantas e seus membros apresentam 

uma ampla diversidade de domínios, o que confere multifuncionalidade a esta 

família (De Smet et al. 2009; Lehti-Shin & Shiu 2012). Neste trabalho as dez 

proteínas preditas de tabaco com identidade entre 55% e 58% a OsPSTOL1 

ficaram em um  ramo separado das proteínas das gramíneas. Algumas 

proteínas de tabaco apresentaram além do domínio serina/treonina quinase e o 

sítio de ligação de ATP, diferentes combinações de domínios, como apenas o 

domínio transmembrana ou a presença deste domínio junto com o domínio C 

terminal de receptor quinase associado à parede (Figura 2), com 

características de RLCKs e RLKs, assim como as proteínas PSTOL1 de 

gramíneas.  

A proteína OsPSTOL1 é uma RLCK e as proteínas SbPSTOL1 são 

RLKs, que parecem ter um ancestral comum, sendo classificadas na subfamília 

das LRK10L-2 (Gamuyao et al. 2012; Maciel, 2018). A identidade da sequência 

dos aminoácidos das proteínas ZmPSTOL1 com OsPSTOL1 é de 55% a 70% 

(Azevedo et al. 2015). As proteínas  ZmPSTOL8.02 e ZmPSTOL8.05_1, 

localizadas no cromossomo 8, são classificadas como RLKs e apresentam um 

domínio transmembrana para a percepção de sinais e um domínio quinase 

intracelular (Shiu & Bleecker 2001; Vij et al. 2008). Já a proteína 

ZmPSTOL3.06, localizada no cromossomo 3, possui o domínio intracelular 

quinase, mas não tem o domínio transmembrana, assim como OsPSTOL1 

(Gamuyao et al. 2012), sendo classificada como RLCKs (Vij et al. 2008). As 

funções moleculares e fisiológicas das quinases LRK10L-2 (Leaf rust 10 

disease-resistance locus receptor-like kinase) ainda são pouco conhecidas. O 

gene TaLRK10 descrito como um marcador da resistência a ferrugem do trigo 

Puccinia recondita f. sp. tritici é uma LRK10L-2 (Feuillet et al. 1997) e seus 
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ortólogos em Arabidopsis são reguladores positivos da tolerância à seca 

mediada por ácido abscísico (Lim et al. 2014).  

A identidade da sequência dos aminoácidos das proteínas SbPSTOL1 

com OsPSTOL1 é de 55% a 73% e a predição dos domínios demonstra que 

todas as proteínas compartilham o domínio serina/treonina quinase (Hufnagel 

et al. 2014). O homólogo de sorgo com maior similaridade ao OsPstol1 é o 

Sb07g002840, que está localizado no cromossomo 7, enquanto os outros cinco 

estão localizados no cromossomo 3 (Hufnagel et al. 2014). Uma peculiaridade 

das proteínas PSTOL1 de sorgo é a presença de um peptídeo sinal que sugere 

uma via secretória, um domínio transmembrana e de interação com parede 

celular. O domínio de associação com parede celular do tipo WAK na região C-

terminal não são encontrados no OsPSTOL1 e nem no Sb07g002840, mas 

estão presentes nas demais proteínas PSTOL1 de sorgo. Já o domínio do tipo 

GUB_WAK é encontrado especificamente no Sb03g006765 e Sb03g031700 

(Hufnagel et al. 2014). O domínio extracelular das proteínas LRK10L-2 é 

caracterizado pela presença de domínios de associação à parede celular, 

denominados de cysteine-rich galacturonan_binding domain (Gub_Wak) e wall-

associated receptor kinase domain (Wak_assos). O domínio Gub_Wak foi 

caracterizado em proteínas da subfamília das WAKs pela ligação com pectinas 

nativas da matriz extracelular e pela ligação com oligogalacturonideos liberados 

a partir da ação dos DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns) (Kohorn 

2016).  

A menor identidade e a separação em diferentes ramos das proteínas 

Pstol1 de gramíneas e das Pstol1-like de tabaco reduz a possibilidade de 

ocorrer silenciamento gênico. Genes inseridos no genoma vegetal com alta 

homologia com gene endógeno levam ao aumento dos níveis de transcritos 

acima do limite crítico e induzem a degradação específica de transcritos 

homólogos (Vendruscolo 2003; Rajeevkumar et al. 2015). O processo de 

silenciamento gênico envolve a interação de sequências homólogas de DNA ou 

RNA, no qual o RNA participa do silenciamento pós-transcricional, onde ocorre 

a degradação de mRNAs homólogos no citoplasma e do silenciamento 

transcricional, que está relacionado com o bloqueio da transcrição por um RNA 

antisenso proveniente do próprio DNA, causando metilação da região 

promotora no núcleo (Vendruscolo 2003; Rajeevkumar et al. 2015). Além do 
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silenciamento do transgene podem ocorrer rearranjos ou deleções no T-DNA 

inserido, fazendo com que o transgene possa estar apenas parcialmente 

presente, ou presente, mas diferencialmente ou não expresso (Gelvin 2017; 

Jupe et al. 2018).  

Eventos transgênicos foram obtidos para todas as construções gênicas 

contendo genes Pstol1 de arroz, milho e sorgo, sendo que apenas para a 

construção com o gene Sb07g002840 foi obtido um único evento. Apesar 

disso, as plantas superexpressando o gene Sb07g002840 mostraram 

comprimento radicular total e área de superfície de raízes superfinas 

significativamente maiores que os outros eventos Pstol1 e controle sob alto P. 

Uma menor taxa de regeneração também foi observada em plantas de milho 

superexpressando o gene Sb07g002840 (Negri 2019). Este fenômeno não 

parece estar ligado à estrutura da proteína, uma vez que Sb07g002840 tem 

maior identidade com OsPstol1. No entanto, o efeito negativo parece estar 

ligado ao local de inserção ou ao nível de expressão. Neste estudo utilizamos o 

promotor constitutivo e de alta expressão ubiquitina. Apesar deste promotor ser 

preferencialmente usado em monocotiledôneas, há relatos de seu uso com 

sucesso em tabaco (Liu et al. 2004; Kanneganti & Gupta 2008;  

Hasthanasombut et al. 2009). Plantas superexpressando o fator de transcrição 

MORE ROOT (TaMOR) de trigo apresentaram maior sistema radicular e 

produção de grãos em arroz, no entanto o efeito de letalidade foi observado em 

alguns transformantes (Li et al. 2016). O promotor constitutivo e de alta 

expressão CaMV 35S foi usado na supexpressão do gene TaMOR-D em arroz. 

Uma possível explicação para a letalidade seja a alta expressão do transgene, 

portanto um promotor de baixa expressão pode ser uma alternativa viável para 

evitar este efeito negativo. Esse fenômeno também foi observado em outros 

genes responsivos à auxina em petunia (Petunia hybrida) e arroz (Tobena-

Santamaria et al. 2002; Yamamoto et al. 2007).  

A estimativa do número de cópias de linhagens transgênicas de tabaco 

por PCR em tempo real para o gene Bar mostrou a inserção de uma a cinco 

cópias do transgene. O número de cópias influencia os níveis de expressão e 

estabilidade dos genes exógenos e endógenos. Dessa maneira a inserção de 

uma cópia do transgene é desejável, pois eventos com cópia única são 

geneticamente estáveis, uma vez que normalmente seguem padrões de 
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segregação Mendeliana e, nestes, a possibilidade de silenciamento gênico é 

menor (Gadeleta et al. 2011; Collier et al. 2017). O teste de segregação 

mostrou que os eventos transgênicos Pstol1 apresentaram segregação 

Mendeliana 3:1, confirmando inserção de uma única cópia do transgene nestes 

eventos. Os transgenes são herdados sexualmente como uma característica 

dominante (Christou et al. 1989; Low et al. 2018) e com herança Mendeliana 

3:1 quando estão presentes em cópia única funcional no genoma hospedeiro 

(Parrott 2010; Tizaoui & Kchouk 2012). Linhagens transgênicas homozigotas 

foram obtidas para todos os eventos do controle e eventos dos genes Pstol1.  

Plantas homozigotas são importantes, uma vez que elas mantêm um alto grau 

de consistência para características determinadas por um gene em todas as 

gerações subsequentes, possuindo estabilidade de integração e de herança do 

transgene (Passricha et al. 2016).  

Houve superexpressão dos transgenes tanto em baixo quanto em alto 

P, com exceção dos eventos ZmPstol3.06, porém essa expressão foi variável, 

apesar do promotor da Ubiquitina que foi utilizado ser constitutivo. Expressão 

diferencial de um mesmo transgene em diferentes linhagens foi observada em 

trigo ao se superexpressar o gene POWDERY MILDEW RESISTANCE GENE 

(Pm3b) associado à resistência fungo Blumeria graminis f.sp. tritici  sob o 

promotor ubiquitina (Zeller et al. 2010). Essa variação na expressão pode estar 

relacionada ao efeito de posição da inserção do transgene e também com a 

interação com outros genes, como uma possível interrupção de genes nativos. 

O evento 5.1 superexpressando o gene OsPstol1  e o evento 4.1 

superexpressando o gene ZmPstol8.05_1  apresentaram, por exemplo, maior 

expressão sob alto P.  Já  os eventos superexpressando o gene ZmPstol8.02 

mostraram expressão relativa maior em baixo P, e 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 expressão 

relativa diferente do controle em condições de baixo e alto P com expressão 

relativa maior em baixo P (Tabela 6).  

 A expressão dos transgenes está mais relacionada com o local de 

integração do transgene no genoma vegetal do que ao número de cópias 

(Joyce et al. 2013). A integração do T-DNA de Agrobacterium ocorre 

preferencialmente em regiões promotoras de genes transcricionalmente ativos 
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(Bourras et al. 2015), em diferentes regiões do genoma e também de forma 

aleatória (Gelvin & Kim 2007). Em Arabidopsis, a distribuição da integração do 

T-DNA foi observada em regiões codificantes, regiões não codificantes, regiões 

intergênicas, sequência repetitivas, incluindo regiões de centrômero e telômero, 

grande rDNA e 5S rDNA repetidos (Gelvin & Kim 2007; Jupe et al. 2018).  

 Interessantemente, sob alto P foi observada uma correlação positiva 

significativa entre a expressão relativa e peso seco da parte aérea e raiz, 

conteúdo de P da parte aérea e altura de plantas, indicando que a expressão 

do transgene pode estar afetando diretamente características fenotípicas 

ligadas ao uso de P pelas plantas de tabaco. Cabe ressaltar que as plantas 

crescidas sob baixo P tiveram uma diferença de cerca de 60 dias no 

desenvolvimento, o que pode ter alterado as condições de expressão dos 

transgenes em casa de vegetação e influenciado as correlações.  

Eventos superexpressando os genes OsPstol1 e ZmPstol3.06 sob baixo 

P apresentaram maior comprimento radicular total, área de superfície de raízes 

superfinas, peso seco da parte aérea, conteúdo de P da parte aérea e altura de 

plantas, se mostrando eficientes sob condições de restrição de P. Além disso, 

sob alto P os eventos OsPstol1 tiveram maior  peso seco da parte aérea e raiz, 

conteúdo de P da parte aérea e altura de plantas. Quando o OsPstol1 foi 

superexpresso nas variedades IR64 e Nipponbare, representando duas 

variedades distintas de arroz irrigado moderno (indica e japonica, 

respectivamente), que naturalmente não possuem o gene, houve aumento da 

área de superfície radicular e da aquisição de P, o que levou a um aumento de 

rendimento de grãos de aproximadamente 30% em condição de baixa 

disponibilidade de P (Gamuyao et al. 2012).  Os nossos resultados indicaram 

que o gene OsPstol1 tem potencial uso tanto em gramíneas quanto em 

dicotiledôneas e em diferentes condições de P, tendo um papel no 

desenvolvimento precoce do sistema radicular. Já o gene ZmPstol3.06 

apresenta maior expressão na raiz do que na parte aérea e sob baixo P, além 

da contribuição dos alelos favoráveis ser do genótipo eficiente no uso de P (L3) 

(Azevedo et al. 2015). É interessante notar que o evento superexpressando o 

gene ZmPstol8.05_1 não mostrou diferenças fenotípicas, já o evento 

superexpressando o gene ZmPstol8.02 teve maior comprimento radicular total  

e área de superfície de raízes superfinas sob alto P. Apesar de terem maior 
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expressão na raiz, estes genes apresentam expressão tanto sob baixo quanto 

sob alto P e os alelos que contribuem para as características ligadas a 

eficiência no uso de P destes genes vem da linhagem ineficiente no uso de P 

(L22) (Azevedo et al. 2015). Apesar da expressão do gene ZmPstol3.06  não 

ter sido elevada, este gene de milho apresentou variações fenotípicas 

significativas. Cabe ressaltar ainda, que o gene ZmPstol3.06  não possui o 

domínio transmembrana, assim como OsPstol1 e ao contrário de 

ZmPstol8.05_1 e ZmPstol8.02 (Figura 2).   

O evento superexpressando o gene Sb03g031690 apresentou maior 

peso seco da parte aérea, conteúdo de P da parte aérea e altura de plantas 

sob baixo P. O gene Sb03g031690 está associado a SNPs para conteúdo de P 

e características de acúmulo de biomassa (Hufnagel et al. 2014). Já o evento 

superexpressando o gene Sb03g006765 teve valores superiores de área de 

superfície de raízes 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 área de superfície de raízes finas (diâmetro entre 1 e 2 mm) 

e produção de grãos em sorgo (Hufnagel et al. 2014; Bernardino et al. 2019).  

Além disso, há forte associação dos genes Sb03g006765 e Sb03g031690 com 

características de arquitetura radicular como bushiness (razão do número 

máximo de raízes dividido pelo número médio de raízes), centróide (posição 

vertical do centro de massa do sistema radicular inteiro), número médio de 

raízes e comprimento específico da raiz (Hufnagel et al. 2014). Sob alto P, o 

evento superexpressando o gene Sb07g002840 teve maior comprimento 

radicular total e área de superfície de raízes superfinas. O gene Sb07g002840 

está próximo de QTLs para produtividade de grãos e diâmetro radicular 

(Bernardino et al. 2019).  As proteínas Sb07g002840, Sb03g031690 e 

Sb03g006765 possuem um conjunto de domínios diferentes, o que pode estar 

influenciando os diferentes fenótipos dos transgenes. Sb07g002840 é a 

proteína com maior identidade ao OsPstol1, enquanto  que  Sb03g031690 e 

Sb03g006765 apresentam um domínio transmembrana, um domínio C terminal 

de receptor quinase associado à parede nas proteínas e além disso, 

Sb03g006765 apresenta domínio de ligação GUB_WAK. O domínio 

WAK_ASSOC na região C-terminal está relacionado à proteína de parede 

celular e pode funcionar como sensor, possivelmente percebendo as alterações 
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ambientais e alterando o conteúdo de pectina, estrutura e atividade biológica 

da parede celular (Kanneganti & Gupta 2008). Já foi mostrado que proteínas 

WAK-quinases são necessárias para o alargamento normal das células e, além 

disso, em cevada e em arroz genes com esse domínio afetam o crescimento 

radicular (Kanneganti & Gupta 2008, 2011; Kaur et al. 2013). Além disso, o 

domínio GUB-Wak, que também é um domínio de associação à parede celular 

(Kohorn, 2016), está presente em proteínas que participam da resposta imune 

a patógenos em milho e laranja doce (Hurni et al. 2015, Li et al. 2020). 

Proteínas RLKs percebem sinais externos e podem interagir com 

RLCKS, que por sua vez podem ativar, por exemplo, a cascata de sinalização 

de proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) e essa cascata de 

sinalização ativar genes envolvidos no crescimento nas plantas (Liang & Zhou 

2018). Proteínas quinases RLKs e RLCKs também fazem parte da cascata de 

sinalização de resposta a estresses abióticos. A proteína de arroz STRK1, uma 

RLCK, é fosforilada por uma RLK ainda não caracterizada que recebe um sinal 

extracelular referente aos estresses salino e oxidativo e fosforila a enzima 

catalase CatC responsável por catalisar a decomposição de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) em água e oxigênio. Os estresses salino e oxidativo induzem 

o acúmulo de H2O2 e uma vez que sua decomposição é catalisada por CatC 

ocorre tolerância a esses estresses mediada por STRK1 (Zhou et al. 2018). Já 

a proteína quinase MAPK6 está envolvida na reprogramação celular da raiz 

primária em resposta aos níveis contrastantes de P/Fe. Os mutantes mapk6 

apresentam uma exaustão exacerbada do meristema e consequentemente 

hipersensibilidade ao baixo P, sugerindo que o MAPK6 mantém a homeostase 

da auxina durante o crescimento determinado da raiz induzido pelo Fe -P / + Fe 

(López-Bucio et al. 2019). A quinase semelhante ao receptor ARABIDOPSIS 

CRINKLY4 (ACR4) foi identificada em uma análise de transcriptoma de células 

do periciclo durante o início da raiz lateral (De Smet et al. 2008). As linhagens 

superexpressando ACR4 apresentam maior densidade de raízes laterais 

emergentes, sendo fundamental para mediar a divisão celular no tecido 

radicular pluripotente durante a organogênese (De Smet et al. 2008). A função 

do ACR4 sugere que existe um mecanismo comum que regula o 

desenvolvimento do meristema apical radicular e lateral, fundamental para a 

captação de fósforo. Além disso, as quinases associadas à parede (WAKs) 
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estão envolvidas na conversa cruzada mediada por invertase entre o 

citoplasma e o exterior da raiz, levando a um aumento no tamanho das células 

das raízes e, portanto, alterações na morfologia das raízes (Wagner &  Kohorn 

2001). As WAKs mediam várias etapas intermediárias no processo de 

alongamento celular, incluindo aquelas controladas por expansinas (Wagner &  

Kohorn 2001). As WAKs têm sido implicadas em várias respostas das plantas a 

fatores bióticos e abióticos, 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 os genes Pstol1 possuem um papel 

mais geral no sistema radicular, alterando a morfologia radicular, com ganho na 

biomassa em condições de baixo e alto P. Além disso, os genes Pstol1 têm 

potencial uso não apenas em monocotiledôneas (Gamuyao et al., 2012; 

Hufnagel et al., 2014; Azevedo et al., 2015; Bernardino et al., 2019), mas 

também em dicotiledôneas, podendo contribuir para o melhoramento por meio 

da alteração da arquitetura radicular, maior aquisição de P e 

consequentemente maior produção de grãos. 
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4 CONCLUSÃO GERAL 

 

Foi estabelecida uma metodologia para a determinação do número de 

cópias por PCR em tempo real e pelo método 2-ΔΔCt para caracterização de 

plantas transgênicas de tabaco, sendo que o gene Axi1 apresentou cópia única 

no genoma do tabaco, sendo proveniente do doador materno N. sylvestris.  

Plantas transgênicas de tabaco superexpressando os genes OsPstol1, 

ZmPstol3.06 e Sb03g006765 apresentaram maior superfície radicular sob 

baixo P  e  ZmPstol8.02 e Sb07g002840 sob alto P. O conteúdo de P foi maior 

nos eventos superexpressando os genes OsPstol1,  

ZmPstol3.06 e Sb03g031690  sob baixo P e OsPstol1 sob alto P.  Já a 

biomassa e altura de plantas foi superior nos eventos superexpressando os 

genes OsPstol1, ZmPstol3.06, Sb03g031690 e Sb03g006765 sob baixo P e 

OsPstol1 sob alto P. A inserção em tabaco dos genes Pstol1 de arroz e seus 

homólogos de milho e sorgo  levaram ao aumento da superfície radicular e 

aquisição 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) 

 

4,3 g   MS sais ou 10 mL de cada uma das soluções estoques do  

   meio MS 

30 g   sacarose (3%) 

1 mL   B-5 vitaminas 

0,5 mL  NAA (estoque 1 mM) 

1 mL   BA (estoque 4mM) 

 

Ajustar o pH para 5.7 

 

8 g   ágar 

 

Autoclavar e esfriar a 55°C, posteriormente adicionar os antibióticos e agentes 

de seleção desejados e distribuir em placas de Petri. 

 

B5 vitaminas (100 mL) 

 

10g   myo-inositol 

1 g   tiamina-HCl 

0,1g   ácido nicotínico 

0,1g   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 soluções estoques do  

               meio MS 

15 g   sacarose 

1 mL   B-5 vitaminas 

 

Ajustar o pH para 5.6 

 

9g   ágar 

 

Autoclavar e esfriar a 55 °C, posteriormente adicionar os antibióticos e agentes 

de seleção desejados e distribuir em frascos. 

 

MS (1 Litro) 

 

4,3 g   MS sais ou 10 mL de cada uma das soluções estoques do  

               meio MS 

30 g   sacarose  

 

Ajustar o pH para 5.8 

 

9 g   ágar  

 

Autoclavar e esfriar a 55 °C, posteriormente adicionar MS, vitaminas,  

antibióticos e agentes de seleção e distribuir em placas de Petri ou frascos. 
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Solução 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.  

 

Química Concentração (g/litro de estoque) 

Estoque de nitrato: 
 

Nitrato de amônio, NH4NH3  165,0 

Nitrato de potássio, KNO3  190,0 

Estoque de sulfato: 
 

Sulfato de magnésio, MgSO4.7H2O    37,0 

Sulfato de manganês, MnSO4.H2O    1,69 

Sulfato de zinco, ZnSO4.7H2O    0,86 

Sulfato cúprico, CuSO4.5H2O    0,0025 

Estoque halogeneto: 
 

Cloreto de cálcio, CaCl2.2H2O    44,0 

Iodeto de potássio, KI    0,083 

Cloreto de cobalto, CoCl2.6H2O    0,0025 

Estoque de PBMo: 
 

Fosfato de potássio, KH2PO4    17,0 

Ácido bórico, H3BO4    0,620 

Molibidato de sódio, Na2MoO4.2H2O    0,025 

Estoque de NaFeEDTA: 
 

Sulfato de ferro, FeSO2.7H2O    2,784 

Ácido etilenodiamino tetra-acético 
 

Sal dissódio, Na2EDTA    3,724 

 

 

 

 


