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RESUMO

Coelho, Gracielle Teodora da Costa Pinto. Anilises do Promotor do Gene
Transportador de Fosfato de Arabidopsis thaliana - AtPT2 ~ em Plantas de
Milho Transgénicas. 2005. 112 p. Dissertagao (Mestre em Fisiologia Vegetal)
- Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. :

Fésforo é um dos macronutrientes requerido pelas plantas que se
encontra, frequentemente, em baixas concentragdes no solo (2 a 10 pm), sendo
um fator limitante para a produtividade agricola. Um dos mecanismos propostos
para contomar este tipo de estresse ¢ a manipulagio da expresséo de genes que
possibilitem o crescimento de plantas em ambientes com baixo teor de P no solo.
Virios genes responsivos ao estresse de Pi ja foram identificados, dentre eles o
transportador de fosfato 2 (AtPT2), isolado de Arabidopsis thaliana. Este gene
codifica para uma proteina de membrana que € expressa apenas em raizes em
deficiéncia fosforica. Um fragmento de 2,3Kb da regido 5° néio codante deste
gene foi capaz de direcionar a expressdo do gene repérter GUS em raizes de
arabidopsis e tabaco, em condigdes de baixo Pi. Neste estudo, objetivando
selecionar promotores, funcionais em milho, capazes de direcionar a expresséo
de diferentes proteinas em raizes sob o estresse de Pi, o promotor AtPT2 fundido
ao gene reporter GUS foi inserido no genoma de milho, através da
transformagdo via biobalistica. Analise das plantas de milho transgénicas
geradas mostraram que o promotor AtPT2 ¢ capaz de direcionar a expressio de
proteinas heterélogas sob o estresse de Pi, entretanto, a enzima B-glucuronidase
foi detectada ndo apenas em raizes, mas também, em menor concentracio, nas
folhas das plantas transgénicas. Estes resultados sugerem que os mecanismos
regulatérios relacionados com o estresse de Pi sio mais conservados entre as
diferentes plantas do que aqueles relacionados com a especificidade do orgdo
vegetal. :

Palavras-chave: promotor, transgénicos, estresse abiético, milho, gene
repOrter

Comité Orientador: Dr. Luciano Vilela Paiva, UFLA/ DQI (orientador); D
Andréa Almeida Cameiro (co-orientadora), Embrapa Milho e Sorgo.



ABSTRACT

Coelho, Gracielle Teodora da Costa Pinto. Analyses of the Gene Promoter of
Phosphate Transporter from Arabidopsis thaliana - AtPT2 — in Mayze
Transgenic Plants. 2005. 112 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) —
Federal University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

Phosphorus is one of the macronutrients required by plants that is found,
often, at low concentrations in the soil (2 to 10 pm), being a limiting factor to
the agricultural productivity. One of the mechanisms proposed to ameliorate this
type of stress is the manipulation of the expression of genes that enable plant
growth in a low P environment. Several genes that respond to the Pi stress have
been identified, among them the phosphate transporter 2 (AtPT2), isolated from
Arabidopsis thaliana. This gene encodes a transmembrane protein that is
expressed in roots under phosphate deficiency. A 2,3 Kb fragment of 5’
untranslated region from this gene were able to direct the expression of GUS
reporter gene to the arabidopsis and tobacco roots, in low Pi conditions. In this
study, aiming to select promoters, that function in maize, able to direct different
proteins expression to roots under Pi stress, the AtPT2 promoter fused to the
GUS reporter gene was integrated to the maize genome throughout the biolistic
transformation. Analyses of the transgenic maize plants generated show that the
AtPT2 promoter is able do direct the expression of heterologous protein under Pi
stress, however, the B-glucuronidase enzyme was detected not only in roots but
also, at lower concentration, in leaves of transgenic plants. These results suggest
that the regulatory mechanisms related to the Pi stress are more conserved
amongst plants than the ones related with the organ specificity.

Key-works: promoter, transgenic, abiotic stress, maize, reporter gene

Guidance Committee: Dr. Luciano Vilela Paiva, UFLA/ DQI (orientador);
Dr* Andréa Almeida Cameiro (co-orientadora), Embrapa Milho e Sorgo.



1 INTRODUCAO

No Brasil, solos acidos sdo freqiientes na regido que compreende o
Cerrado, area que cobre uma extensiio de 205 milhdes de hectares (ha), dos
quais 112 milhdes sdo aptos a agricultura. Os Cerrados respondem por 25% da
safra brasileira de milho, soja e arroz, entre outros gréos cultivados em uma area
de 12 milhdes de ha. A baixa fertilidade destes solos é um dos maiores
problemas para o desenvolvimento agricola e a produgéo de alimentos.

O milho é uma importante cultura nacional. Produzem-se, atualmente,
em nosso pais, cerca de 42.000 toneladas anuais (IBGE, 2005), sendo o Parani,
Minas Gerais e Sdo Paulo os trés maiores estados produtores. No mundo, o pais
ocupa a terceira colocagdo, perdendo apenas para os Estados Unidos e China
(Anuirio, 2004).

O grande desafio para a elevagdo do rendimento agricola e o aumento da
competitividade do mitho produzido no Brasil ¢ o ajuste de sistemas de
produciio, de forma a atender condigdes produtivas e de uso. Dentre esses
aspectos, podem ser citados produgdio de forragem para alimentagio bovina,
plantio direto, safrinha e produgdio de grios com maior resisténcia a pragas,
doengas € em condigdes de estresse mineral e ambiental (Lopes, 2005). Entre os
estresses minerais, ou deficiéncias nutricionais, observados no cultivo do milho,
as que mais se destacam sio a deficiéncia de fésforo e nitrogénio.

A aquisicio de fosforo é primordial para o crescimento e o
desenvolvimento da planta, desempenhando importante papel em fungdes
basicas, como a formagdo de acidos nucléicos, fosfolipidios (Raghothama, 1999),
metabolismo energético e regulagdo enzimética através de cascatas de
transducdo de sinais, entre outros (Rausch & Bucher, 2002). No entanto, o
fosfato inorganico (Pi) ¢ um dos nutrientes que raramente se apresenta, no solo

natural, em quantidades necessdrias requeridas pelas plantas (Abel et al., 2002),



além de se apresentar de forma menos disponivel em solos acidos, encontrado
freqiientemente em concentragdes similares 4 dos micronutrientes. Na sua forma
complexada, Pi nfio é liberado no solo e se encontra indisponivel para a planta
(Delhaize & Ryan, 1995; Kochian, 1995). Solos de regiGes tropicais e
subtropicais apresentam ligantes naturais ao Pi, o que indisponibiliza cerca de
80% do P adicionado 3 terra por meio da adubagdo, gerando um gasto quatro
vezes maior em adubos fosfatados para os produtores (Raghotama, 1999).

A produgio de variedades de plantas mais adaptadas a estes tipos de
solos, obtidas por melhoramento cldssico ou engenharia genética, pode ser uma
das solugdes para resolver os problemas de fertilidade de solos e, principalmente,
do Cerrado, diminuindo a adubagdo fosfatada e, por conseguinte, diminuindo
também os altos custos e os impactos ambientais gerados pelo seu residual.
Além disso, estima-se uma durabilidade de, no méximo, 90 anos para as fontes
de P utilizadas para a produgdo de suprimentos agricolas (Giisewell, 2004;
Lenton, 2001; Raghothama, 1999).

O enorme progresso alcangado pela biologia molecular e celular nos
filtimos anos permitiu o isolamento e a caracterizagdo de genes que codificam
para transportadores de fosfato, fosfatases e promotores especificos para
diferentes tecidos, que respondem ao estresse de Pi. Estes genes podem ser
utilizados para gerar cultivares transgénicas mais eficientes na absorgdo e
remobilizagio do fosforo presente em solos, deficientes em Pi, como por
exemplo, o Cerrado brasileiro (Fuente et al.,, 1997; Muchhal et al., 1996;
Raghothama, 1999). Muchhal et al. (1996) isolaram cDNA de A. thaliana em
inanicdo de fosfato, descrevendo os genes AtPT1 e AtPT2 como transportadores
de fosfato, sendo que a expressdo de AtPT2 foi detectada apenas em raizes.
Estes autores mostraram a similaridade destes genes que codificam para
proteinas transportadoras com outros transportadores de fosfato ja descritos em

Saccharomyces cerevisiae, Neurospora crassa e versiforme.



Buscando comprovar a especificidade de direcionamento de diferentes
genes & raiz e a ativagio em deficiéncia de Pi destes promotores, Karthikeyan et
al. (2002) transformaram A. thaliana, uma dicotiledénea, com trés diferentes
genes repérteres, GUS (B-glucoronidase), LUC (luciferase) e GPF (proteina
fluorescente verde), fundidos a ambos promotores AtPT1 e AtPT2, e
comprovaram a atividade tecido especifica do AtPT2 sob o estresse de Pi. Jd a
ativagio do AtPT! também observada sob estresse de Pi, ndo apresentou
especificidade apenas para raiz.

O promotor AtPT2 poderia ser utilizado para direcionar a expresséo de
genes relacionados a tolerdncia ao estresse de Pi, como por exemplo, acidos
orginicos e transportadores de Pi nas raizes de milho, reduzindo assim o custo
energético, em carbono, de plantas crescendo sob estresse fosforico. Estudos de
promotores tecidos especificos visando o melhoramento de plantas através de
técnicas de engenharia genética vém sendo desenvolvidos por vérios grupos de
pesquisas em todo o mundo (Liu & Ekramoddoullah, 2003, Schiilnmann et al.,
2004, Winicov et al., 2004), e resultados promissores tém sido alcangados.
Promotores tecidos especificos e / ou ativos apenas em situagdes de estresses,
que possam ser utilizados na geragdo de cultivares mais tolerantes, diminuindo
os gastos com producdo, e garantindo o uso sustentivel dos solos, tornam-se
cada vez mais importantes, uma vez que o seu uso evitaria gastos desnecessarios
de energia para a planta.

Neste estudo, foi analisada a capacidade do promotor do gene
transportador de fosfato AtPT2, isolado de 4. thaliana, de direcionar a expressdo
do gene repérter GUS, em raizes de plantas transgénicas de milho sob o estresse
de Pi. O objetivo geral deste trabalho foi encontrar um promotor raiz especifico,
ativado apenas em condigies de estresse de Pi, que possa ser usado para
direcionar a expressio de diferentes genes que conferem tolerdncia ao estresse

de Pi em milho. Para tanto, uma seqiiéncia de 2.300 pb da regidio 5’ ndo-codante



do gene AtPT2 foi isolada através de amplificagio por PCR e subclonada na
frente da regifio codante do gene repérter GUS (B-glucuronidase). Esta
construgdo génica foi transferida para plantas de milho pelo processo da
biobalistica.

O estudo deste promotor, em milho, mostra-se importante, uma vez que,
o AtPT2 foi caracterizado como tecido especifico, ativo em deficiéncia de Pi, em
um sistema heterélogo, 4. thaliana. Se atuar da mesma forma em milho o AtPT2,
podera ser utilizado no melhoramento genético do mitho, gerando cultivares

mais tolerantes as situagdes de solo do Cerrado brasileiro.
2 REFERENCIAL TEGRICO

2.1 A cultura do milho

Milho (Zea mays) é um dos cereais mais produzidos no mundo. O Brasil
¢é um dos maiores produtores, com cerca 41.900.000 toneladas do gréo, perdendo,
em nimero, apenas para a soja, que apresentou produgio de 49.521.531
toneladas na safra de 2004 (IBGE, 2005). Durante as iltimas décadas, a
produgdo anual de milho, em toneladas, foi semelhante & do arroz e do trigo
(O’Connor-Sanchez et al., 2002).

De acordo com Huang & Wei (2004), o milho é um cereal cuja cultura
vem crescendo extensamente no mundo. Hoje, trata-se da forragem mais
importante entre os cereais, tanto em paises industrializados como naqueles em
desenvolvimento. O milho ¢ o cereal que apresenta o maior niimero de produtos
industrializados. Sua utilizag3o na alimentagdo é bem diversificada devido ao
alto conteiido de amido (71,5%) e teores significativos de proteinas (10,3%),
lipideos (4,8%) e agticares (2,%). Caracteristicas, como sua facil digestibilidade,
riqueza em amido e baixo custo, tomam esta cuitivar amplamente empregada

como fonte de energia (Lopes, 2005)



Milhdes de pessoas em regides tropicais e subtropicais do mundo
dependem do milho para sua subsisténcia. Nestas dreas, ¢ fregiientemente baixa
a produtividade nas colheitas, devido a estresses bidticos e abiéticos, como seca,
toxicidade de aluminio e ou escassez de nutrientes (O’Connor-Sanchez et al.,,
2002).

A limitagdo da terra produtiva, os recursos de agua, os estresses
ambientais ¢ o grande crescimento da populagio ocasionam uma grande
demanda no aumento da producio de milho, bem como sua qualidade (Huang &
Wei, 2004), mesmo diante das limitagGes produtivas geradas pela acidez dos
solos. Kochian et al. (2004) afirmam que 20% da safra mundial de milho €
oriunda de solos que apresentam acidez, o que demonstra que o melhoramento
convencional j& avangou muito no aumento da produtividade e da tolerdncia a
estas caracteristicas dos solos. No entanto, o uso da biotecnologia podera
aumentar ainda mais esta produtividade.

2.2 Foésforo

O fosforo (P) é um macro nutriente essencial para o crescimento e o
desenvolvimento de todos os organismos. Ele esta eavolvido em fungdes basicas
como formagio de icidos nucléicos, fosfolipidios, metabolismo energético,
ativagio de metabolismo intermedidrio e regulagiio enzimética através das
cascatas de transdugdio de sinais (Abel et al., 2002; Rausch & Bucher, 2002;
Schiinmann et al., 2004). Podendo desta forma, ser considerado o maior fator
limitante para o desenvolvimento de plantas em ecossistemas naturais, de forma
que, para garantir a sobrevivéncia em solos com baixas concentragdes de P, as
plantas desenvolveram diversos mecanismos de adaptagio (Muchal, 1999;
Karthikeyan et al., 2002 e Hammond et al., 2004).

Estes mecanismos de adaptagio sio observados como modificagdes

morfolégicas, fisiologicas, bioquimicas e moleculares, tais como modificagSes



na anatomia da raiz, acimulo de pigmentos de antocianina, secregio de
fosfomonoesterases e dcidos organicos na rizosfera (Fan et al., 2003; Ligaba et
al., 2004; Lopez-Bucio et al., 2000; Rausch & Bucher, 2002). Os mecanismos de
adaptagiio podem ser uma resposta a modificagio do metabolismo de C (carbono)
na planta durante periodos de deficiéncia fosforica (Vance et al., 2003).

Estudos realizados com plantas de tabaco sob deficiéncia Pi
demonstraram alteragGes na produciio de compostos de carbono ¢ na demanda
de carbono assimilado, regulados pela fotossintese (Pieters et al., 2001). Plantas
sob deficiéncia de Pi apresentaram uma queda fotossintética de 25%, mesmo em
condi¢Ges de saturagdo interna de CO,. Estas mesmas plantas, sob condigdes de
deficiéncia de Pi, em situagio de luminosidade parcial, apresentaram um
aumento nas taxas de exportagdo de sacarose das folhas, o que ocasionou o
aumento de glicose-6-fosfato e gerou o aumento da sacarose fosfato sintase (SPS)
responsavel pela reciclagem do Pi, buscando manter a taxa fotossintética, jé que
se encontrava exposta a duas deficiéncias. Este efeito ndo foi observado em
plantas Pi-suficientes nas mesmas condigdes. Estes resultados mostram que a
baixa luminosidade em plantas sob estresse de Pi limita ainda mais a fotossintese
e, conseqiientemente, limita a produgdo de compostos de carbono essenciais ao
crescimento e ao desenvolvimento da planta. Diminui¢8o na taxa fotossintética
da planta gera queda de fotoassimilados.

Concomitantemente 2 baixa produtividade, estes dados mostram uma das
causas do fosfato ser considerado o nutriente de maior importincia para a
agricultura (Abel et al., 2002; Lopes-Bucio et al., 2000).

A disponibilidade de P em terras nativas raramente € adequada para
4timo crescimento e sua assimilagio, armazenamento e metabolismo sdo
processos altamente regulados que afetam diretamente o crescimento,
desenvolvimento e, conseqfientemente, a producéio da planta (Abel et al., 2002).



De acordo com Almeida (2002), depois do N (nitrogénio), o Pi (fésforo)
é o nutriente que mais limita a produtividade no Brasil, constituindo, em média,
0,2% do peso seco total das plantas. No entanto, nio se pode considerar o N sem
o Pi, pois este exerce uma grande influéncia no metabolismo do N. Gomes et al.
(2001) mostraram, em estudos realizados com alfafa, que a supressio de Pi
reduziu significativamente os teores de aminodcidos totais nas folhas e nas
raizes em todos os estadios do desenvolvimento. Estes resultados indicam que
houve alteragio no processo de fixagio do N; e que a glutamato sintase
dependente de NADH (NADH-GOGAT) foi extremamente sensivel & baixa
disponibilidade de Pi, sugerindo que a supressdo do Pi pode exercer controle na
atividade de enzimas relacionadas ao metabolismo do N durante os diferentes
estadios do desenvolvimento de alfafa.

Nio obstante, a deficiéncia Pi pode gerar diversos distirbios metabélicos
que levam i queda da produtividade e até & inviabilidade da cultura. Wasaki et al.
(2003a) enumeram estas mudancas metabélicas como (1) aceleragdo da provisio
de carbono para sintese de dcidos organicos por meio da glicdlise, (2) alteragSes
do metabolismo de lipidio, (3) remobilizagio de fosfolipidios da parede celular,
e (4) mudangas de expressdio de genes relacionados & resposta-para elementos
metalicos, como 0 Al, Fe e Zn. Como forma de protegéio em situagéio de estresse
causado por indisponibilidade de Pi, toxicidade por Al, baixa disponibilidade de
Fe e a exposiciio a metais pesados, em algumas plantas observa-se um aumento
notével na sintese e exsudagdo de varios acidos orgénicos através das raizes,
buscando garantir a assimilagdo do Pi (Delhaize et al., 1993; Delhaize & Ryan,
1995; Larsen et al., 1998; Ligaba et al., 2004; Neumann et al., 2000; Ryan et al.,
1997). Em solos acidos, o fosfato apresenta baixa disponibilidade por estéu'
complexado ao Al; o fosfato pode se tornar insolivel e, portanto, indisponivel
para as plantas, se precipitado também com o Fe e o Ca (Rausch & Bucher,
2002). Furtini Neto et al. (2001) descrevem a quelagem do Pi ao calcio em pH



superior a 7,0 e ao Al e Fe em pH proximo de 5,0 e concluem que o pH que
apresenta maior nimero de moléculas de Pi livres para a absorgdo radicular seria
mais proximo de 6,0.

O uso indiscriminado de fertilizantes & base de Pi buscando resolver
problemas de solos, como baixa fertilidade e baixa disponibilidade de Pi, vem
aumentando progressivamente desde 1960 (Vance et al., 2003). Se o aumento do
consumo de adubos fosfatados continuar acontecendo, prevé-se que as fontes se
esgotem até 2050 (Giisewell, 2004; Lenton, 2001; Raghotama, 1999; Vance et
al., 2003); o uso de adubo fosfatado tem causado danos incomensuraveis ao
meio ambiente e a lixiviagio destes fertilizantes gera eutrofizagio (Raghotama,
1999) e hipoxia (Vance et al., 2003), degradando os ecossistemas aquiticos.

2.3 Assimilagio e remobilizagao do fosforo

O fésforo é essencial para a reposigdo de partes chave de moléculas
como os acidos nucléicos, fosfolipides, ATP e compostos ativadores de outras
fungdes biolégicas. Sua deficiéncia pode influenciar em todo o metabolismo da
planta, levando a uma queda drdstica do seu crescimento ¢ a uma diminuigdo
exponencial de sua produgéo (Lopes-Bucio et al, 2000). Dessa forma, o
conhecimento exato do controle de formas de aquisigdo de fosfato pelas plantas
podera gerar colheitas com alto rendimento em regides de baixa disponibilidade
de fosfato e baixa aplicagiio de fertilizantes (Rausch & Bucher, 2002).

Proteinas seletivas de membrana sdo responsiveis pela entrada e
remobilizagiio de muitos nutrientes minerais e metabélitos oriundos do exterior e
de diversas partes da planta, como de tecidos e outros compartimentos celulares.
De acordo com Rausch & Bucher (2002), as plantas sdo capazes de acumular Pi
e outros nutrientes em suas células. O transporte destes nutrientes se da através
de proteinas especificas conhecidas como transportadores de membrana.



Diversos transportadores de membranas para fosfato sdo estudados,
atualmente, buscando otimizar a assimilagéio deste nutriente, € muito se discute
sobre a regulagio da transcrigio dos genes que codificam para estes
transportadores de fosfato em plantas. Muchhal & Raghothama (1999),
afirmaram que transportadores de fosfato sdo, geralmente, constituintes de
membrana plasmitica de células de raizes ativos pela inani¢o de fosfato. O
fosfato é adquirido pela planta por meio de mediagdo do sistema de contra-
transporte idnico na membrana plasmética através da H'/ATPases. A liberagdo
de prétons se dd em sua maioria através de uma bomba H'/ATPase localizada na
membrana plasmitica (Vance et al., 2003). Esta proteina de membrana utiliza
ATP para bombear prétons para o meio extracelular, criando pH ideal e
diferengas no potencial elétrico no plasmalema (Vance et al., 2002; 2003). Yan
et al. (2002) demonstraram aumento na atividade cétalit:ica da membrana
plasmitica pela H'/ATPase de raizes em deficiéncia fosférica, o que pode ser

responsével pelo aumento em extrusdo de H' (Figura 1).
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FIGURA 1: Adaptacdes bioquimicas que acontecem em raizes envolvendo extrusio de
prétons e carboxilatos na rizosfera através da plasmalema. Bomba de H+/ATPasc e canais
de dnio. Fonte: Adaptado de Vance et al. (2003)

A deficiéncia de Pi induz 2 exsudacio réipida de 4dcidos orgénicos (AO)
através da ativagio de proteinas de canal anionico seletivo em locais onde ocorre

a exsudagiio (Neumann et al., 1999; Uhde-Stone et al., 2003; Vance et al., 2002).



Lépes-Bucio et al (2000), demonstraram a exsudagdo de malato e citrato,
quando em excesso no citoplasma, para o meio extracelular por proteinas
carreadoras de membrana ou armazenamento destes dcidos orgénicos no vaciiolo.
Sas et al. (2001), demonstraram que o aumento da exsudagio de AO é causado
pela deficiéncia de Pi e esté associada a extrusdo de H'. Estes autores afirmaram,

ainda, que o percentual de exsudagio de AO acontece em ordem de 90% citrato

e 10% malato. Nesta situagdo acontece um aumento na formagfio de raizes antes

do inicio do declinio da planta causado pela deficiéncia fosférica. A liberagdo de

dcidos orgénicos permite a quelagem do AP, Fe** e Ca®" a0 dcido orgénico e o
conseqiiente deslocamento de Pi destas ligagSes ou precipitagio do Pi (Hinsinger,
2001; Jones, 1998; Ryan et al., 2001). O Pi também ¢ susceptivel & liberagéo dos

quelados através da hidrdlise efetuada por fosfatases (Vance et al., 2002).

Como resposta a deficiéncia na interface solo-raiz, trés sistemas de
resposta participam da translocagdo de fosfato nas plantas. Estes mecanismos
buscam aumentar os niveis de fosfato durante o periodo de privagdo: (i)
liberagdo fosfato no xilema nas raizes, (ii) carreadores de fosfato sdo ativos no
sistema vascular e, (iii) modificagfo no ciclo do pdlen, cita-se como exemplo a
senescéncia (Bucher et al., 2001). Outros mecanismos, como remobilizacio de
reservas de fosfato, estdo presentes em plantas. A presenga de fosfatases em
plantas ¢ marcante e elas destacam-se no metabolismo da planta com diversas
fungdes, como, por exemplo, fitases, responsiveis pela hidrélise do Pi do
inositol durante a germinagéio; fosfoglicolato-fosfatase, que catalisa a conversdo
do P-glicolato a glicolato; 3-fosfoglicerato (3-PGA)-fosfatase esta enzima
catalisa a hidrélise do 3-PGA, possivelmente oriundo de uma rota secundiria
como glicerato, a serina ou a glicolato; fosfoenolpiruvato-fosfatase, enzima que
compete com a piruvato-quinase pelo PEP-fofoenolpiruvato em condigdes de
estresse fosforico e fosfotirosil-proteina-fosfatase, enzima que incorpora, por

meio de sua proteina, o Pi ( Duff et al., 1994).
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Algumas fosfatases estdo inclnidas nas enzimas responsdveis pelo
metabolismo da glicose, como frutose-1,6-bifosfatase e sacarose-6-P fosfatase.
Segundo Raghothama (1999) e Uhde-Stone et al. (2003), durante a deficiéncia
de Pi, enzimas que nio requerem nucleotideos fosfatados ou Pi em seu substrato
sio ativadas. Estas enzimas sdo consideradas enzimas adaptativas da resposta
glicolitica em deficiéncia de Pi; sdo chamadas “bypass reaction” (via de
contorno de reagdes) e, funcionam como uma via de escape para economizar Pi,
evitando os passos da glicélise que requerem Pi e adenilato, permitindo o
metabolismo do carbono durante a Pi-deficiéncia (Figura 2).

FIGURA 2: Representagio esquemitica da glicélise. ESTs que induzem a expressio em rafzes
em estresse de Pi, comparadas com rafzes sem estresse de Pi, estdo representadas nas caixas
cinzas. Enzimas da via glicolftica que niio foram observadas nas anilises de microarrays estio
representadas nas caixas brancas e por setas de linhas pontilhadas. Enzimas ndo induzidas
representadas em caixa listrada. Adaptado de Uhde-Stone et al., 2003.

11



2.4 Promotores e regulagio génica

Expressido génica refere-se ao processo em que a informagdo codificada
por um determinado gene é decodificada em uma proteina. Este processo s6 é
possivel através da ativagio de promotores que definem quando, como e onde
um gene deve ser expresso. Define-se por promotor a seqiiéncia minima
necessiria para que a transcricio se inicie corretamente (Lewin, 2001). A
seqiiéncia promotora esté localizada na extremidade 5’ ndo-codante do sitio de
inicio da transcrigio (Rombauts et al., 2003), podendo esta variar de tamanho.

Mudge et al. (2003), em estudos de delegdo do promotor do gene Pht] de
A. thaliana sob inanigéio de Pi, observaram que 300pb da regifio 3’ nio-codante
sdo suficientes para direcionar a expressdo raiz especifica deste gene. No entanto,
estes autores descreveram um aumento no nivel de expressio quando este
promotor apresenta-se com 2000 pb. Estudos como este comprovam a existéncia
de motivos CAREs (elementos regulatérios cis-ativadores), regides de pequenas
seqiléncias conservadas, entre 5 a 20 nuclectideos, encontradas na regido
promotora, regulando a expressio deste gene. No entanto, elementos
regulatérios podem estar localizados tanto nas extremidades 5° ou 3°, em relagdo
i regifio codante do gene (Rombauts et al., 2003).

Mudge et al. (2003) descrevem introns que aumentam a expressao de
genes em deficiéncia de Pi e afirmam, ainda, que seqiléncias semelhantes a
destes introns estdo presentes no gene transportador de fosfato Phtl. Zhang et al.
(1994) também relatam introns que funcionam como elementos regulatérios,
como o primeiro intron de um gene que estd sendo expresso. Estes resultados
mostram que seqiléncias do proprio gene podem regular sua expresséo.

Um promotor pode ser dividido em duas partes, uma proximal e outra
distal ao sitio de inicio de transcrigio (Rombauts et al., 2003). A parte proximal

parece estar relacionada ao encaixe do complexo da RNA polimerase II e pelo
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controle da expressio em niveis basais de transcricdo (Lewin, 2001). Estas
seqiléncias basais constituem os elementos conhecidos como TATA Box,
reguladores mais comuns em promotores de genes de organismos eucari6ticos.
Associados a iniciagfio da transcrigdo, através da RNA polimerase II e
também & seqiiéncias TATA, os elementos-cis aumentam ou diminuem a
expressio génica (Figura 3) (Bassett et al., 2004). Hidalgo & Demple (1997)
mostraram a importincia de elementos-cis na regulagdo génica, na expressdo do
gene soxS em Escherichia coli. A presenga de elementos reguladores da
expressiio génica também foi detectada por Mudge et al. (2003) em estudo de
delegSes do promotor Phtl;2 de cevada. Liu & Ekramoddoullah (2003) afirmam
que a especificidade dos promotores estd relacionada ao tamanho da regidio
promotora. Estes dados podem ser comprovados através de experimentos de
delegtes nos promotores e mostram que a especificidade do promotor pode estar

relacionada a sua regido distal.
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FIGURA 3: Organizacio e regulagio de um gene eucaridtico tipico. (A) Caracteristicas de um
promotor minimo de uma RNA polimerase II eucaridtica tipica e proteinas que regulam a
expressio génica. A RNA polimerase IT estd situada na caixa TATA, em associa¢ao com os
fatores de transcri¢o gerais, cerca de 25 pb upstream do sitio de partida da transcrigdo. Duas
seqiiéncias regulatérias de agiio cis, que acentuam a atividade da RNA polimerase II, sdo a
caixa CAAT e a caixa GC, localizadas, a aproximadamente, 80 ¢ 100 pb em upstream do sitio
de partida da transcrigdo. As proteinas de DNA que se ligam a esses elementos estio
indicadas. (B) Regulagio de transcrigiio por seqiiéncias regulatérias distais e fatores de acdo
trans. Os fatores de acdo frans ligados As seqiiéncias regulatérias distais podem atuar
combinados para ativar, acentuar ou inibir a transcrigiio, por meio do contato fisico direto com
o complexo de iniciagiio da transcrigio. Fonte: Taiz & Zeiger, 2004.
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Os promotores podem ser diferenciados em (i) constitutivos, aqueles que
permitem a expressdo de genes de forma geral conforme a exigéncia do
metabolismo do organismo em relagdio a um produto final, por exemplo, uma
proteina, e (ii) especificos, que permitem a expressdo génica de forma espago-
temporal especificas (Lewin, 2001), favorecendo uma economia energética ao
organismo. A especificidade de um promotor estd diretamente relacionada a
presenca de motivos ou regides que sio responsdveis pela regulagio da
expressdo génica. Segundo Rombauts et al. (2003), partes distais do promotor
podem conter elementos regulatérios com agdo espago-temporal, definindo,
desta forma, a especificidade do promotor.

A transcrigdio de um gene ¢é regulada por seqiiéncias (elementos cis) no
promotor (elemento regulador ou elemento de resposta) ou no estimulador
(enhancer). Essas seqiiéncias regulatérias do promotor sfio reconhecidas por
proteinas especificas, conhecidas como fatores transcricionais, que sio
necessdrias para que a RNA polimerase inicie a transcrigdo. Segundo Rombauts
et al. (2003), fatores de transcri¢io ligam-se em regides regulatorias (CAREs) e
coordenam a iniciagdo da transcrigdio; este ponto de controle é de extrema
importincia para a regulagio da expressdo génica. Vance et al. (2003)
descrevem a modulagéo do gene PHO pela agéio dupla de fatores #rams e cis.
Neste caso, a indugdio da resposta a deficiéncia de Pi envolve a percepgio de
proteinas que catalisam a autofosforilag@io; o fator-frans modula a resposta de
ligacdio especifica ao elemento cis em promotores responsivos a deficiéncia de
Pi nos PHO-boxes.

Raghotama (1999), descreveu que, elementos ligantes a PHO-boxes
ocorrem somente em resposta a deficiéncia de Pi induzindo a expressdo de genes.
Um elemento cis identificado em promotores de genes responsivos a deficiéncia
de Pi foi 5’-CACGT(G/T) (Hammonde et al., 2004; Rhagutama, 1999).
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Shiinmann et al. (2004a), identificaram motivos potencialmente envolvidos na
expressdo de genes de raiz responsivos a deficiéncia de P, usando a comparagéo
entre seis seqiiéncias de genes Phtl presentes no GenBank [HvPhtl;l
(AF543197), HvPhtl;2 (AY187019), HvPhtl;4 (AY187024), HvPhtl;5
(AY187021), HvPht1;6 (AF543198), e HvPht1;7 (AY187022)]. A regido PI1BS
(GNATATNC) encontrada em A. thaliana (Rubio et al., 2001) foi identificada
por Schiinmann et al. (2004a) nos promotores HvPht1 de cevada responsivos &
deficiéncia de Pi, que apresentavam miltiplas copias deste motivo em HvPhtl;1,
HvPhtl1;2 e HvPhtl;7.

O controle da expressdo de uma proteina acontece em diferentes niveis
segundo Lewin (2001) e Taiz & Zeiger (2004): (i) impedindo ou possibilitando a
expressdo do gene (regulagdio relacionada ao promotor), (ii) definindo como um
transcrito primdrio de RNA é processado (splicing), (iii) selecionando quais
mRNAs serdio traduzidos, e (iv) ativando ou inativando seletivamente as
proteinas depois da sua sintese. Daish et al. (2003) demonstraram que regiGes
regulatorias do promotor sdo de grande importincia para o direcionamento
correto da expressio do gene. Partes da regido promotora podem funcionar como
enhancers e silenciadores (Liu & Ekramoddoullah, 2003), indicando que a
especificidade do promotor esta em suas regides regulatorias. Segundo Mudge et
al. (2003), a especificidade dos promotores estd relacionada com o nimero de
nucleotideos conservados entre promotores, na regido que antecede o inicio da
transcrigdo (upstream), indicando a presenca de emhamcers que auxiliam no

controle da transcrigdo.

2.4.1 Genes e promotores induzidos pela deficiéncia fosférica em raiz

Muitos estudos vém sendo desenvolvidos buscando encontrar genes e

promotores responsivos ao Pi, que possam ser utilizados para a obtencgéio de
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plantas melhoradas por meio da engenharia genética. Até o presente momento,
alguns genes e promotores responsivos ao Pi ja foram descritos: AtPT2 e AtPT1
de A. thaliana (Muchhal et al., 1996); familia PHO de Saccharomyces cerevisia
(Oshima et al., 1996); LePT1 ¢ LePT2 de tomate (Daram et al., 1998 e Liu et al.,
1998); Pht2;1 de A. thaliana (Daram et al., 1999); AtIPS] e At4 de 4. thaliana
(Martin et al., 2000); PHR! de A.thaliana ¢ PSR1 de Chlamydomonas
reinhardtii (Rubio et al., 2001); LaPtl e LaPt2 de Lupinus albus (Liu et al.,
2001); OsPI1de arroz (Wasaki et al., 2003b); Pth1;2 de 4. thaliana (Mudge et al.,
2003); TPS11 de tomate e Mtdde Medicago truncatula (citados em revisdo -
Hammond et al., 2004); LaPT1 Liu et al. (2005) e LaSAP]1 Miller et al. (2001)
de Lupinus albus,

Os genes AtPT1e AtPT2 codificam para proteinas transmembrana com
12 dominios, separados em dois grupos de seis, devido a presenca de regido
hidrofila. Estes genes sdo expressos sob deficiéncia fosforica, especificamente
em raiz, AtPT2, e preferencialmente em raiz, AtPT1. Karthikeyan et al. (2002),
transformaram Arabidopsis thaliana com os promotores AtPT2 e AtPTI,
direcionando a sintese dos genes reporteres luciferase (LUC), green fluoescente
protein (GFP) e B-glucuronidase (GUS). Estes autores observaram a atividade
do promotor AtPT2 em todo o sistema radicular somente quando a planta estava
em deficiéncia de fésforo. Ji o promotor AtPT1 direcionou a expressio dos
genes repérteres em toda a planta, tanto na presenca quanto na auséncia de
fosforo, no entanto a expressio do gene aumenta em indices mais baixos de
fosforo. Muchhal (1996), em trabalho com Arabidopsis thaliana transformadas
com AtPT2, descreve este gene como um promotor raiz especifico que € ativado
em condi¢des de inanicio de fosfato.

Em Saccharomyces cerevisia, Oshima et al. (1996) descreveram a
familia PHO relacionada ao controle da sintese de fosfatase, em situagio de

baixo Pi. De acordo com estes pesquisadores, pelo menos cinco genes desta
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familia estdo relacionados 4 sintese em sitvagiio de inanicio: PHO2, PH(M,
PH080, PHO81 ¢ PHO85. Os autores sugerem, ainda, a presenca de seqiiéncias
cis-regulatérias (Tabela 1) relacionadas a ativa¢do pela deficiéncia de Pi nos
promotores dos genes PHO2 (GCACGTGGG) e PHO4 (GCACGTTTT), que
podem estar presentes em diferentes promotores também relacionados a ativagao
de genes em situagio de baixa disponibilidade de Pi (Oshima et al., 1996,
Hammond et al., 2004).

Os genes LePT1 e LePT2 codificam para proteinas transmembrana de 12
dominios que sio expressas sob condigdes de deficiéncia fosférica (Daran et al.,
1998; Liu et al., 1998). Daran et al. {(1998) descrevem o funcionamento do
promotor LePT1 como transportador transmembrana de ions Pi, agindo como
bomba de Pi/H'ATPase. A expressio destes genes é observada no dpice de
raizes de plantas sob estresse. Entretanto, de acordo com Liu et al. (1998),
LePT] pode também ser observado em folhas sob estresse de nitrogénio,
potissio e ferro, apesar de direcionar uma forte expressdo em raizes sob estresse
fosférico, diferentemente do LePT2, que somente se expressa em raizes sob
estresse fosforico.

A expressdo do gene Pht2;1 foi observada em A. thaliana, em simagdo
de deficiéncia fosférica em raizes, por Daram et al. (1999). A expressdo do gene
Pht2;1 ndo estd restrita a rafzes, entretanto este promotor dirige uma forte
expressdo deste gene em raizes quando em estresse fosférico (Daram et al.,
1999). De acordo com os autores, a protefna codificada por este gene possui dois
boxes de 8 e 9 amino4cidos que sdo altamente conservados entre espécies de
bactérias, fungos, plantas e animais. Esta proteina é comumente expressa em
tecidos verdes, como folhas, mas, sob deficiéncia fosférica, observa-se um
aumento considerivel de sua incidéncia em raizes.

Rubio et al. (2001),induziram mutacio sementes de A. thaliana
transgémica, contendo a construgio AtIPS1::GUS, visando observar alteragdes
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na expressio do gene repérter. O promotor AtIPS] € responsivo a deficiéncia
fosforica (Martin et al., 2000). Mutantes alteradas em respostas & regulagdo a
deficiéncia de Pi, foram isolados, e o gene PHR1, que codifica para um fator de
transcriggio, foi clonado. Sua expressdo foi localizada no nicleo em condigdes de
suficiéncia de fésforo. Apesar disto, o gene PHR1 apresentou homologias com
outros genes relacionados a deficiéncia de Pi, como o PSR1 de Chlamydomonas
reinhardtii e os genes da familia PHO. PHR1 possui domains de ligacdo de
DNA da superfamilia MYB, o que sugere a formaglio de dimeros de proteina
ligantes a0 DNA. Em anilises do promotor AtIPSI, Rubio et al. (2001),
demonstram a presenga de seqiiéncias palindromicas de ligagio dos dimeros de
PHRI. Os autores concluiram que provavelmente, este gene agiria no final da
cascata de resposta a inanigdo de Pi.

Os genes LaPT1 e LaPT2 codificam para proteinas transmembrana
transcritas sob deficiéncia fosférica. Estes dois genes apresentam uma
homologia de 75% nas suas seqiiéncias e, codificam uma proteina de12 domains.
Em situagdo de forte estresse fosforico, observa-se a expressio de LaPT1 em
raizes apenas, no entanto, sob baixa deficiéncia sua expressdo ¢ também
observada em caules e folhas. J4 o LaPT2 que se mostrou fortemente expresso
em deficiéncia fosférica, foi também detectado em suprimento de fésforo e
apresentou nivel de expressio similar quando sob estresse de Al, Mn e N (Liu et
al., 2001).

Os genes LaPtl e LaPt2 de Lupinus albus sdo transportadores de
membrana, onde LaPT1 ¢ expresso somente em inanigio de fosfato. Apresentam
homologia a outros promotores, como LePT1 e LePT2 de tomate (Liu et al.,
1998), AtPT2 de Arabidopsis thaliana (Muchhal et al., 1996) e MtPT2 de
Medicago truncatula. A homologia na seqiiéncia com AtPT2 chega a 83,4%
(Liu et al., 2001). Estes dados indicam que promotores ativados em situagio de

deficiéncia fosférica possuem seqiiéncias responsivas similares a este estresse.
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Wasaki et al (2003b) buscando isolar genes ativos em condi¢des de
estresse de Pi descreveram o gene OsPlI(Oryza sativa Phosphate-limitation 1
inducible gene 1), constituido por 375pb sem a cauda poli-A. O transcrito foi
identificado imediatamente apés a inducfo da defici€éncia. Os autores também
mostraram haver pequenas ORFs (Open Reading Frames) conservadas entre
este gene € outros genes ativos em situagdo de deficiéncia Pi, como o TPSI1 de
tomate, Mtd de Medicago truncarula, AtIPS1 e At4 de A. thaliana (Martin et al.,
2000) (Figura 4). Estes mesmos genes foram citados por Hammond et al. (2004)
como ortologos, em revisdo de seqiiéncias regulat6rias de gemes ativos sob
deficiéncia de Pi. ‘

EE31223 8] ttesetes
aspr? 132 TARRCRAA ARG A S A A T ARATAA T R ARRT T LT I Tee 716
I RIS SR § Fvalteot -3 1 SO or 1.\ LAY (e bivt e LI ]
Mts LR of8-T p ot e - R v ot o Y WM ' i
Eid] EYATE TRl OO0 Sa e o SR i U B Ol SRR A T | 5
Atifs] 224 -LTTAXT OCTCIAGRAL T oo o DCTATE L W B CDEEGL VL T8 — 2T

FIGURA 4: Regides conservadas relacionadas a respostas a Pi - deficiéncia eatre as famflias de
genes. Asteriscos representam as bases coincidentes. Fonte: Wasaki et al. (2003b)

O promotor Pht1;2 induz expressio génica sob condigdes de deficiéncia
fosférica, nas células da epiderme da raiz, nas raizes jovens em formagdo (4pice)
e nos pélos radiculares (Mudge et al., 2002). Mudge et al. (2003), estudaram o
promotor de A. thaliana Phtl;2 (transportador de fosfato), direcionando a
expressdo do gene que codifica para a enzima fitase de Aspergillus niger e
constataram o seu potencial em direcionar a expressio de genes em deficiéncia
fosférica. De acordo com os resultados apresentados por estes pesquisadores,
esse promotor poderd ser usado para direcionar genes que possam melhorar a
captacio de P em plantas sob estresse.

Liu et al. (2005), transformaram plantas de alfafa com as construgbes
LaPT!1::GUS e LASAPI::GUS com o objetivo de analisar a expressio do gene
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repérter sob controle destes promotores. O promotor do gene transportador de
fosfato LaPT1 e o promotor do gene secretor da fosfatase dcida LaSAP1 de
Lupinus albus, foram descritos como ativos em deficiéncia fosférica por Liu et
al. (2001) e Miller et al. (2001). Liu et al. (2005), comprovaram a ativacio deste
promotor apenas sob deficiéncia fosforica em raizes de .alfafa, um sistema
heterélogo ao da leguminosa L. albus.

Tabela 1: Ocorréncia de elementos cis-regulatérios em promotores de genes
ativos em deficiéncia de Pi.

Elementos responsivos ao P Seqiiéncias

PHO-like C(G/T/A)CI/T/A)GTGG
TATA box like TATAAATA

TC element TCTCTCT

NIT 2-like AAATATCT

PHRI element GNATATNC

PHO element CACGT(G/C)

P responsive ATGCCAT
Helix-loop-helix CA(T/GYA/CO)TG

NIT 2 TATC(A/T)(A/T)

(Adaptado de Hammond et al., 2004)

2.4.2 Fatores de transcri¢do

Fatores de transcricio sdo pecas chave na expressdo dlc genes e, de
acordo com os dados apresentados por muitos autores, ndo aparecem apenas
ativando genes ou contolando seu nivel de expressdo. Esses fatores sio
responsivos a diferentes estresses e parecem ser conservados entre virias
espécies. Chen et al. (2002) descrevem 402 diferentes fatores de transcri¢io em
A. thaliana sob virias condi¢es de estresse. Dentre estes, 121 sdo constituintes
da familia MYB. Wu et al. (2003) afirmam que muitos genes expressos na
fotossintese e na assimilagio de nitrogénio sdo regulados por fatores de
transcrigdo.

Segundo Wu et al. (2003), mais de 100 genes entre fatores de transcricao

e proteinas sinalizadoras sido regulados durante a inani¢do de Pi. Hammond et al.
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(2003) descrevem dois elementos cis regulatérios comuns em promotores de

genes de A. thaliana expostas a deficiéncia fosférica por 4 horas, em analises de
microarray. Ainda neste trabalho, os pesquisadores descrevem a expressdo de
cinco fatores de transcrigio na regido 5° ndo codante, do tipo “zinc finger”
(Lewin, 2001), responsaveis por ativagio e acentuagdo da transcrigdo, apds as
plantas serem mantidas em 4 horas de inani¢do de P. Também descreveram a
presenca de fatores de transcricio na regido 3’ apds 100 horas de inanigdo.
Schindler et al. (1992) descrevem fatores de transcrigéo do tipo “zipper” como
reconhecedores de seqiiéncias ACGT presentes em muitos promotores; a classe
de fatores de transcrigiio bZIP destas proteinas e elementos G-Box assemelha-se
a proteinas de A. thaliana que reconhecem a seqiiéncia (CACGTG) em PHO,
uma familia génica responsiva ao Pi em microrganismos.

De acordo com Schiinmann et al. (2004), em estudos relacionados a
resposta do promotor HvPhtl;1 de cevada em arroz transgénico submetido a
baixos niveis de fosforo, promotores com seqiiéncias entre ¢ 856 ¢ 1.400
nucleotideos apresentam sua express3o maxima. Seqiiéncias entre —856 e -547
em relagio ao inicio da transcri¢io sdo necessérias para expressio em células
epidérmicas e a regido proximal ao start cédon de 0 a —194 sdo essenciais para a
expressdo nos dpices das raizes.

Em estudos realizados com genes repdrteres GFP, GUS e LUC fundidos
ao promotor AtPT2, Karthikeyan et al. (2002), demonstraram que elementos-cis
sio responsaveis pela ativacdo do promotor AtPT2 em situagdo de estresse
fosférico em Arabidopsis e tabaco.

Bassett et al. (2004), trabalhando como o promotor do gene inrpkl de
Ipomoea Nil e estudando as seqiiéncias regulatérias deste promotor, mostraram
que a freqiiéncia de expressio em raizes pode ser aumentada de 25% para 50% a
70% em plantas de acordo com o tamanho e quantidade de seqiiéncias
regulatérias associadas a0 TATA-Box.
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2.4.3 Genes de microrganismos que ativam promotores raiz-especificos

relacionados com a deficiéncia fosférica

Microrganismos simbiontes sdo de grande importéncia para as plantas e
vice-versa, podendo garantir o acesso a assimilados jé parcialmente
metabolizados e até proteinas sinalizadoras que gerem respostas a estresses
ambientais em troca de metabélitos que as plantas podem oferecer. Estas
“trocas” podem garantir a sobrevivéncia de ambas as espécies em algumas
situagdes. Buscando demonstrar como esta relagio de convivéncia € primordial
para muitas espécies, muitos pesquisadores vém estudando respostas
metabdlicas relacionadas a espécie simbionte.

Rausch et al. (2001), demonstraram que a simbiose pode, em alguns
casos, conferir & planta resisténcia & deficiéncia fosférica por meio da ativagéo
de promotores raiz especificos por proteinas produzidas pelo microrganismo.

Rausch & Bucher (2002), afirmaram que genes, como o StPT3, descrito
por Rausch et al. (2001) como transportador de fosfato de batata, apresentam
caracteristicas moleculares e bioquimicas de indugio por micorrizas em
simbiose com a planta, j& que existe homologia entre o promotor deste gene e
aqueles de genes da familia Pht]l (de plantas) e da familia PHO (de fungos).
Todos estes genes estiio relacionados & aquisi¢do de fosfato. Hibridagdo in situ
demonstraram um aumento na atividade do gene StPT3 quando a planta em
situagdo de deficiéncia fosférica estava colonizada por G.intraradices.

Liu et al. (2005) demonstraram que os promotores de Lupin white LaPT1
e LaSAPI dirigiram a atividade diferencial de GUS em nddulos de simbiose
com fixadores de nitrogénio em plantas transgénicas. Em condi¢des de baixo Pi,
o promotor LaSAP1 direcionou a expressdo do GUS, principalmente na zona de

fixagdo de nitrogénio, mostrando menos atividade de GUS na zona de infec¢do.
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Em nédulos de plantas transformadas com promotor LaPT1, observou-se uma
atividade preferencial em tecidos vasculares. A indugdo de atividade do
promotor por deficiéncia de Pi por fixadores de N relaciona-se com a expressio
de genes de assimilagiio de N em nédulos (Liu et al., 2005).

Genes de microrganismos vém sendo usados para aumentar a toleriincia
a deficiéncia ao fosforo. De acordo com Richardson et al. (2001), o gene PhyA
de Aspergillus niger sob o comando do promotor viral constitutivo CaMV35S
foi utilizado para transformag&o de 4. thaliana. Plantas transgénicas codificando
a enzima fitase apresentaram um aumento na absorgdio de fosforo através da
degradagdo do fitato em Pi. Estes resultados também foram observados por
George et al. (2005) utilizando o mesmo cassete em tabaco.

Analise do promotor PHO, que regula genes ativos em deficiéncia de P
em Saccharomyces cerevisiae, revelou dois consensos elementos cis-reguladores,
GCACGTGGG e GCACGTTTT, para PHO2 ¢ PHO4, que controlam a
expressio de genes relacionados com a deficiéncia de P (Oshima et al., 1996).
Elementos cis-reguladores, semelhantes, para levedura PHO4, foram
identificados em dois genes de plantas responsivos a deficiéncia de Pi, TPSI1 de
tomate ¢ Mt4 de Medicago truncatula (Hammond et al., 2004).

Estudos detalhados de mecanismos regulatorios da expressdo de genes,
na interacfo plantas e microrganismos, podem revelar como ocorrem estas
sinalizagdes intracelulares e como estas informagdes sdo recebidas e processadas,

no controle 4 resposta em baixa disponibilidade de Pi.

2.5 Métodos para introdugio de genes em plantas

Melhoristas de plantas dependem de variabilidade genética existente na
natureza como matéria-prima para o desenvolvimento de cultivares melhoradas.

O melhoramento tradicional conta apenas com caracteristicas presentes na
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espécie que podem ser manipuladas e transferidas sem atravessar as barreiras
bioldgicas que definem as espécies. Desta forma, os melhoristas ficam restritos a
manipulagdes no cruzamento de individuos para a obtengdo do caracter desejado.
Melhoria genética de colheitas foi alcangada tradicionalmente por hibridagio
sexual entre espécies em numerosas cultivares com rendimentos altos e
desempenho agrondmico superior. Obtengio de plantas via melhoramento
convencional, is vezes combinada com técnicas de citogenética classica,
continua sendo o método principal de melhoria de cultivares de cereal (Repellin
etal., 2001). )

O advento da tecnologia de DNA recombinante e a possibilidade de
transformar plantas permitem o acesso a um novo e variado "pool” de genes e
possibilitam a transferéncia de genes além dos limites permitidos pelo
melhoramento tradicional, segundo Repellin et al. (2001). Devido a esta nova
tecnologia, foram superadas barreiras no cruzamento e, genes de fontes sem
conexdes ficaram disponiveis para ser introduzidos assexuadamente em plantas.

Além de permitir incorporagdio de genes de interesse provenientes de
outra espécie vegetal, microbiana ou animal, € possivel manipular in vitro os
genes proprios da espécie para, por exemplo, alterar seu nivel de expressio, o
momento de ativagdo ou modificar a expressdo tecido-especifica com uma
finalidade determinada (Batty & Evans, 1992; Christou, 1995; Ishida et al., 1996;
Offringa et al., 1992; Wang et al., 1995).

A primeira espécie a expressar genes manipulados foi o tabaco (Nicotina
tabaco), cujas plantas foram transformadas utilizando vetores de Agrobacterium
tumefaciens (Marton et al,, 1979; Rogers et al., 1986). A transformagdo foi
confirmada pela presencga de seqiléncias de DNA exdgenas nos transformantes
primarios e sua progénie, e por um fendtipo de resisténcia ao antibidtico
canamicina conferido por um gene quimérico de neomicina fosfotransferase.

Estes primeiros experimentos de transforma¢io utilizavam com freqiiéncia
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protoplastos como células receptoras. O desenvolvimento posterior de métodos
de transformagfio baseados em explantes regeneraveis como folhas, meristemas
e raizes contribuiu significativamente para a transformag#o facil e rotineira de
muitas espécies de dicotiledoneas (Bytebier et al., 1987; Deroles et al., 1988;
Graves et al., 1987).

Como as monocotiledéneas sempre se mostraram bastante recalcitrantes
a transformagdio por este sistema varios métodos de transformagdo com DNA
livre, como a microinjegéio, eletroporagio e biobalistica (transformagdo via
gene-gun), foram desenvolvidos (Batty & Evans, 1992; Christou, 1995; Offringa
et al., 1992; Wang et al., 1995).

2.6 Transferéncia de genes usando biolistica

Em uma tentativa de solucionar alguns dos problemas relacionados com
transformagdes de plantas usando Agrobacterium tumefaciens, especialmente as
limitagdes relacionados com hospedeiro especifico, foi desenvolvida a
transformagaio usando biobalistica (Klein et al., 1987). A biobalistica é baseada
na transformagiio de células usando microparticulas de tungsténio ou ouro
revestidas com o DNA de interesse. Usando equipamentos especiais
denominados “particle gum”, as microparticulas sio atiradas e penetram a parede
celular e as membranas sem matar as células (Klein et al,, 1987). Em geral o
tecido que é bombardeado pode ser regenerado e plantas transgénicas sdo
produzidas. Numerosos trabalhos de pesquisa tém sido publicados demonstrando
a viabilidade da técnica de biobalistica para a transformagdo de plantas
monocotiledéneas e dicotiledoneas.

Gordon-Kamm et al. (1990) e Fromm et al. (1990) foram os dois grupos
precursores da produgio de plantas transgénicas de milho utilizando biobalistica.
Estes pesquisadores obtiveram plantas férteis de milho transformadas e
demonstraram a possibilidade de se transferir os genes introduzidos para a
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progénie. A estratégia descrita por Gordon-Kamm et al. (1990) envolveu trés
componentes principais: a) culturas de calos embriogénicos em suspensdo; b)
introdugdio de DNA via bombardeamento com particulas metélicas cobertas com
DNA; e c) um sistema de selegio baseado em marcadores dominantes. A cultura
de células em suspensdo foi iniciada de calos embriogénicos fridveis do tipo II
(Armstrong & Green, 1995) e o bombardeamento com microprojéteis foi
calibrado de maneira a introduzir particulas com dano minimo em um grande
numero de células (Gordom-Kamm et al., 1990).

Casas et al. (1993) publicou um protocolo de regeneragio e
transformagfio de Sorghum bicolor usando biobalistica. Entretanto, apenas 0.3%
dos embrides usados produziram calos que eram embriogénicos.

Trigo transgénico foi produzido por Loeb & Reynolds (1994) a partir de
micrésporos bombardeados com construgdes génicas contendo um dos seguintes
promotores, 35S, ubiquitina do milho ou Zm 13 (pélen especifico), e o gene
repérter GUS. O promotor da ubiquitina foi o que rendeu melhores resultados;
21 dias apés o bombardeamento dos micrésporos atividade do GUS foi
detectada em embrides em desenvolvimento. O processo de transformacgdo
usando biobalistica ndo afetou a germinagio dos microsporos de trigo (Loeb &
Reynolds, 1994).

Trigo transgénico também foi gerado apds o bombardeamento de
embriGes com particulas de ouro revestidas com a construgdo génica composta
do promotor da actin-1 e do gene repérter GUS. Doze plantas de trigo
transgénicas foram produzidas a partir de 1050 embriGes bombardeados. Quatro
destas plantas foram crescidas em casa de vegetagio até a maturidade e
produziram sementes férteis (Becker et al., 1994).

Cereal transgénico (fritordeum) foi também obtida por Barcelo et al.
(1994) usando a técnica da biobalistica. Inflorescéncias imaturas de Tritordeum
foram bombardeadas com a construgdo génica contendo o gene repérter GUS
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sobre o controle do promotor da actinl-D de arroz (pActl-Dgus). As plantas
recuperadas foram positivas em andlises de Southern blot e em anilises
histoquimicas para a detecgdo do GUS. Plantas transgénicas foram colocadas em
casas de vegetagiio e cresceram até a maturidade normalmente produzindo flores
e sementes.

Embrides de aveia bombardeados com particulas de ouro revestidas com
o gene reporter GUS sobre o controle do promotor Adhl de milho, germinaram
normalmente e produziram quatro plantas transgénicas a partir de 90 plantas
analisadas (Ritala et al., 1994).

Buscando otimizar sistemas de transformagdo via biobalistica atualmente
muitos pesquisadores vém descrevendo diferentes protocolos. Um novo sistema
para a produgio de milho transgénico de genétipos tropical e subtropical, a partir
do bombardeamento de calos organogénicos, foi desenvolvido por O’Connor-
Sanchez et al. (2002). Estes pesquisadores conseguiram transformar e regenerar
seis genétipos diferentes de milho tropical.

Tadesse et al. (2003) trabalharam com otimizagdo de protocolos de
transformag@o via biobalistica em sorgo (Sorghum bicolor), testando parametros
fisicos incluindo pressio de aceleragdo das particulas e distdncia das
microparticulas dos explantes, neste trabalho os pesquisadores transformaram
embrides, calos e brotos de sorgo.

Branddo et al. (2005) desenvolveram um protocolo de regeneragéo
embriogénica de Sorghum bicolor a partir de inflorescéncia imatura altamente
eficiente. Utilizando este protocolo, o grupo conseguiu transformar este cereal
através da biobalistica com uma eficiéncia em torno de 1%.

A biobalistica tem se mostrado um método promissor para a introduc&o
de novas e desejaveis caracteristicas em cereais. Varios protocolos de
regeneragio e transformagdo de cereais usando a técnica da biobalistica estio
sendo publicados. Atualmente, esta técnica tem sido, rotineiramente, utilizada

28



na produgio de milho transgénico pelo Nicleo de Biologia Aplicada da
Embrapa Milho e Sorgo (Cameiro et al., 2003; Carneiro et al., 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparagio do explante e cultura de tecidos

Embrides imaturos, entre 1,0 — 1,5 mm de comprimento (8 a 16 dias
apés polinizagio, foram colhidos de plantas produzidas nos campos
experimentais da Embrapa Milho e Sorgo). As sementes utilizadas nestes
experimentos foram da linhagem temperada A188, com uma alta capacidade
regenerativa em cultura de tecido. Espigas foram esterilizadas utilizando 50%
agua sanitiria comercial e 0,01% Tween 20, durante 40 minutos e entdo
enxaguadas 3 vezes com agua destilada estéril. Embrides imaturos foram
isolados e cultivados com o eixo embrionério em contato com o meio de cultivo
(Figura 5). Estes embrides foram usados para iniciar culturas de calos
embriogénicos.

Embrides imaturos da linhagem A188 foram cultivados em meio de
indugo de calos — CI [N6 sais e N6 vitaminas (Chu et al., 1975), 100 mg L!
mio-inositol, 2,87 g L prolina, 160 mg L" caseina hidrolizada, 30 g L
sacarose, 2,5 g L' phytagel, 1,7 mg L nitrato de prata, 2 mg L 2,4-D). O pH
foi ajustado para 5,8 com hidréxido de sédio 1N, antes do meio ser autoclavado.
Nitrato de prata (nitrato de prata, 2 mg L"), esterilizado por filtragdo, foi
adicionado apés autoclavagem. Estes calos foram iniciados um més antes do

bombardeamento, com intervalos de 10 dias de subcultivo.
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FIGURA 5: Plaqueamento de Embrides Imaturos em Meio de Cultivo. (A) As extremidades de
uma espiga de milho, coletada aproximadamente 2 semanas apds a polinizagdo, sdo cortadas;
(B) Uma pinga é inserida na extremidade posterior da espiga pa a facilitar o manejo; (C) A
espiga é despalhada; (D) Etanol ¢ utilizada para um enxagiie inicial; (E) Espigas siio imersas
em solugio de hipoclorito de sédio comercial 50%, sob agitagio constante; (F) A superficie da
espiga € cortada com o auxilio de um bisturi, expondo o endosperma, ¢ os embrides imaturos
sio coletados, em ambiente estéril, e plaqueados em meio de cultivo.

3.2 Construcdes génicas

Para a produc@io de milho transgénico via biobalistica utilizou-se uma
seqiiéncia de 2300 bp da regido 5’ ndo codante do gene AtPT2, isolada do gene
transportador de fosfato de Arabdopsis thaliana através de amplificacdo por
PCR. Esta regido foi utilizada para direcionar a expressido do gene repérter GUS,
presente no plasmideo pGPTVbar. Esta construgdo génica foi cedida pelo Dr.
Raghotama da Universidade de Purdue (Figura 6). Os DNAs plasmidiais usados
nos experimentos de bombardeamento foram purificados por gradiente de

cloreto de césio como descrito por Sambrook et al. (1989).
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FIGURA 6: Construgdo Génica AtPT2.GUS, no plasmidio pGPTV. AIPT2: promotor
isolado de A. thaliana sob estresse de Pi; GUS: gene reporter B-glucuronidase; NOS:
terminador; pGPTV: vetor; CaMV35S: promotor constitutivo viral; bar: gene que confere
resisténcia ao herbicida Finale; Hindlll, Sall, Xbal, Sacl, Sall, Eglll, Notl, Sstl: sitios de

enzima de restrigfio.

3.3 Bombardeamento de Particulas

Calos embriogénicos foram bombardeados com microparticulas de
tungsténio usando um canhdo génico acelerado pelo gas hélio (Figura 7a e 7b).

————————— Bombade
gés hélia

———————— (amorude

contengdo de gs

Propulso de
96s hilio

Mocrocarmeado
Microparticulas

FIGURA 7a — Transferéncia direla de gences através do processo de biobalistica
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promotor AtPT2 -Arabidopsis thaliana Transportador de Fosfato 2 (Muchhal et
al.,, 1996), foi precipitado sobre 50ul da solugfio estoque de tungsténio. As
particulas de tungsténio cobertas com DNA foram cuidadosamente lavadas e
ressuspendidas em 60p1 de etanol 100%. Seis microlitros foram depositadoé no
centro dos macrocarreadores, discos (24mm) de membranas Kapton (Du Pont).
Estas membranas foram usadas no bombardeamento de calos embriogénicos de
milho utilizando 1100 psi de pressdio de gis hélio, 1,6pg/tiro de DNA plasmidial
e os explantes foram posicionadas & 6cm da plataforma de langamento das
microparticulas. Foram mantidos constante a distincia entre a cAmara de gés de
alta pressiio e a membrana carreadora contendo as microparticulas cobertas com
DNA (8mm), di'stﬁncia entre a membrana carreadora ¢ a tela de retenggo (12mm)
e a pressiio de vacuo (27mm Hg).

Antes do bombardeamento, os explantes foram colocados em meio
osmético com 12% sacarose (meio CI + 120 gL’ sacarose) durante
aproximadamente trés horas. |

" Bombardeamentos foram realizados em placas de Petri 60 x 15mm
(Falcon 1007) contendo 30 calos embriogénicos de aproximadamente 3mm de
difmetro cada, arranjados dentro de um circulo de 35mm de dimetro. Uma tela
(100 mesh) de protegiio foi colocada logo acima das placas com os explantes na

hora do bombardeamento.

3.4 Sele¢io dos explantes bombardeados e regeneragéo de plantas

A selegio de plantas transgénicas foi iniciada 15 dias apés
bombardeamento quando os calos de milho foram transferidos para meio SM
suplementado com glufosinato de amdnia, o composto ativo do herbicida
Finale® (AgrEvo). Calos foram subcultivados a cada duas semanas em meio SM
[N6 sais; N6 vitaminas (Chu et al., 1975), 2 mg L 2,4-D, 100 mg L mio-
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inositol, 30 g L sacarose, 2,5 g L' phytagel], suplementado com dosagens
crescentes de glufosinato de aménia (3 € 9 mg L.

Calos que desenvolveram em meio seletivo foram transferidos para o
meio RM [MS sais e vitaminas (Murashige & Skoog, 1962), 60 g L sacarose,
100 mg L™ mio-inositol, 0,2 mg L™ ANA, 3 g L phytagel, pH 5.8], acrescido
de 6 mg L™ glufosinato de aménia. Para regeneragdo, calos embriogénicos foram
transferidos para meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 3
mg L™ glufosinato de aménia e cultivados 2 26°C em luz (16 horas). Plantas com
aproximadamente S5cm de altura foram transferidas para solo em casa de

vegetagiio, onde completaram seu ciclo reprodutivo (Figura 8).

FIGURA 8: Formagiio de Calos Embriogénicos ¢ Regeneragio de Plantas de Milho em Cultura de
Tecido. (A) Grio do Milho; (B) Embrido imaturo de milho com 2 mm; (C ) Embrides imaturos
ap6s 3 semanas em meio de cultura CI; (D) Calos bombardeados crescendo em meio com agente
seletivo fosfinotricina; (E) Germinagio de embrides transgénicos; (F) Regeneragiio de plantas em
frascos Magentas. Barra: 1 mm



3.5 Andlises de plantas transgénicas

3.5.1 - Isolamento do DNA gen6mico

DNA gen6mico foi isolado de 38 plantas transformadas usando o
método de Saghai Maroof et al. (1984). Trés gramas de tecido fresco, foram
macerados em N, liquido em seguida foram adicionados 10 mL tampdo CTAB
(20 ml Tris-HC1 1M pH 7.5, 28 ml NaCl 5M, 4 ml EDTA 0.5M pH 80,2 g
CTAB, completar o volume para 100 mL com dgua destilada, antes de usar
adicionar 2% B-mercaptoetanol). A reagfo foi incubada a 65°C por 90 minutos e,
homogeneizada a cada 15 minutos. Em seguida foram adicionados 5Sml de
cloroférmio/octanol  (24:1), misturou se gentilmente por 10minutos e,
centrifugou-se a 10.000 rpm, por 10 minutos removendo o sobrenadante. Para
eliminagdo total do fenol, esta etapa foi repetida duas vezes. Para precipitagéio do
DNA adicionou-se 6 mL de isopropanol a temperatura de -20° C, e o
precif)itado (DNA) foi coletado com anzol de vidro. DNA foi transferido para
3mL de TE pH 8.0 (10 mM Tris pH 8.0, 1 mM EDTA pH 8.0).

Para quantificacio do DNA, uma alfquota foi aplicada em gel de agarose
0.8%. A quantificagdio foi feita através do uso de um marcador molecular de
concentragio conhecida (100 ng/ML) que foi aplicada juntamente com as

amostras.

3.5.2 PCR: Reagiio em Cadeia da Polimerase

A presenca da construgio génica AtPT2-GUS nas piantas produzidas foi
confirmada utilizando PCR com os primers A6 X A7 (CCA GTG TCT CCG
TTC ACC TT - X - GAA AAT TGC AGA GGA GAA GAA GA), gerando um
fragmento de 588pb. Cada 25 pl de reagio continha tampao de PCR 10X, 2 mM
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de MgCl,, 100 M de cada dNTP, 0,2 uM de cada um dos primers, 25 ng de

DNA e 1 unidade de Tag DNA Polimerase (Invitrogen). As reages foram feitas
utilizando um termociclador modelo 9600 (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)
programado para uma desnaturagdo inicial de 15 segundos a 94°C, seguido de 30
ciclos de desnaturagio 94°C por 15 segundos, anelamento 55°C por 15 segundos
e extensdo 72°C por 15 segundos, segnido de uma extensdo final a 72°C por 4
min. Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese a 100 Volts
por 3 horas, em gel de agarose 1,5% utilizando tampao TAE (90 mM Tris-
Acetato, 1 mM EDTA, pH 8.0). Os géis foram tratados com brometo de etideo
(0.5 ug/ml), visualizados sob luz ultravioleta e as imagens capturadas e
estocadas em um sistema de fotodocumentacdo (Eagle Eye II, Stratagene). A
figura 9 ilustra a seqiiéncia do promotor AtPT2 que foi amplificada e os primers
utilizados.

1730 pb 5/ -~---

A6
CCAGTGTCTCCGTPCACCTTTAARAAGTCGAAATAAACCCAAAAAAATAGGAATAAACA
ATCTITIGTCATATCCGTTAACAAATCTTTACAAATTAATAAGAAGAAGGTATATAATA
AATATTTCAAAATTAACGAGTGTGGACTAATTAATATTGGAGTCGACTTTTATTATCAC
TTCATTTCAGTTCCTTATATTTGAATATGCATATATATGGTTTCTCTTGCAATAAGTAA
TCATCATACATATGTACAGGAACATGARAAGTTGTCGTTAACAARCTATTTCATCTAAAA
AACATACACATGTTATTTTTCTAATATTGCCTAAATTCAAGTTCGGTGAACATACTTTA
TTGGGTTGTARTTGTGAGATCAATGAAATGAGAAAAATTAAATAGAACTTTTATGATAT
TTTAATGTTAATTGACACTATATAAAGCAGGGTCTAATTCTATTTGCTTTTGAAACTGC
CTAACTTATTTCAAGTTCGGTATAACTAACTACTTTATTGTTTGTAATGAGITATITAA
GGGTACTTATATGTCGAACTTTTTTTTGTGTGATGRAAA!TGCAG&GGGG&AG&AGR
-3’ A7

FIGURA 9: Parte da seqiiéncia do promotor AtPT2 com descri¢io dos primers e seus locais de
anelamento, bem como a seqliéncia amplificada.
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3.5.3 Southern Blot

Para o Southern blot foram feitas digestdes com a enzimas HindIll. A
quantidade utilizada para as digestdes foi de 20 pg de acordo com as
especificagbes do fabricante (Invitrogen). A eletroforese foi feira em gel de
agarose 1% utilizando tampdo TAE (90 mM Tris-Acetato, | mM EDTA, pH
8.0). Ap6s a separagdo do DNA no gel, esse foi incubado em solugfio de HC1 0.2
N por 30 minutos, desnaturado em solugéio de NaOH 0.5 M contendo NaCl 1.5
M por 45 min, e neutralizado em solugdo Tris-HC1 0.5 M contendo NaCl 1.5 M
por 30 min. Em seguida, o DNA foi transferido para uma membrana de
nitrocelulose (Schleicher & Schuell Inc., Keene, NH) por capilaridade através de
uma ponte com papel de filtro embebidas em SSC 10X durante 16 hs. Apos a
transferéncia a membrana foi lavada em uma solugdo de SSC 2X, seca por 1
hora, e 0 DNA fixado na membrana utilizando UV crosslinker (UV Stratalinker
2400 — Stratagene) (Sambrook et al. 1989). O DNA foi hibridado com uma
sonda para o promotor AtPT2 com 972 pb marcada com **P de acordo com as
especificagdes do fabricante (RadPrime DNA Labelling System-Gibco BRL). A
sonda foi obtida através do produto PCR, realizado com os primers A1(CCC
ATT CGT GAA TGA AAA CTA CG) X A3 (CGG TGT CGT TGT TCG GAA)
(Figura 6). As membranas foram pré-hibridadas em soluggo de NazHPOQ 0.25 M,
NaCl 0.25 M, EDTA 1 mM, e SDS 7%, durante | hora & 68°C e hibridadas na
mesma solugio, acrescida da sonda de DNA denaturada, por 16 horas & 65°C.
Em seguida, as membranas foram lavadas, 3 vezes por 1 hora, em solugio de
lavagem (SSC 1X e SDS 0.1%) como descrito por Sambrook et al. (1989). As

membranas foram expostas em um filme de raio-X por 7 dias a -80°C.
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3.5.4 Analise da expressio do cassete AtPT2.GUS em plantas transgénicas

3.5.4.1 Anilise histoquimica
Para avaliar a express3o da enzima B-glucuronidase (gene repérter GUS),

controlado pelo promotor AtPT2, foi realizado o teste histoquimico, de acordo
com a metodologia descrita por Jefferson et al. (1987). Para esse testes,
sementes TO provenientes de 10 eventos transgénicos distintos, obtidos através
do processo de selegdo, foram utilizadas, em um total de 8 sementes por cada
evento. As sementes foram desinfestada superficialmente em 50% agua sanitaria
comercial durante 10 minutos sob agitagio. Apés esta etapa foram enxaguadas
em 4gua destilada 3 vezes e colocadas para germinar em papel Germitest (J
ProLab — Sdo José dos Pinhais / Parana), por 4 dias em dgua destilada sob
aeragio. Em seguida, as plintulas foram transferidas para solugdio nutritiva
descrita por Magnavaca (1982) (Tabela 2). Quatro plantas de cada evento e o
controle néo transgénico foram transferidas para solugdo nutritiva incompleta -
sem fosforo, e 4 plantas restantes foram mantidas em solugo nutritiva completa.
Ap6s 15 dias nos diferentes tratamentos as plantas foram colhidas para andlise
da expressdo do gene reporteres GUS.
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TABELA 2 - Composicio da solugiio nutritiva para crescimento de plntulas de milho (Magnavaca, 1982)

Solugdio nutritiva final
Mg elemento /L Composigéo
Elem. Fonte giL mL Cétion Anion Elem mg/L M
estoll
Ca Ca(NO3)4H0 270 3,08 Caili NO;-N:98,6 Ca 1411 3527
NH4NO3 33,8 NHyN:18,2  NO3-N:18,2 K 80,1 2310
Mg 208 855
K KCI 186 231 K225 Cl:20,4 NO;"N 152,0 10857
K2S04 440 K:45,6 S04-8:17,7 NHs™N 18,2 1300
KNO; 24,6 K:22,0 NO3-N:7,9 P 1.4 45
8 188 587
Mg Mg(NOs) 1424 154 Mg:20,8 NO3-N:24,0 B 027 25
P KH2PO4 176 035 K17 HPO4:1,4 Fé 43 77
Mn 0.5 9,1
Fé Fe(NO3)2.8H0 203 1,54 Fed3 NO3-N:3,3 Cu 004 063
HEDTA 134 HEDTA:0.26 Mo 008 083
Micro 0,77 Zn 015 229
Mn MnCl2.4H20 2,34 Mn:1,5 C1:0,65 Na 004 1,74
B H3iBOs 2,04 BOs-H:0,27 HEDTA 20,06 75
Zn ZnS04.7H0 0,88 Zn:0,15 §04-5:0,07
Cu CuS04.5H,0 0,20 Cu:0,04 504-5:0,02
Mo NasMoO4.2H,0 0,26 Na:0,04 MoO4-M:0,08
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Para a anlise histoquimica da atividade de GUS, parte das folhas, raizes
e colmos das plantas foram coletadas e imediatamente imersas em solugdo
contendo S50mM tampéo fosfato de sédio (pH 7.0) e 1 mM 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-D-glucuronic acid (Clontech, Palo Alto, CA). A reagiio foi incubada
por 24 horas a 37°C. Buscando facilitar a visualizago da expresséo de GUS nos
tecidos verdes, a clorofila foi retirada utilizando banhos de crescentes
concentragdes de etanol 20%, 40%,60%, 80% e 100%. A localizagdo celular da
atividade de GUS foi observada em cortes anatdmicos, realizados a méo livre,
com o auxilio de um microscopio 6ptico (Zeiss) e estereoscdpio (Zeiss stemi SV
11).

3.5.4.2 Anilise fluorimétrica
Anilises fluorométricas seguiram protocolo descrito por Brasileiro &

Carneiro (1998). Folhas, raizes e colmos das mesmas plantas utilizados na
analise histoquimica foram coletadas também para as andlises fluorométricas.
Para o ensaio fluorométrico toda a 4gua utilizada na preparagéo das solugdes foi
destilada, deionizada e autoclavada, buscando anular qualquer influéncia externa.
Plantas foram maceradas em tampio de extracio (tampio fosfato de sédio 0,2M,
pH 7.0, EDTA 500mM, pH 8.0; Sarcosil 15%, Triton 100X -10%, P-
Mercaptaenol). As amostras foram maceradas em nitrogénio liquido e logo apés
adicionou-se tampdo de extragdio na proporgdo 1:5 (para 100 mg de amostra :
500pl. do Tampdo de Extragdo); foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10
minutos em centrifuga Marca Eppendorf Modelo 5415C, o sobrenadante foi
transferido para novos tubos. Uma aliquota foi retirada para quantificagdo da
proteina em espectrofotémetro (UV/VIS Spectrometer Lambda Bio — Perkin
Elmer) pelo método de Bradford (Bradford, 1976). As amostras foram

acondicionadas em geladeira a 4°C.
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Para quantificar a fluorescéncia, as amostras foram colocados em tubos
de microcentrifuga 150uL de tampdo de reagio (MUG — 4-metilumbeliferil B-D-
glucoronedio, 2mM - 1,76mg de MUG em 2mL de tampdo de extracéo), os
microtubos foram acondicionados durante 10 minutos & 37°C, para estabilizar a
temperatura do Tampdo de Reagio. Transcorridos 10 minutos adicionou-se
50pL da amostra e estes foram mantidos a 37°C durante os seguintes tempos de
0, 15, 30, 45, 60 minutos. Destas reagdes foram retiradas aliquotas de 20uL e,
adicionou-se a estas aliquotas 980uL de tampdo de parada (Na;Co; HO 0,2M;
solugdo MU — 4-metilumbeliferonalmM pH 8,0). A leitura da fluorescéncia foi
realizada em fluorometro DyNA qﬁant 200 (Hoefer Pharmacia Biotech Inc., San
Francisco, USA). O aparelho foi zerado e calibrado com a leitura do Branco e
das concentra¢des subseqiientes de MU seguindo a curva padrio (MU 1mM em
10 ml de agua - Concentragdo Final 1pM ; MU 1uM em 1.900 de tampéo de
parada - concentragdo final 50nM) conforme instrugSes do fabricante.

3.5.43 RT-PCR

3.5.4.3.1 Obtengio do RNA total
Para a extragio do RNA total, 0,5 gramas de tecido foliar ou de raiz,

triturados com nitrogénio liquido foram adicionados 750uL de tampdo de
extragio (100 mM Tris HCI, pH 7,5; 10 mM EDTA; 1 M NaCl; 0,1% SDS; 1%
Bmercaptoetanol; 1 mM dcido aurintricarboxilico) e 750uL de fenol. A solugio
foi homoéeneizada em vortex por 5 minutos, centrifugada a 14.000 rpm por 10
minutos & 4 °C em centrifuga (Centrifugue 5402 — Eppendorf). Em seguida, o
sobrenadante foi transferido para outro microtubo estéril e para cada 1 mL do
sobrenadante foram adicionados 170puL de cloreto de litio-DEPC 12M. As
amostras foram mantidas a 4°C por 16 horas, em seguida foram homogeneizadas
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em vortex por 2 minutos ¢ depois centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4
°C . O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 500 uL
de dgua ultrapura-DEPC. Foram adicionados 25pL de NaCl -DEPC SM e 2
volumes de etanol 95% gelado. As amostras foram mantidas a -80°C por 30
minutos, e em seguida centrifugadas a 13.000 rpm por 30 minutos a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado dissolvido em 30 pL de H,O-DEPC.

A quantificagdo do RNA foi feita utilizando espectrofotometro (UV/VIS
Spectrometer Lambda Bio — Perkin Elmer) em um comprimento de onda de 260-
280nm. Uma aliquota de 1pg / uL do RNA total foi corrida a 200 volts, durante
15 minutos, em gel de agarose 2% com brometo de etidio para verificar a
qualidade do RNA. O gel foi visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado

no equipamento Eagle Eye 11, (Stratagene).

3.5.4.3.2 RT-PCR: Transcriptase reversa - reagao em cadeia da polimerase
Um volume de 2uL do RNA total foi tratado com IpL (10U/mL) de

DNAse I (Amershan) a 37°C por 30 minutos. A DNAse foi entdo inativada a
65°C por 10 minutos. Na reagdio de transcrigdo reversa para a obteng¢do do cDNA,
6uLl agua DEPC, 0,5ug Oligo DT (Invitrogen). 2,0pg RNA total e 3,33mM
dNTPs foram incubados a 65°C por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados a
esta reagdo SpL tampdo 5X First-Strand (Invitrogen), 0,1M DTT (Invitrogen),
40U RNase Out (Gibco). A reagio foi entdo pré-incubada por 2 minutos a 42°C,
a enzima Super Script I 200U (Invitrogen) foi adicionada e, a reagdo foi
incubada por mais 1 hora a 42°C. Uma PCR foi entdo realizada a partir do
cDNA produzido amplificando um fragmento de 400pb referente a expressio da
enzima B-glucoronidase. Para cada reagdo de PCR de 25pL foram utilizados:
2,5pL tampdo de PCR 10X, 2mM de MgCl,, 100pM de cada dNTP, 0,2uM de

cada um dos primers, cDNA e | unidade de Tag DNA Polimerase (Invitrogen).



As reagdes foram feitas utilizando um termociclador modelo 9600 (Perkin-
Elmer Cetus, Norwalk, CT) programado para uma desnaturagio inicial de 15
segundos a 94°C, seguido de 42 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento 55°C por 30 segundos e extensdo 72°C por 30 segundos, seguido de
uma extensdo final a 72°C por 4 minutos Os produtos de amplificagdo foram
separados por eletroforese a 100 Volts por 1 horas, em gel de agarose 2%
utilizando tampdo TAE (90mM tris-acetato, ImM EDTA, pH 8.0). Os géis
foram tratados com brometo de etideo (0.5 pg/mL), visualizados sob luz
ultravioleta e as imagens capturadas e estocadas em um sistema de

fotodocumentacdo (Eagle Eye II, Stratagene).

3.5.4.3.3 Analises de seqiiéncias do promotor
As anilises de seqiiéncias presentes no promotor, comparagdo com

fatores de transcricio encontrados em outros promotores, foi realizada
utilizando-se o programa Genamics Expression, Sequence Analysis Package,

versdo 1.7.0.0 (http://genamics.com/expression)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho realizou-se a andlise do funcionamento do promotor
AtPT2 isolado de Arabidopsis thaliana, em plantas transgénicas de milho. O
gene AWPT2, que codifica para uma proteina transmembrana transportadora de
fosfato, foi isolado de uma bibliotcca preparada com mRNA extrafdo de rafzes
de A. thaliana sob estresse de fosfato (Muchal et al. 1996). Seu promotor foi
inicialmente, estudado por Karthikethyan et al. (2002) em A. thaliana
tmnsgémcas Estes autores estudaram a expressio de diferentes genes repérteres
sob a regulagio do promotor or AtPT?2 classificando-o como rmz-especiﬂco, ativo
apenas sob deficiéncia fosférica. Com o objetivo de estudar o funcionamento
deste mesmo promotor, AtPT2, em um sistema heterélogo a construgio génica
contendo o promotor AtPT2 direcionando a expressdo do: gene repérter GUS, foi

inserida no genoma do mllho, através da biobalistica, e sua expnessao analisada.

4.1 ObtencZo de explantes por cultura de tecidos

Duas semanas ap6s o plaqueamento de embrides imaturos da linhagem
A188, com aproximadamentel,5 mm de comprimento, em meio CI, observou-se
o inicio da formagdo de calos embriogénicos fridveis do tipo II (Armstrong &
Green, 1995). Estes calos foram subcultivados, a cada duas semanas, no mesmo
meio visando o aumento do nimero de calos embriogénicos do tipo II, para
serem utilizados nos experimentos de biobalistica (Figura 10). A eficiéncia de
produgdo de calos embriogénicos com a linhagem A 188, neste trabalho, foi de
83%. Bronsema et al. (2001) observaram a formagio de calos embriogénicos na
linhagem temperada de milho, A188, apés 14 dias de cultivo em meio CI,
confirmando os resultados encontrados neste trabalho.

O’Connor-Sdnchez et al. (2002) descrevem o inicio da formagdo de

calos, a partir de sementes germinadas, tanto embriogénicos quanto
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organogénicos de milho apds quatro semanas de cultivo em meios de cultura
contendo auxina e citocinina. Coelho et al. (2005) trabalhando com linhagens
tropicais de milho obtiveram 20% de formagdo de calos embriogénicos do tipo
II, oriundos de embrides imaturos medindo entre 1,5 - 2,0 mm, subcultivados
também em meio CIl. De acordo com Carneiro et al. (2004) uma regeneragdo
eficiente dos explantes é primordial para se obter sucesso na produgdo de plantas

transgénicas, pois em média a eficiéncia de transformagio € da ordem de 0,01%.

FIGURA 10: Formagiio de calos embriogénicos a partir de embrides imaturos de milho
temperado A188. (A) Embrides ap6s 7 dias de cultivo em meio CI; (B) Calo
embriogénico formado a partir dos embrides imaturos.
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4.2 Bombardeamento de particulas, selegdo dos explantes bombardeados e

regeneragdo de plantas

Apos o bombardeamento os calos embriogénicos foram imediatamente
transferidos para meio CI sem selegdo, onde permaneceram por uma semana,
apés este periodo iniciou-se a sele¢io das células que receberam o transgene. Os
calos bombardeados foram transferidos para o meio de selegio SM
suplementado com 3 mg.L"' PPT (glufosinato de ainénia), neste meio observou-
se uma diminuigdo no crescimento dos calos em geral. Depois de 15 dias todos
os calos foram subcultivados em meio MS suplementado com 6 mg.L"' PPT.
Nesta etapa de selegdo, cerca de 80% dos calos apresentaram inicio de necrose e
parada no crescimento. Calos que continuaram a crescer, apds duas semanas de
cultivo em meio suplementado com 6 mg.L" PPT, foram subcultivados em meio
SM suplementado com 9 mg.L"' PPT.

Nesta fase os calos possivelmente transformados, que receberam o
transgene e o integraram genoma, cresceram normalmente. Calos capazes de
crescer neste meio, foram transferidos para o meio de maturagio RM
suplementado com 6 mg L PPT, e mantidos, em regime de lui por 16 hs, em
um pericdo que variou de 10 a 15 dias, de acordo com a maturagéo dos calos.

Calos maduros, com aparéncia branco opaca, foram transferidos para o
meio de regeneragdo, MS suplementado com 3 mg L PPT, onde permaneceram
até o desenvolvimento das plantulas de milho, aproximadamente 2 semanas.

Em um total de 37 placas bombardeadas (925 calos), obteve-se 46
plantas possivelmente transgénicas apos todo o processo de selegdo dos calos.
Estas plantas foram transferidas para casa de vegetagdo para obtengio de
sementes (Figura 11), bem como anilises moleculares. As analises realizadas

nestas plantas confirmaram 98% de transgénia (45 plantas), resultando em
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apenas 2% de escape. O que demonstra uma boa eficiéncia no processo de
selegdo. A frequéncia de transformagfio observado foi na ordem de 4,86%
(45plantas / 925 calos bombardeados).

O’Connor-Sanchez et al. (2002), também utilizando transformagio de
milho via biobalistica, observaram que, linhagens tropicais mantidas por 12
semanas em meio suplementado com PPT na concentragio de 4 mgL’,
apresentaram 80% de calos positivos no teste histoquimico de GUS. Outros
agentes seletores também sdo empregados na selegdo. Przetakiewicz et al.
(2004) descreveram que a utilizagio de canamicina na selegio de calos
transgénicos de trigo gerou 46% de escapes, isto €, plantas nio transgénicas
capazes de crescer em presenga do agente seletivo. Entretanto, estes mesmos
autores utilizando no meio de selegéio o PPT, obtiveram apenas 16% de escape.
Estes dados mostram que o PPT ¢ um agente seletivo eficiente para a produgio

de cereais transgénicos.
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FIGURA 11:Processo de sclegdo de calos embriogénicos de milho transformados. A ¢ C:
calos em selegdo cultivados em meio suplementado com 9PPT; B e D: calos em fase de
maturagio cultivados em meio RM suplementado com 6PPT; E: regeneragio de plintulas de
milho transgénicas em meio suplementado com 3PPT; da esquerda para a direita observa-se
o estdgio inicial da regeneragio, inicio de formagdo da plintula e plintula jé em fase de
transferéncia para casa de vegetacio.
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4.3 Andlises de plantas transgénicas

Para comprovar a transgenia das plantas selecionadas utilizou-se analises
de PCR e Southern Blot. Inicialmente, foram realizadas reagdes de PCRs,
utilizando primers A6 X A7, que amplificam uma regifio com 588pb do
promotor AtPT2, conforme descrito na metodologia. Estas andlises mostraram a
presenca da construgdo génica AtPT2.GUS em 45 plantas (Figura 12).

Autores como O’Connor-Sanchez et al. (2002), Przetakiewicz et al.
(2004), Delporte et al. (2001), Xu et al. (2005), Cameiro et al. (2005) também
utilizaram reagBes de PCR para uma selegdo inicial das plantas transgénicas
produzidas em diferentes experimentos, e confirmaram os resultados através de

anélises de Southern Blot.
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FIGURA 12: PCR de plantas transgénicas de milho contendo a construgio AtPT2.GUS. PCR
realizado com os Primers A6 X A7 amplificando uma banda de 588pb. MM: Marcador
Molecular (1 Kb); 0: PCR branco; C: Controle negativo; P: Plasmideo; Amostras 1 a 7 e 60:
DNA de plantas transgénicas em cultura de tecidos; Amostras 8 a 59: DNA de plantas
transgénicas em casa de vegetagio. Gel de agarose 0.8%.
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Anélises de PCR néo sdo aceitas como prova final de transgénia porque,
devido a alta sensibilidade da técnica, podem gerar falsos positivos. Quantidades
minimas de DNA contaminante, contendo o gene analisado podem ser
amplificadas (Romano, 1998). Portanto, para a confirmacio dos resultados
obtidos com a amplificagéio por PCR, foram realizadas anélises de Southern Blot
do DNA gendmico das plantas produzidas. Trinta e seis plantas, presentes no gel
de PCR entre as amostras 1 e 64 (Figura 12), foram escolhidas aleatoriamente
para a realiza¢io da analise de Southern Blot.

Duas membranas foram preparadas, onde 0 DNA total, das 36 amostras
escolhidas, foi digerido com a enzima de restrigdo HindlIl para verificagiio do
tamanho do fragmento inserido e possiveis rearranjamentos. O mapa
esquemdtico da construgdio génica AtPT2.GUS mostrando os sitios de restrigéo
estd apresentado na Figura 6. A digestio do DNA gendmico com a enzima
HindllI originou um fragmento com 500 pb. Ambas as membranas foram
sondadas com um fragmento marcado com >’P proveniente da amplificagéio do
promotor AtPT2.

Southern blot do DNA gendmico, digerido com Hindlll (Figura 13),
confirmou a transgénia de 32 das 36 plantas analisadas anteriormente por PCR.
Estes dados mostram que falsos positivos podem aparecer em amplificagdes do
DNA gendmico por PCR. Foram observados fragmentos na parte superior do gel
oriundos da ligagéio da sonda com a seqiiéncia promotora. Uma vez que a sonda
possuia 972 pb e o DNA foi clivado em 500pb. De acordo com Romano (1998)
estes fragmentos, presentes na parte superior do gel podem ser seqiiéncias
homélogos presentes nos DNAs gendmicos de A. thaliana e do milho, ou apenas,
“background”. Quando a sonda estd muito concentrada, a cinética de hibridagdo
¢ muito alta o que pode gerar resultados inespecificos. O “background” pode ter
acontecido nestas andlises uma vez que se observa uma forte intensidade nas

bandas superiores tanto de plantas transgénicas quanto de plantas ndo
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transgénicas. Resultados como estes sio descritos por Baldwin et al. (2001) que
trabalharam com o gene LePS2 responsivo ao Pi em tomate. Estes pesquisadores
clonaram este gene e transformaram Escherichia coli. Na verificagio da
transformagio mediante a técnica do Southern blot, observaram além do
fragmento de DNA do tamanho esperado no gel, a presenga de outros
fragmentos que diferiam do tamanho esperado. Eles justificam o aparecimento
destes fragmentos pela presenga de regides homélogas entre o DNA da bactéria
e do tomate.

O’ Connor-Sanchez et al. (2002) trabalhando com a geragiio de plantas
transgénicas de milho, também observaram, em adigio ao tamanho de
fragmentos esperados, outras bandas de tamanhos diferéntes, presentes nos géis
de Southemn Blot. Estes autores justificaram os resultados observados como
sendo rearranjos e / ou multiplas inser¢des no genomi da planta gerada em
locais onde houvesse sitios de clivagem da enzima uﬁiizéda. Esta justificativa
parece ser a mais concisa para estes resultados, uma vez que uma das
desvantagens da biobalistica é normalmente a insergio de vérias cépias do
inserto no genoma da planta gerada. Além do mais, durante o processo de
precipitagiio do DNA sobre as particulas este pode ser qﬁebmdo. Apesar disto o
processo da biobalistica tem-se mostrado efetivo desde a transformagdo de
microrganismos até plantas e animais (Sanford et al., 1993). Uma das principais
vantagens ¢ a eficiéncia na transformagdio de Gymnospermas e Angiospermas
monocotiled6neas, o que néio ¢ observado na transformagdio por meio de
Agrobacterium (Brasileiro e Carneiro, 1998). Estes dados mostram que no caso
de transformagdio via biobalistica rearranjos sdio facilmente observados no

genoma do transgene.
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1.000pb

500pb

FIGURA 13: Southern blot de DNA de plantas transgénicas digeridos com as enzima
HindlII — sonda AtPT2. Onde: amostras entre 1 a 36: representam plantas transgénicas
positivas na PCR; C: controle negativo; P: plasmidio; MM: marcador molecular, 1Kb;
a sela indica o fragmento de 500 pares de bases, referente ao tamanho da sonda..

4.4 Andlises de seqiiéncias do promotor
A identificagdo de fatores de transcriciio, fatores de regulacdo e genes
envolvidos na resposta gerada pela deficiéncia de Pi podem contribuir para o

melhoramento das culturas. Muitas seqiiéncias responsdveis pela ligagdo de

proteinas que regulam a resposta, de diferentes organismos, ao estresse de
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fésforo ja foram descritas. Em um trabalho de revisdo, Hammeond et al. (2004),
descrevem elementos cis que agem em resposta a deficiéncia Pi em diferentes
promotores. O promotor AtPT2 foi analisado buscando localizar em sua
seqiiéncia homologia com estas seqiiéncias utilizando o programa Genamics
Expression. As sequéncias homélogas as descritas por Hammond et al. (2004)
encontradas no promotor AtPT2 estdo apresentadas nas Figuras 14a e 14b. A
presenca destes elementos conservados em diferentes genes responsivos ao
estresse de Pi, sugere que os mecanismos utilizados para lidar com este tipo de
estresse, foram conservados entre diferentes organismos.

Dentre as seqiiéncias encontradas no promotor AtPT2, o elemento PHO,
responde rapidamente a deficiéncia de Pi. Este elemento esta presente na familia
PHO responsavel pela sintese de fitase sob deficiéncia Pi (Oshima et al., 1996),
contém um dominio “helix-loop-helix” (bHLH). A presenga de elementos
semelhantes em AtPT2 mostram que este promotor possui seqiiéncias
conservadas responsivas a deficiéncia fosforica.

A segiiéncia, Pi responsiva, ATGCCAT foi localizada 4 102 pb da
extremidade 5° do promotor AtPT2; esta seqiiéncia foi também observada por
Mukatira et al. (2001) no promotor TPSI1 de tomate.

O elemento TC (TCTCTCT) e o NIT 2 (AAATATCT) também foram
localizados no promotor AtPT2.

Outros elementos responsivos ao Pi relacionados a familias de proteinas
MYB, fatores de transcrigdo, como PHR1 element (GNATATNC) aparecem
como sitios de ligagdo destas proteinas (Rubio et al. 2001). Proteinas Helix-
loop-helix, também fatores de transcricio que se ligam a seqiiéncias
(CA(T/GXA/C)TG) estiio presentes no promotor AtPT2.

A homologia entre estes diferentes elementos cis e o promotor AtPT2

indica a complexidade da regulagio deste promotor, sugerindo que o promotor
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AtPT2 pode ser regulado por diversos tipos de elementos cis e possui sitios para
ligagdo de diferentes fatores de transcrigo.

Um outro elemento responsdvel pela ligagdo de fatores de transcrigéio
relacionados a outros tipos de estresse foi também localizado, 0 dominio WRKY.

As anélises realizadas com o programa Genamics Expression indicaram
a presenga de mais de uma sequéncia TATA-box no promotor. Baseado na
presenga do dominio (TTGACA) de desenrolamento, identificada po Lewin
(2001), presente antes da seqiiéncia TATA, determinou-se neste trabalho a
seqiiéncia TATA-box responsivel pelo inicio da transcrigdo (Figura 14a). Este
dominio de desenrolamento auxilia a liberagdo da fita de DNA das histonas,
permitindo a ligagio da RNA polimerase e consequentemente a transcrigo.
Ainda, de acordo com Lewin (2001) um promotor eucariético ndo funciona
sozinho, ele requer reforgadores que agem auxiliando a regulagéio da expressio.
Diversos elementos descritos por Hammond et al. (2004) sdo descritos e
localizados no promotor AtPT2, neste trabalho. A presenga de sequencias TATA
dentro deste promotor podem representar apenas sequencias palindrémicas, n#o
relacionadas com a regulacgo do gene AtPT2.

A figura 14a ¢ b mostra a localizagio de diferentes elementos cis e
seqiléncia TATA-box no promotor AtPT2.
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5
CCCATTCGTGAATGAARACTACGGTGTATATATGT GARAGACATATATGGAGCCTTCACTATACGGTGTAGTTCATTTACATAR
GAATGGTTGGAAATGGAGATGMN T TTTTTTTT T TCCACAATGGAGAT G A A AAGAARAGAGGTTGAA
CTAGTTGGGTCGGCGCGACCAAARGAGARRATACAACT TGCTGGGCTARATCTAGAAATTTCCATTTCTGTARATGCCTTARAT

TAATGGCTCTTATTTATCARATACGGAACAAACCCTCTTTACACCTTACAAGTTACGGGTATAGGGTGTTTATTCTCCCGTACC

ceTTCAAACTACAIINA TAAACCATTGACAT TGTAGACCTATTACACATCCTGCAGT TATTGGCTTATTGCGATCTTTAT
TARATCCAAAGATACATA NG A AGARACARARAGTCAAGAAATAATARAACGAAAATARATGARGGCATCAATARAAGT
TTACCGCTCACATGTTTATTTTICTAATAACTAATTTTTATTTAAAAAGCAGT I TATACATCTACCAAATTTATTTCTTAGCATA
AATATATATTTGGGT TN T T TAAGT TCTTTCTGACT TCTGAGTGATAATCACCAGTTTGCAACTTATATTTGCCTARACT
GCATGCCAATTGTCATGTATCG NG TAATGGTAT TAATGACGACGATCCCAAAATTTARATTCCACTTTCCAAGCATTGA
GCTCTTTARACAATTCATGGTCAACTTAATTACAAGGARAAAAAARGAACTTATTGTTATAGTGGARCAGCTATTTTTTTGGAT
ATTAAAAGAATAATAACAGCAAAACAGAATTATCGTGTCCTAATAATACCTAAGGTCCTAAACGAAGCAAAAAAGTTGGTAAAT
AAGGAAGAGAAAACCTACAAGATATTAAAACGGTGTCGT TGTTCGGAAGAATATACCGAAGTAGCAAAAGGAATATCTCATTAG
AcAGTCCCTMBREGACCGTTTTAATACACTTCAACTCTGTCCTTGTTCATAGGCAGCTTCARCGATCATTCCACTTCCTTC
TTCCTCTCTCICAACATTTTCCCCTGAAAATAAGGAAACTAAAGATTCTTCCTCTCTCTTTCTACACTCTTCTGACAATACTAA

AACACTTTATCAGATCAGATCCCACATAARCTTTCTGTAAGTGTTICTTTTAAACTATGTCTITTGATGT TAATGTTTATGGAT

GCATAATGATTTTAGTTAGGACGTTATCGTTTTTGITTTGTTAGGTIGGTCCTCTCTCCCTGITCAATCTCTANTTCGTCATGTC

TTATTCGTTTCTTTCATTGGAﬁARRRARCRCTGRAAACTAb1L1ixhlll1LCCAALLLLLLLuuthATTAAATAGGRTTGCT
CICTCTTCAAACGTATTTTIGT IGGATCTCICCTCTTCAGTTCTAGAAGACTTTTTITTTTIICCTTTTGTTGAGTGCATGATTT
CAARAAARATTCARTTGAAGAAGTTTGTGATAT I TIGTIGTT I TCTITICTTCAATAAGAGGTGIGTCCGCAATTAAGACAAARCA

ACTCGCTGTCATACTCTCAGTTAAAGTCTTIGTIGEICGTGTTCAGATTTTCACTAGACGTCACAAGTCAACTTITIGTGGGTAA

CCGAAGACAANTAGTAATCGTTGAAAACTACAATAATAAAATAAGTACTTCCAGTGTCTCCGTTCACCTTTAAARAGTCGAAAT

AARCCCAAAMAMATAGGAATAAACAATCTTTTGTCATATCCGTTAACAAATCTTTACAAATTAATAAGAAGAACGTATATAATA
AATATTTCAAAATTAACGAGTGTGGACTAATTAATATTGGAGTCGACTTTTAT TATCACTTCATTTCAGT TCCTTATATTTGAA
TATGCATATATATGGTTTCTCTTGCAATAAGTAATCATCATA NG TACAGGAACATGARAAGTTGTCGTTARCAACTATTT
CATCTARAAAACATACACATGT TATTITICTAATATIGCCTAAATTCAAGT TCGGTGAACATACTTTATIGGGTIGTAATIGTIG
AGATCAATGAAATGAGAAAAATTAAATAGAACTTTTATGATATTTTAATGT TAA NN G C AGGGTCTAATTCT
ATTTGCTTITGAAACTGCCTAACTTATITCAAGT TCGGTATAACTAACTACT I TATIGT TTIGTAATGAGT TATTTAAGGGTACT
TATATGTCGAACTTTTTTTTGTGTGATGAARATTGCAGAGGAGAAGAAGA
3

FIGURA 14a: Localizagio de elementos responsivos a deficiéncia de Pi na sequéncia do promotor
AtPT2. Anilises realizadas pelo software Genamics Expression. Entre os nomes dos elementos
estdo as sequencias homologas encontradas no promotor. Os elementos estio marcados com
diferentes cores conforme descrito: P respconsive; a ;
; ; BHO=IHKs; ; TC element. O
estéd marcado proximo ao TATA-box
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FIGURA 14b: Figura esquematica de seqiléncias de clementos responsivo ao Pi encontradas no promotor AtPT2 através do Software Genomics Expression

1.7.0.0. Observa-se os nomes dos elementos e suas localizagdes no promotor
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4.5 Anilise da expressio do cassete AtPT2.GUS em plantas transgénicas

4.5.1 - Analise histoquimica e fluorométrica

Para avaliar a expressio da enzima B-glucuronidase, controlada pelo
promotor AtPT2 em plantas transgénicas de mitho, seméntes T1 provenientes
dos eventos transgénicos obtidos foram germinadas e submetidas ao estresse de
fésforo. Segundo Muchhal et al. (1996), o gene AtPT2 ¢ ativado em A. thaliana
ap6s cinco dias na auséncia de fésforo inorgdnico. A expressdo de GUS foi
estudada através de analise histoquimica e fluorimétrica.

De acordo com os dados apresentados por Karthiketyan et al.(2002), em
plantas de tabaco e Arabidopsis thaliana transformadas com este mesmo
promotor, direcionando a sintese de trés genes repérteres diferentes: Green
Fluorescent Protein (GFP), B-Glucuronidase (GUS) e Luciferase, a expressio
dos genes repérteres foi detectada apenas em plantas submetidas ao estresse de
fésforo e, preferencialmente nas raizes. Os resultados das analises histoquimicas
obtidos neste trabalho, confirmam parcialmente os resultados apresentados por
Karthiketyan et al. (2002). A expressdio do gene GUS direcionada pelo promotor
AtPT2, em plantas transgénicas de milho, foi detectada apenas quando as plantas
foram submetidas ao estresse de fosforo (Figuras 15a — 15¢). Este dado sugere
que A. thaliana e Zea mays compartilham mecanismos regulatérios comuns para
a ativagdio de genes envolvidos na resposta a este tipo de estresse. Entretanto, em
contraste com os resultados obtidos por Karthiketyan et al.(2002), a expressdo
da B-glucuronidase ndo ficou restrita as raizes. Expresséo do gene repérter GUS
foi observada também nos feixes vasculares das folhas de milho transgénico.
Estes resultados sugerem que os dominios relacionados com o direcionamento
da expressdo do gene AtPT2 preferencialmente em raizes parecem ndo serem

conservados entre A. thaliana e o milho. Uma vez que estes 2,3 kb de seqiiéncias
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5’ néo codante do gene AtPT2, utilizados para direcionar a expressdo do gene
GUS em milho, foram os mesmos utilizados para transformar 4. thaliana e
tabaco, podemos concluir que todas as seqiiéncias CARE, necessirias para o
direcionamento da expressio génica na raiz estavam presentes. Possivelmente,
os fatores de transcrigdo e as seqiiéncias CAREs responsaveis pela expressio

raiz especifica de genes em milho ndio s§o conservados em arabidopsis.

A expressio do cassete AtPT2.GUS em folhas de milho transgénico foi
detectada apenas no sistema vascular, embora isto néo tenha sido detectado em
A. thaliana transformada com este mesmo cassete génico. Alguns autores,
trabalhando com diferentes genes regulados pelo estresse de fosforo, mostraram
sua expressio, também, na parte aérea das plantas transgénicas. Misson et al
(2004), demonstraram a atividade de GUS direcionada pelo promotor Pht 1;4,
em meristemas apicais e tricomas de plantas transgénicas de A. thaliana, em
meio com baixo suprimento de fésforo. Mudge et al (2003), demonstraram que o
promotor Phtl;2 tem expressdo preferencial em raizes, mas também pode ser
expresso em tecidos dos canais dos hidatédios, epidermes e regiGes
meristematicas como brotos em baixos niveis de fosfato. Schilnmann et al
(2004), visualizaram a expressdo de genes repérteres direcionados pelo promotor
Phtl (transportador de fosfato) preferencialmente em raizes, mas também em
folhas de arroz em baixa disponibilidade de fosfato. A atividade da B-
glucoronidase em hidatédios foi também observada por Misson et al (2004), em
A. thaliana transgénicas, onde a expressio do gene repdrter estava sendo
direcionada por promotor Phtl;4 especificamente ativo em deficiéncia Pi.

A diferenca na especificidade da indugfio do gene repérter GUS, entre
arabidopsis ¢ milho, pelo promotor AtPT2, parece estar relacionada com a
heterogeneidade dos sistemas de mono e dicotileddneas, uma vez que
Karthiketyan et al. (2002), ndo observaram diferenca na expressio de genes

repérteres, direcionados por este mesmo promotor, entre A. thaliana e tabaco,
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ambas plantas dicotiledoneas. Existem muitas diferengas anatémicas e
fisiologicas entre estes dois sistemas e o controle da expressdo génica pode estar
relacionado com estas diferengas, j4 que se trata de um promotor tecido

especifico de dicotiledonea sendo estudado em uma monocotiledénea.

Peterhans et al. (1990), afirmaram que ndo sdo transcritos
freqiientemente genes de monocotiledéneas em dicotileddneas, ou quando €
observada a produgdo de pré-mRNA, este se apresenta ineficiente ou
aberrantemente processado. N#o se conhece, corretamente, como s#o
reconhecidos sinais de expressio de genes de dicotiledoneas em

monocotileddneas.

Em raizes observam-se também diferengas anatdmicas e fisiologias entre
plantas mono e dicotiledoneas, a auséncia de raiz principal e a formagéo de
raizes laterais sio algumas delas. A formagéio de aerénquima em A. thaliana
mantidas sob deficiéncia de Pi n#o foi observada por Misson et al. (2004), no
entanto, estas formag&es foram observadas em milho crescidos sob estresse de Pi
(Figura 15c). O primeiro sinal de iniciag#io de aerénquima, em raizes de milho
sob deficiéncia de Pi, foi observado em um grupo de células no cértex mediano
com perda de turgor. A formagdio aumentou radialmente em células
circunvizinhas. Acredita-se que a formagfo de aerénquima sob baixa
disponibilidade de Pi pode ser uma adaptagiio util, contribuindo para reduzir os
custos metabdlicos, uma vez que o transporte através das membranas requer
gastos energéticos; além da planta remobilizar os fosfolipidios presentes nas

membranas celulares degradadas.
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FIGURA 15a: Expressiio do Gene Rep6rter GUS em Plantas Transgénicas de Milho Contendo a
Construciio AtPT2.GUS. (A) Raiz de Milho: 1) Apés 5 dias em solugdo nutritiva completa; 2)
Ap6s 5 dias em solugiio nutritiva sem f6sforo; (B) Corte transversal de uma folha de milho apds
5 dias em solugiio nutritiva sem fésforo; (C) Folha de milho apés 5 dias em solugiio nutritiva
completa; (D) Folha de milho apés 5 dias em solugiio nutritiva sem fésforo. (a) cériex; (b)
cilindro vascular; (c,d) feixe vascular; (e) mesofilo foliar.

1 ES | formx

FIGURA 15b:Fotomicrografias de folhas analisadas em teste histoquimico. Onde T, planta
transgénica e C, planta controle. E: Controle nfo transgénico mantido em soluciio nutritiva
suprida com fosfato; F: Planta transgénica suprida com fosfato; G e I: Planta transgénica
mantida em solugfio nutritiva sem fosfato; H e I: Controle mantido em solucdo nutritiva
incompleta. As setas mostram a regifo de expressio do GUS
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FIGURA 15c: Fotomicrografias de rafzes analisadas em teste histoquimico. K: Planta
transgénica mantido em solugiio nutritiva suprida com fosfato, observa-se o inicio de
formagdo de raiz lateral ; L: Controle nio transgénico suprida com fosfato; M: Controle
mantido em solugio nutritiva sem fosfato; N, O e P: Planta transgénica mantida em solugio
nutritiva incompleta. Nota-se em M, N, O e P a formagiio de aerénquimas nas raizes.
Observa-se em N a presenga de mucilagem ao redor da raiz. Setas destacam os acrénquimas.

Buscando quantificar a expressio da enzima [-glucoronidase foram
realizadas andlises fluorimétricas nas raizes e partes aéreas das plantas
transgénicas produzidas. Estas andlises demonstraram que a maior atividade
especifica da enzima foi detectada nas raizes de plantas mantidas em solucio
nutritiva incompleta, onde ndo foi adicionado o Pi. A expressio média da
enzima sob inanigdo de Pi foi 94 pmol / pg protefna / minuto nas rafzes das
plantas transgénicas. Atividade especifica de GUS foi também detectada em
folhas de plantas sob o estresse de Pi na faixa de 16 pmol / pg proteina / minuto.,
Uma atividade especifica basal de GUS da ordem de 33 pmol / pg proteina /

minuto para as raizes e 4,8 pmol / pg protefna / minuto para as folhas foi
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detectada eni folhas e raizes de plantas trinsgénicas supridas com Pi. (Figura
I6aeb).
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FIGURA 16a: Atividade especifica da cnzima B-Glucoronidasc. Eixo Y: Atividade da enzima quantificada a partir da absorbéincia em 595
nandmetros; eixo X plantas analisads, C.F.: Controle Folha; C.R.: Controle Raiz; +P: Plantas mantidas cm soluglio nutritiva suplementada com
fésforo; -P Plantas mantidas em solugfo nutritiva sem fésforo; 1 a 10 amostras transgénicas.
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Figura 16b: Média da Atividade especifica da enzima em pmol/ug protefna/minuto. C controle; F
folha; R raiz. +P: plantas mantidas em suprimento de P; -P: plantas sob estresse fosférico.

Estas andlises demonstraram que o AtPT2 € um promotor ativo, em
plantas de milho transgénicas, de forma mais expressivas em deficiéncia
fosférica. Apesar do gene GUS apresentar uma expressividade baixissima em
presenca de Pi, esta torna-se infima quando comparada a situaggo de deficiéncia.
Estes resultados confirmam a presenca de elementos acentuadores da transcrigdo,
j4 mencionados no item 4.5 deste trabalho, neste promotor, os quais agem
intensificando sua express3o em situacdo de deficiéncia fosférica. O nivel basal
de atividade de GUS encontrado nas plantas transgénicas, sem o estresse de Pi,
pode ser cansado por fatores de transcrigio que se ligam & seqiiéncias ativadores
da transcrigio, comuns entre diferentes promotores. Resultados encontrados por
Varadarajan et al (2002) em A. thaliana transformadas com AtPT2-LUC
mostram que este promotor é capaz de direcionar uma baixa expressdo deste
gene repérter em solugdo nutritiva completa quando estas plantas passaram
anteriormente por estresse. Misson et al (2005) também mostraram uma
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expressdo basal do gene reporter GPF (Green Fluorescence Protein) fundido ao

promotor AtS6K2 ribossomal, ativado em deficiéncia fosfdrica.

45.2-RT-PCR

Na tentativa de validar os resultados observados, da expressdo de GUS
em folhas e raizes das plantas transgénicas de milho, foi realizado anlises de
RT-PCR. Neste experimento o material analisado é o RNA. Apés a extragio do
RNA (Figura 17) é produzida uma fita de DNA através da Transcriptase Reversa
originando o cDNA ou DNA complementar, a partir desta fita simples de DNA
faz-se uma PCR com primers especificos para a enzima p-glucuronidase,
comprovando assim sua expressdo no tecido estudado. Os resultados
apresentados na Figura 18 confirmam os dados pbtidos nas anélises
fluorométricas e histoquimicas; existe realmente ativi&de da p-glucuronidase
em folhas ¢ raizes das plantas de milho transgénicas. Os resultados das anélises
de RT-PCR mostram que o promotor AtPT2 é capaz de direcionar a express#o
de GUS tanto em folhas como raizes de milho, quando a planta estd sob o
estresse de Pi. Entretanto, uma maior concentragdo do mRNA que codifica para
a B-glucuronidase foi detectada em raizes em inanigdo de Pi

Karthikeyan et al (2002) também observaram a eipressﬁo do gene GUS
direcionado pelo promotor AtPT2 em flores e frutos de 4. thaliana transgénicas,
com 1 més de vida, e cultivadas por 2 semanas em solugdo nutritiva com

deficiéncia fosforica.
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FIGURA 17: Gel de RNA total. Amostras: 1 e 2: Plantas
transgénicas, folha e raiz sob estresse de P; 3 e 4: Plantas
transgénicas supridas de P; 5 e 6: Plantas controle, nio transgénicas
em inani¢io de P; 7 e 8: Plantas controle nio transgénicas supridas
de P.

2 88 550 168 940 111213 #14 #15 416 2 ¢BaMM

FIGURA 18: Gel de RT-PCR. | e 3: cDNA das amostra 10-P F e 10 — P R respectivamente; 2e 4
RNA total idem 2 1 € 3; 5 ¢ 7 cDNA das amostras 10+P F e 10+ P R respectivamente; 6 ¢ § RNA
total idem 2 5 ¢ 7; 9 e 11: cDNA das amostras do controle folha e raiz em-P respectivamente; 10 e
12: RNA total idem & 9 ¢ 11; 13 e 15: cDNA das amostras do controle folha e raiz em +P
respectivamente; 14 ¢ 16: RNA total idem & 13 e 15; P: DNA plasmidial; B: branco; MM:
marcado molecular.
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5 CONCLUSOES

O promotor AtPT2, transportador de fosfato 2, isolado de Arabidopsis ‘
thaliana direciona expressio diferencial em milho, uma planta monocotiledonea.
. A especificidade de expressio de genes, controlada pelo promotor
AtPT2, nas raizes de plantas sob estresse de Pi, foi parcialmente perdida entre os
sistemas dicotiledonea e monocotiledonea. O promotor AtPT2 em plantas
dicotiledoneas, como arabidopsis e tabaco, direciona a expressdo de genes
especificamente nas raizes sob o estresse de Pi, enquanto que em plantas
transgénicas de milho, carregando a construgiio AtPT2.GUS, a expressio do
gene reporter foi detectada tanto nas raizes como em folhas. O nivel de
expressdo em folhas foi menor do que nas raizes transgénicas de milho.

° Existem regides conservadas entre o promotor AtPT2 e elementos
responsiveis ao Pi presentes em diferentes promotores isolados de diferentes
organismos.

. Sob deficiéncia fosforica as raizes de milho podem formar aerénquima e
isto parece ser um mecanismo usado pela planta para suprir a necessidade de Pi.

Estes resultados indicam que o promotor AtPT2 podera ser utilizado para
direcionar a expressio de genes, em milho, que possam otimizar a absorgdo de
fosfato, como por exemplo, os dcidos organicos, tornando a planta mais tolerante
ao estresse de Pi e, propiciando assim plantas mais adaptada s condigdes do
Cerrado brasileiro. Entretanto, pesquisas em direcdo ao isolamento de um
promotor raiz especifico em milho, responsivo ao estresse de Pi, continuam
sendo necessérias, uma vez que a expressio direcionada de genes na raiz,
contribuird para uma economia de energia da planta. Esta economia poders,

possivelmente ser revertida para uma maior producgo de graos.
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