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Introducgao

O Cerrado compreende uma area de aproximadamente 205 milhdes

de hectares do territorio Brasileiro, sendo o seu solo caracterizado por
uma baixa fertilidade, baixo pH, baixa disponibilidade de fésforo, alta
capacidade de fixacao de fésforo, e niveis toxicos de aluminio. Mais de

15 milhdes de hectares desta regiao ja foram transformados em solos
produtivos, devido a pesquisas multidisciplinares, e respondem atualmente
por 25% da safra brasileira de milho, soja e arroz (IBGE, 2009; CASTILLO,
2007). Um dos grandes desafios para aumentar a produgéo agricola

do Cerrado € o desenvolvimento de plantas melhor adaptadas a estas
condigcbes desfavoraveis do solo.

'"Pesquisadora, Embrapa Milho e Sorgo, Rodovia MG 424 Km 65, 35701-
970, Sete Lagoas, MG. andreac@cnpms.embrapa.br
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As técnicas de biologia molecular e a geracao de plantas transgénicas
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de cultivares mais
produtivos, tolerantes a diferentes estresses ambientais, incluindo a
baixa disponibilidade de fésforo no solo. O melhoramento de plantas

via engenharia genética depende da regulagéo espacial e temporal da
expressao do gene de interesse, o que é feito basicamente pela regido
promotora utilizada na construgao génica (MARTINEZ, 2002; ROMBAUTS
et al., 2003). A utilizagdo de promotores especifico de raizes, responsivos
a baixa disponibilidade de fésforo no ambiente, para direcionar a
expressao de genes relacionados a tolerancia ao estresse de fosforo,
tais como transportadores de fosfato ou fosfatases (MUCHHAL et al.,
1996; RAGHOTHAMA, 1999) pode ser uma alternativa para aumentar a
produgcdo em ambientes sujeitos a este tipo de estresse.

Promotores que direcionam a expressao génica especificamente para

as raizes na auséncia de fésforo, tais com AtPT2 (Transportador de
fosfato 2 de Arabidopsis thaliana) ja foram isolados e caracterizados
(KARTHIKEYAN et al., 2002). O gene AtPT2 é um dos membros da
familia génica Pht1 ou transportadores de fosfato de alta afinidade, e foi
isolado de A. thaliana. A concentracdo do mRNA deste gene aumenta

em resposta a baixos niveis de fésforo no ambiente (MUCHHAL et al.,
1996). A expressao dos genes reporteres GFP (Green fluorescent protein),
luciferase, ou GUS (B-glucuronidase) controlada por uma regiao de 2,3
kb do promotor do gene AtPT2, em plantas transgénicas de A. thaliana

e tabaco foi identificada, predominantemente, em raizes crescidas na
auséncia de fosforo (KARTHIKEYAN et al., 2002).

O promotor AtPT2 é altamente desejavel como um instrumento

para direcionar a expressao de genes em tecidos especificos de
monocotiledéneas economicamente importantes como o milho.

Esta pesquisa foi realizada com o objetivo de analisar o padréo de
expressao do gene reporter GUS controlado pelo promotor AtPT2

em plantas transgénicas de milho. Os resultados obtidos mostram

que a expressao do gene reporter controlado pelo promotor AtPT2 foi
semelhante a obtida em plantas de A. thaliana. Também confirmam que o
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promotor AtPT2 é util para direcionar a expresséo de genes heterélogos
em raizes de milho, o que pode auxiliar na maior aquisicao de fésforo sem
um gasto supérfluo de energia.

Materiais e Métodos

Construgao génica

Uma sequéncia de 2318 bp da regido 5 ndo codante do gene AtPT2
(KARTHIKEYAN et al., 2002) foi isolada através de amplificagéo por

PCR e, subclonada na frente da regido codante do gene repérter GUS
(B-glucuronidase) presente no vetor pGPTV (BECKER et al., 1992) (Figura

1),

Hudll, SaA, Xbad EgAl, Not Sst

—’
— AtPT2 GUS pPGPTY-BAR

2318 pb

Figura 1. Construgdo Génica AtPT2.GUS no Vetor Binario pGPTV. Hindlll,
Sall, Xbal, Eglll, Notl, Sstl: sitios enzimaticos; A6 e A7: primers.

Transformagao Genética de Milho

Para a produgéo de milho transgénico via biobalistica, foi desenvolvido um
protocolo na Embrapa Milho e Sorgo, onde embrides imaturos da linhagem
A188, medindo entre 1,0 - 1,5 mm, foram isolados em condi¢des estéreis
e cultivados durante 28 dias em meio Cl (CHU et al., 1975) suplementado
com 2,4-D. Durante o bombardeamento foram utilizadas microparticulas de

7
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tungsténio aceleradas através de um aparelho movido a hélio. Um estoque
de microparticulas de tungsténio foi preparado ressuspendendo 60 mg
tungsténio M10 (Sylvania, GTE Chemicals/ Towanda — USA) em 1 ml de
uma solucéo 50% glicerol estéril. DNA plasmidial, construgéo contendo o
gene reporter GUS sob o controle do promotor AtPT2 -Arabdopsis thaliana
Transportador de Fosfato 2 (MUCHHAL et al., 1996; KARTHIKEYAN et al.,
2002) AtPT2::GUS::NOS, foi precipitado sobre 50 ul da solugéo estoque
de tungsténio. As particulas de tungsténio cobertas com DNA foram
cuidadosamente lavadas e ressuspendidas em 60 ul de etanol 100%. Seis
microlitros foram depositados no centro dos macrocarreadores, discos (24
mm) de membranas Kapton (DuPont, Sdo Paulo, SP). Estas membranas
foram usadas no bombardeamento de calos embriogénicos de milho
utilizando 1100 psi de pressao de gas hélio, 1,6 ug/tiro de DNA plasmidial e
os explantes foram posicionadas a 6 cm da plataforma de langamento das
microparticulas. Foram mantidos constante a distancia entre a cAmara de
gas de alta pressédo e a membrana carreadora contendo as microparticulas
cobertas com DNA (8 mm), distancia entre a membrana carreadora e a tela
de retengéo (12 mm) e a presséo de vacuo (27 mm Hg).

A selecao de plantas transgénicas foi iniciada 14 dias apods
bombardeamento quando os calos de milho foram transferidos para
meio Cl sem prolina e suplementado com o herbicida Finale (glufosinato
de amédnia). Calos foram subcultivados a cada duas semanas em
dosagens crescentes de glufosinato de aménia (3 e 9 mg/l). Plantas com
aproximadamente 5 cm de altura, capazes de crescer em presenga do
agente seletivo, foram transferidas para solo em casa de vegetagao.

Analises Moleculares

DNA genémico foi isolado de plantas de milho transformadas usando o
protocolo de Dellaporta et al. (1983). A presenga de um fragmento de 588
pb da construgédo génica AtPT2::GUS::NOS foi confirmada utilizando os
primers A6 (CCAGTG TCT CCG TTCACC TT) e A7 (AAC GGATCC TCT
TCT CCT CTG CAA), apés 30 ciclos (157- 94°C, 15”- 55°C, 15”- 72°C),

e uma extensao final a 72°C durante 7min. Os produtos amplificados
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foram separados em gel de 0.8% agarose em tampao TAE. Gels foram
tratados com brometo de etidio e visualizados sob luz UV, as imagens
foram estocadas no sistema de documentacao fotografica Eagle Eye I
(Stratagene).

Expressdo do Gene Repoérter GUS

Para avaliar a localizagao da expressao da enzima f-glucuronidase (gene
reporter GUS), controlado pelo promotor A{PT2 foi realizada a detecgao
histoquimica. Plantas foram incubadas a 37°C por 20 h em solugao
contendo 1 mM 5-bromo-4-chloro-3-indolyl -D glucuronide (X-Gluc,
Sigma, Sao Paulo, SP), 50 mM tampéo fosfato pH 6.8, 20% metanol,

1% Triton X-100 (RUEB; HENSGENS, 1998). A clorofila foi extraida dos
tecidos foliares utilizando banhos de 70% etanol por 30 - 60 min.

Para esses teste sementes T1 foram germinadas a 30° C durante sete
dias e as plantulas transferidas para solugao completa de acordo com
Magnavaca (1982) (Tabela 1), apds 4 dias metade das plantulas foram
transferidas para solugao sem fésforo e, a outra metade continuou na
solugado completa durante mais 6 dias para a ativagdo do promotor AtPT2
e do gene GUS.

9
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Tabela 1. Composicéo da solugao nutritiva para crescimento de plantulas

de milho (MAGNAVACA, 1982)

Solugéo nutritiva final
mg elemento /L Composigao
Elem. Fonte g/L mL Cation Anion Elem mg/L uM
esto/ L
Ca Ca(NO,).4H,0 270 3,08 Ca:11,1 NO,-N:98,6 Ca 141,1 3527
NH,NO, 33,8 NH,N:18,2 NO,-N:18,2 K 90,1 2310
Mg 20,8 855
K KCI 18,6 2,31 K:22,5 Cl:20,4 NO,N 152,0 10857
K,SO, 44,0 K:45,6 80,-8:17,7 NH,/N 18,2 1300
KNO, 24,6 K:22,0 NO,-N:7,9 P 1,4 45
S 18,8 587
Mg Mg(NO,) 142,41,54 Mg:20,8 NO,-N:24,0 B 0,27 25
P KH,PO, 17,6 0,35 K:1,7 H,PO,1,4 Fe 43 77
Mn 0,5 91
Fe Fe(NO,),9H,0 20,3 1,54 Fe:4,3 NO,-N:3,3 Cu 0,04 0,63
HEDTA 13,4 HEDTA:0,26 Mo 0,08 0,83
Micro 0,77 Zn 0,15 2,29
Mn  MnClL.4HO 2,34 Mn:1,5 Cl:0,65 Na 0,04 1,74
B H,BO, 2,04 BO,-H:0,27 HEDTA 20,06 75
Zn ZnSO,7H,O 0,88 Zn:0,15 80,-8:0,07
Cu CuSO,.5H,0 0,20 Cu:0,04 80,-S:0,02
Mo Na,MoO,.2H,0 0,26 Na:0,04  MoO,-M:0,08
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Resultados e Discussao

O gene AtPT2 codifica para uma proteina de membrana transportadora
de fosfato em Arabidopsis thaliana (MUCHHAL et al., 1996). Sua atividade
foi detectada principalmente em raizes quando a planta é submetida
ao estresse de fosforo. De acordo com Mukatira et al. (2001) 5 dias
sob estresse de fésforo séo suficientes para a ativagao, nas raizes, do
promotor AtPT2. Também foi detectada esporadicamente em folhas
sob o estresse de fésforo prolongado. Com o objetivo de estudar o
funcionamento do promotor AtPT2, isolado de Arabidopsis thaliana, no
sistema heterélogo milho, aproximadamente 2.300 bp da regido 5 ndo
codante do gene foi subclonada na frente da regido codante do gene
reporter GUS.

A presenca da construgéo AtPT2::GUS::NOS foi confirmada em 34 plantas
de milho transgénicas produzidas, sendo 10 eventos diferentes. Estes
eventos foram crescidos em casa de vegetagdo e a PCR com os primers
especificos para o promotor, A6 e A7, amplificaram uma regido de 588

pb (Figura 1), confirmando a presencga da construgdo génica nas plantas
geradas (Figura 2).

B C- 2 4 =] =] 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 8032 =
.. - . -e ’
5884» - - -- - o . . LR .- . s s .

Figura 2. Plantas Transgénicas de Milho Contendo a Construgdo AtPT2.GUS. PCR
Primers: A6 X A7; MM: 1 Kb Marcador Molecular; 0: Branco da reagéo de PCR; C-:
Controle negativo, planta de milho ndo-transgénica; P:Construcéo génica AtPT2.
GUS; 1 a 35: DNA isolado de plantas transgénicas. Gel de agarose 0,8%.
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A localizagdo da enzima B-glucuronidase, nas plantas transgénicas
geradas, foi detectada em ensaios histoquimicos para GUS (Figura 3). Na
analise histoquimica, similar aos dados apresentados por Karthikeyan et
al. (2002), a expresséo do reporter gene GUS foi detectada apenas nos
tratamentos onde as plantas de milho foram submetidas ao estresse de
fésforo, sugerindo que plantas compartilham mecanismos regulatérios
comuns para a ativagado de genes envolvidos na resposta a este tipo de
estresse. Entretanto, em oposicéo aos resultados obtidos com plantas
transgénicas de A. thaliana e tabaco, transformadas com esta mesma
construgéo (KARTHIKEYAN et al., 2002), a expressao do gene reporter
GUS foi detectada em folhas de um dos eventos transgénicos (Figura

3). Quantificagéo preliminar da expresséo da B-glucuronidase em raizes

e folhas dos diferentes eventos transgénicos produzidos (dado nao
apresentado) mostrou que a expressao da enzima nas raizes foi em média
quatro vezes maior do que nas folhas.

Figura 3. Expressao do Gene Repdrter GUS em Plantas Transgénicas

de Milho Contendo a Construcao Génica AtPT2.GUS. (A) Raiz de milho:

1) depois de 5 dias em solugao nutritiva completa; 2) depois de 5 dias em
solugao nutritiva sem Pi; (B) Corte transversal da folha em solugéo nutritiva
sem Pi; (C) Folha em solugao nutritiva completa; (D) folha em solugéo
nutritiva sem Pi. (a) cortex; (b) cilindro vascular; (c,d) feixe vascular; (e)
parenquima.
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Os resultados sugerem que os mecanismos de regulagéo do promotor
AtPT2 isolado de A. thaliana, possuem semelhangas com 0s mecanismos
de regulacao de genes envolvidos com o estresse de fésforo em milho.
Entretanto, as regides relacionados com o direcionamento da expressao
preferencial do gene AtPT2, em raizes de dicotiledbneas parecem nao
serem totalmente conservadas entre plantas de milho e Arabidopsis.
Contudo, o envolvimento de transportadores de fosfato de alta afinidade na
translocacao interna de fosforo ja foi proposto por diferentes autores (LIU
et al., 1998; KARTHIKEYAN et al., 2002). Em concluséo este promotor

€ uma ferramenta Util que podera ser empregada para direcionar a
expressao preferencial de genes relacionados com o estresse de fésforo
em raizes de milho, criando plantas mais adaptadas as condi¢des do
cerrado brasileiro.
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