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Resumo

A disponibilidade de fosforo (P) € um dos fatores mais
limitantes para a produtividade agricola em solos tropicais,
uma vez que este nutriente apresenta menor eficiéncia de uso
por plantas. Modificagoes na morfologia do sistema radicular
sao particularmente importantes para a eficiéncia na aquisicao
de P em plantas em razao da baixa mobilidade do fosforo no
solo. O sistema radicular € complexo e formado por diferentes
tipos de raizes. Durante a embriogénese, uma raiz primaria é
depositada no polo basal do embriao, enquanto um numero
variavel de raizes seminais é formado no escutelo, que sao
relevantes somente nos estagios iniciais do desenvolvimento.
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Em estagios mais avancados de desenvolvimento, um extenso
sistema radicular pés-embrionario forma a maior parte do
sistema radicular. O mutante de rtcs (rootless concerning crown
and seminal roots) de milho foi identificado pela sua completa
falta de raizes seminais embrionicamente formadas e raizes
pés-embrionarias formadas. Posteriormente, foi demonstrado
que RTCS codifica um fator de transcricao responsavel pela
regulacao desses tipos radiculares no milho. Além disso, o
RTCS foi mais expresso em genodtipo de milho eficiente a P. O
objetivo deste trabalho foi superexpressar o gene RTCS em
plantas de tabaco visando o aumento da superficie radicular

e aumento da aquisicao de P. Para isso, o gene RTCS foi
amplificado a partir da linhagem de milho e clonado no vetor
binario pMCG1005. As plantas de tabaco foram transformadas
via Agrobacterium tumefaciens, selecionadas e regeneradas

e a insercao foi confirmada por PCR com oligonucleotideos
especificos para os genes RTCS e BAR. Foram obtidos trés
eventos transgénicos que apresentaram alto numero de

copias e baixa expressao do transgene. Contudo, houve maior
crescimento do sistema radicular e vegetativo sob baixo P.

O gene RTCS codifica um fator de transcricao que se liga a
fatores responsivos a auxina, que podem estar estimulando o
crescimento radicular, mesmo com expressao génica baixa. As
informacgodes geradas nesse trabalho contribuem para o melhor
entendimento dos mecanismos genéticos ligados ao sistema
radicular.

Palavras-chave: Agrobacterium tumefaciens, fésforo, raiz,
sistema radicular, transgénico.
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Abstract

The phosphorus (P) availability is one of the most limiting
factors for agricultural productivity in tropical soils, since this
nutrient has the lowest efficiency use by plants. Modification
in root morphology is especially important for P acquisition
efficiency in plants due to low P mobility in soil. The root
system is complex and formed by different root types. During
embryogenesis, a primary root is deposited in the basal
nucleus of the embryo, while a variable number of seminal
roots are formed in the scutellum, which are relevant only in
the early stages of development. In more advanced stages of
development, an extensive post-embryonic root system form
most of the root system. The maize rtcs (rootless concerning
crown and seminal roots) mutant was identified by its complete
lack of embryonic and post-embryonic roots. Subsequently,

it was demonstrated that RTCS encodes a transcription factor
responsible for the regulation of these root types in maize.

In addition, RTCS was more expressed in a P-efficient maize
genotype. The aim of this work was to overexpress the RTCS
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gene in tobacco plants in order to improve root surface area
and P acquisition efficiency. For this purpose, the RTCS gene
was amplified from a maize line and cloned in the binary vector
pMCG1005. Tobacco plants were transformed via Agrobacterium
tumefaciens, selected, regenerated and the insertion was
confirmed by PCR with specific primers for RTCS and BAR
genes.Three transgenic events were obtained and presented
high copy number and low expression. However, they
presented superior root and vegetative growth.The RTCS gene
encodes a transcription factor, that binds to auxin responsive
factors, that could be stimulating root growth, even with low
expression. The information generated in this work contribute
for a better understating of root system genetic mechanism.

Key words: Agrobacterium tumefaciens, phosphorus, root, root
system, transgenic.

Introducao

A disponibilidade de fésforo (P) no solo é um dos fatores mais
limitantes a produtividade agricola em solos tropicais, uma
vez que esse nutriente apresenta menor eficiéncia de uso pelas
plantas (BALIGAR; FAGERIA, 1997). A adubacao fosfatada é
realizada pela adicao de altas doses de fosfatos soluveis ao
solo, sendo que a maior parte do adubo adicionado se torna
indisponivel por causa do processo de fixagao as particulas do
solo (VANCE; CHIOU, 2011), aumentando significativamente
os custos de producao. Adicionalmente, esse nutriente ndo

€ renovavel, sendo derivado da exploracao de reservas
minerais sedimentares ou magmaticas. Comparado a outros
nutrientes, o P é considerado o de menor mobilidade e o
menos prontamente disponivel na rizosfera (RAGHOTHAMA,
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1999; SHEN et al., 2011). O P é absorvido do solo pelas
plantas na forma de ortofosfato que ocorre em concentragoes
extremamente baixas na solucao do solo, consideradas
subotimas para a produgao de graos (VANCE et al., 2003).
Além disso, o coeficiente de difusao do P no solo é muito
baixo, fazendo com que a absorgao pela planta crie uma zona
de deplecao desse nutriente ao redor da raiz (RAMAEKERS

et al., 2010). Varios sao os mecanismos desenvolvidos pelas
plantas quando submetidas a limitacao de P, dentre eles:
modificagdes de atributos morfolégicos da raiz, modificagcoes
de caracteristicas quimicas na rizosfera, alteracoes de
caracteristicas fisioldgicas na cinética de absorc¢ao, alteragcoes
em processos bioquimicos e interagcoes com microrganismos,
principalmente fungos micorrizicos (MARSCHNER, 1995;
LYNCH, 1995; RAMAEKERS et al., 2010; LYNCH; BROWN, 2012).

O controle genético da morfologia radicular é complexo

e apenas alguns genes foram descritos em cereais até o
momento (ZHU et al., 2005; WOLL et al., 2005; TARAMINO

et al., 2007; BRADY et al., 2007; GAMUYAOQO et al., 2012). Um
dos genes relacionados a formacao radicular em milho é o
Rootless Concerning Crown and Seminal Roots (RTCS). O
RTCS desempenha um papel central na iniciacao de raizes
seminais embridnicas e pos-embridnicas, sendo que o mutante
desse gene tem apenas a raiz primaria e suas laterais (HERTZ
et al., 1996). A clonagem baseada em mapeamento revelou
que esse gene esta localizado no braco curto do cromossomo
1 e codifica uma proteina de dominio LOB (Lateral Organ
Boundaries) (TARAMINO et al., 2007). As proteinas de dominio
LOB fazem parte da familia de genes LBD (Lateral Organ
Boundaries Domain), especifica de plantas, e essencial na
regulacao do desenvolvimento de 6rgaos laterais de plantas.
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Genes LBD estao envolvidos na regulacao do metabolismo

de antocianina e nitrogénio, bem como em respostas a
fitormonios, como citocianinas, auxinas e giberelinas. As
proteinas LBD contém um dominio LOB caracteristico composto
por um motivo C necessario para a ligacao do DNA, um
residuo de glicina conservado e uma sequéncia tipo fecho de
leucina (leucine-zipper) necessaria para interagoes proteina-
proteina. Recentemente, varios genes da familia LBD foram
caracterizados funcionalmente, mostrando associagoes a
fendtipos mutantes relacionados com quase todos os aspectos
do desenvolvimento da planta, incluindo desenvolvimento

de embrides, raizes, folhas e inflorescéncia (MAJER;
HOCHHOLDINGER, 2011; THATCHER et al., 2012).

Em Arabidopsis e milho, a familia de genes LBD é composta
por 43 membros. A familia de genes LBD pode ser dividida
em duas classes de acordo com a estrutura do seu motivo
fecho de leucina. As proteinas semelhantes a esse tipo de
sequéncia pertencem a classe |, ao passo que as proteinas
de dominio LOB de classe |l sao caracterizadas por um fecho
de leucina incompleto indicando funcdes divergentes destas
classes proteicas. As proteinas do dominio LOB de classe |
sao tipicamente expressas na base de 6rgaos laterais e estao
envolvidas na formacao desses 6rgaos. RTCS e seu paralogo
RTCL sao da classe | e estao envolvidos em diferentes aspectos
do desenvolvimento radicular, como a formacao de raizes da
parte aérea no milho e no arroz e no desenvolvimento das
raizes laterais em Arabidopsis (SHUAI et al., 2002; MAJER;
HOCHHOLDINGER, 2011; THATCHER et al., 2012).

O gene RTCS é expresso nos primordios da raiz da coroa em
milho e é induzido por auxina. Porém o RTCS nao é expresso
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em raizes laterais e essas raizes nao sao afetadas nos mutantes
(TARAMINO et al., 2007). Além disso, o RTCS é mais expresso
na linhagem de milho eficiente para aquisicao de fosforo de
milho (L3) do que na linhagem ineficiente (L22) em condigoes
de baixo P (SOUSA et al., 2012).

Nesse trabalho foi feita a transformacao de tabaco, via
Agrobacterium tumefaciens, com o gene RTCS de milho
visando o aumento da superficie radicular e da eficiéncia da
aquisicao de P.

Materiais e Métodos

Construcao dos Cassetes de Expressao

O gene RTCS foi amplificado a partir do RNA extraido de

raiz da linhagem L3 de milho eficiente para aquisicao de
fosforo (SOUSA et al., 2012), proveniente do programa de
melhoramento da Embrapa Milho e Sorgo. O RNA foi extraido
com o kit Plant RNeasy (Qiagen), seguindo as orientacoes do
fabricante. A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 1 mg
de RNA total, previamente tratado com DNase |, utilizando o kit
“High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Life Technologies,
CA). O gene RTCS foi amplificado, sequenciado e subclonado
no vetor PGEMT-Easy (Promega) com oligonucleotideos:
RTCS_1_F: ATGACGGGGTTCGGGTCAC e RTCS_1_R:
TTACGAGCGATGGTTCAGGT desenhados com base na
linhagem B73 de milho (RefGen_v3 - GCF_000005005.1). Apos a
confirmacao por sequenciamento o RTCS foi clonado no vetor
binario pMCG1005 nos sitios Spel e Avrll, sob o promotor da
ubiquitina e contendo o gene BAR para selecao (Figura 1).



Aumento da Superficie Radicular de Tabaco Mediada pelo Gene Rootless Concerning 11
Crown and Seminal Roots (RTCS) de Milho
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Figura 1. Representacao esquematica da construcao e do gene
RTCS de milho. (A) Esquema da regiao do T-DNA do vetor
binario pMCG1005. LB, borda esquerda, RB, borda direita, com
o promotor ubiquitina no sitio de clonagem do RTCS, marcador
de selecao gene BAR sob promotor 4x35S e terminadores nos
e ocs3’. (B) Gene RTCS. (C) Proteina codificada pelo gene RTCS,
em destaque o dominio LOB.

Transformacao de Agrobacterium tumefaciens com o
Gene RTCS

Insercao do cassete de expressao na Agrobacterium
tumefaciens EHA101 foi feita via eletroporacao. Foi adicionado
as células 1,0 ml de meio YEP sem antibiético, seguido de
incubacao por 2 horas a 28 °C com agitacao. Em seguida

essa mistura foi centrifugada e ressuspendida em 200 pl de
meio YEP. Foram plagqueados 50 pl dessa suspensao em meio
YEP s6lido com os antibiéticos canamicina, espectinomicina

e clorofenicol. As placas foram incubadas a 28 °C por trés
dias. Posteriormente, uma col6nia de cada construgao



12

Aumento da Superficie Radicular de Tabaco Mediada pelo Gene Rootless Concerning
Crown and Seminal Roots (RTCS) de Milho

génica foi isolada e incubada a 28 °C durante 18 horas em
meio YEP liquido contendo antibidticos (LIN et al., 1995).

O DNA plasmidial foi extraido por lise alcalina, de acordo

com Sambrook e Russel (2001). Foi aplicado 1,0 ul do DNA
plasmidial em gel de agarose 0,8% para confirmar a clonagem.

Transformacao de Tabaco com os Genes Candidatos

As plantulas de tabaco (Nicotiana tabacum L. cv. Petit Havana)
utilizadas para transformacao foram mantidas in vitro até
atingirem aproximadamente 5 cm de altura, quando foram
utilizadas para a transformacao via Agrobacterium tumefaciens
EHA 101. A cultura de Agrobacterium contendo a construcao
génica foi colocada em contato com discos de folhas de
tabaco (explantes) em uma placa de Petri, durante 1 minuto.
Apods serem agitados, os explantes foram transferidos para

o meio PSM (Shooting Medium), cuja composicao em um
litro corresponde a: 0,43% sais MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), 3% sacarose, 1 mL/L vitamina B5, 0,5 yM NAA e 4 uM
BA, sem antibidtico ou agente de seleg¢ao por 48 horas a 24-
26 °C em camara de crescimento iluminada (LOPES, 2016).
Apos esse periodo os explantes foram transferidos para meio
PSM suplementado com 100 mg/L tioxin. Apds sete dias
foram transferidos para um novo meio PSM + antibiotico + 1
mg/L PPT e esse subcultivo foi feito a cada sete dias até que
calos aparecessem e ocorresse a diferenciacao das folhas. As
plantulas foram isoladas (com cerca de 1 cm de comprimento)
e transferidas para meio de enraizamento PRM, composicao
para um litro corresponde a: 0,215% sais MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), 1,5% sacarose, 1 mL/L vitamina B5, antibiodtico
e 1 mg/L de PPT (LOPES, 2016). As plantulas transformadas e
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enraizadas foram transferidas para o solo e mantidas em casa
de vegetacao.

Identificacao da Insercao dos Transgenes

Com o intuito de verificar a insercao dos cassetes de expressao
nas linhagens transgénicas de tabaco regeneradas foi realizado
PCR utilizando 10 ng/pl de DNA gendmico extraido de cada
linhagem usando o método de Saghai-Maroof et al. (1984).
Para a amplificagao do DNA gendmico foram utilizados,
respectivamente, um oligonucleotideo senso junto a regiao
promotora Ubiquitina, e um oligonucleotideo complementar

a regiao codificadora do RTCS.Também foram utilizados
oligonucleotideos especificos para o gene BAR (Tabela 1).

Tabela 1. Nome e sequéncia dos oligonucleotideos utilizados
para confirmacao da insercao do transgene e o tamanho do
fragmento esperado.

UBI_F GTGTTTAGCAAGGGCGAAAA 862 pb
RTCS_R TTACGAGCGATGGTTCAGGT

BAR_F AGAAACCCACGTCATGCC 427 pb
BAR_R TGCACCATCGTCAACCAC

Estimativa do Numero de Copias do Transgene por
qPCR

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens, de acordo com
Saghai-Maroof et al. (1984), e usado a uma concentracao de
20 ng/pl. As reacdes de PCR quantitativo foram conduzidas

no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA) utilizando o kit Fast SYBR® Green
Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA) seguindo
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as recomendacoes do fabricante. A estimativa do numero
de insergdes do transgene no genoma de tabaco foi feita
conforme Barros et al. (2011) e Zhang et al. (2014). Como
referéncia de copia unica foi usado o gene AXI7 (SUBR et al,
2006) de tabaco, AXI1-F: 5'-GAGGAAATTGGCCTTATGC-3’

e AXI1-R: 5'-CGTTCGAACTTGTGAAGCAA-3' e para

o transgene oligonucleotideos para o gene BAR,

BAR-F: 5'-ACAGCGACCACGCTCTTGA-3' e BAR-R:
5'-GCTCTACACCCACCTGCTGA-3’). O evento copia unica de
tabaco utilizado como referéncia para o gene BAR foi a amostra
ZmPSTOL1_8.02Ev.6, que apresentou segregacao 3:1 em
trabalhos anteriores (LOPES, 2016).

Deteccao de Transcritos do Gene de Interesse por
qPCR

O RNA foi extraido de plantulas de tabaco crescidas sob baixo
P (97 uM) em trés estagios do desenvolvimento, a 20, 40 e 60
dias ap6s o plantio. Os tecidos foram coletados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80 °C até o momento da extracao do
RNA total. O RNA total foi extraido utilizando o kit Plant RNeasy
(Qiagen), seguindo as orientagdes do fabricante. A concentragao
do RNA foi determinada pela leitura de absorbancia a 260, 280
e 320 hm e a qualidade foi verificada por eletroforese em gel

de agarose. A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se 1 mg
de RNA total, previamente tratado com DNase |, utilizando o kit
“High Capacity cDNA Reverse Transcription” (Life Technologies,
CA).

As analises de PCR quantitativo foram realizadas no
equipamento ABI7500 utilizando a técnica de SYBR, segundo
as recomendacoes do fabricante. Foi utilizado um par de
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oligonucleotideos para 18S ribossomal TagMan® (Life
TechnologiesTM) como controle enddégeno e oligonucleotideos
especificos RTCS-F: ATGACGGGGTTCGGGTCAC e RTCS-R:
TTACGAGCGATGGTTCAGGT. A expressao génica relativa foi
calculada conforme o método 2-AACt (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001).

Caracterizacao Morfoldgica do Sistema Radicular

As sementes de tabacoT1 foram esterilizadas com hipoclorito
de sédio 6% por 5 minutos, lavadas com agua destilada e
germinadas para posterior transferéncia para placas de Petri
(90 x 15mm) em meio MS "2 (Anexo 3) sob baixo fosforo (97
MM de P). Os experimentos foram realizados em camara de
crescimento com temperatura diurna média de 27 + 3 °C,
noturna de 20 + 3 °C e fotoperiodo de 12 horas. Apds 42 dias de
tratamento, as imagens do sistema radicular das plantulas de
tabaco foram obtidas utilizando-se o escaner Epson XL 10000,
equipado com unidade de luz adicional (TPU), e os dados
analisados com o software WinRhizo v. 4.0 (Regent Systems,
Quebec, Canada), sendo quantificadas diversas caracteristicas
radiculares, incluindo comprimento total (cm) e area de
superficie total (cm2) (SOUSA et al., 2012).

Resultados e Discussao

Construcao do Cassete de Expressao e Transformacao
de Agrobacterium tumefaciens com o Gene RTCS

O gene RTCS foi amplificado a partir do cDNA de raiz de milho
com tamanho de fragmento de 735 pb com tamanho similar
ao RTCS da linhagem B73 descrita porTaramino et al. (2007).

15
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Os insertos positivos foram sequenciados e comparados com
a sequéncia do gene RTCS-B73 (Gene Bank: EF051735). No
alinhamento das sequéncias RTCS-B73, RTCS-L3 (colonia
L3V2) foram observados alguns SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms), incluindo uma delecao de trés bases, que
resultou na delecao de um aminoacido. O gene RTCS foi
clonado no vetor pMCG1005 nos sitios Avrll e Spel, que foi
inserido na Agrobaterium tumefaciens EHA101.

Transformacao de Tabaco com o Gene RTCS

Foi feita a transformacgao dos discos foliares a partir de
plantulas de tabaco cultivadas in vitro (Figura 2) com as
construcoes génicas de interesse e o material foi cultivado na
presenca do herbicida fosfinotricina (PPT) (Figura 2AB) a fim de
selecionar os calos resistentes. Conforme pode ser observado
na Figura 2C, os calos resistentes exibem coloragao esverdeada,
enquanto os susceptiveis apresentam coloracao marrom. O
subcultivo foi feito até o aparecimento dos calos e diferenciacao
das folhas (Figura 2D). As plantulas isoladas foram transferidas
para o solo (Figura 2EF) até seu estagio de florescimento para
coleta das sementes (Figura 2G).

Identificacao da Insercao dos Transgenes

Apos o processo de selegao das plantas transformadas pelo
herbicida fosfinotricina (PPT), trés plantas foram resistentes ao
PPT e a insergao dos transgenes BAR (Figura 3A) e RTCS (Figura
3B) foi confirmada por PCR.
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Figura 2. Processo de transformacao de tabaco. A- Discos

de folha de tabaco no meio PSM sdlido com Agrobacterium
tumefaciens com a construcao pMCG1005- Rtcs L3. B-

Estagios iniciais da formacao de calos no meio de selecao.

C- Desenvolvimento da parte aérea sob selecao. D- Plantula de
tabaco enraizando in vitro. E e F- Planta de tabaco em pote com
solo na casa de vegetacao. G-Tabaco florescendo.
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A B

4=862pb
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Figura 3. Visualizacado do PCR feito com plantas transformadas
com o gene RTCS com oligonucleotideos para o BAR (A) e
RTCS (B). L - 1 kb Plus Ladder (Invitrogen). P1, P2 e P3- Plantas
regeneradas da transformacao de Agrobacterium tumefaciens
com UBI::RTCSL3::NOS. C + Controle positivo (plasmideo). C -
Controle negativo (planta de tabaco selvagem) e B - branco. As
setas indicam o tamanho do fragmento.

A técnica de transformacao via Agrobacterium tumefaciens tem
sido muito utilizada em dicotiled6neas, pois ela naturalmente
infecta essas plantas. Um fator importante envolvido na
capacidade de infeccao é a quantidade de compostos fenolicos
liberados pela planta hospedeira para interagcao com a bactéria.
Células de tabaco quando rompidas, liberam compostos
fenolicos como acetosiringona e alfahidroxiacetoseringona
que ativam os genes de viruléncia (vir), responsaveis pela
transferéncia doT-DNA da A. tumefaciens para as células
feridas do hospedeiro. No processo de infeccao, varios

outros parametros devem ser considerados, entre eles, pH,
temperatura, acucares, periodo de cocultivo, tecido alvo, cepas
da Agrobacterium e pequenas quantidades de antibidticos

para controle do crescimento da bactéria. Em razao dessas
variagoes, os numeros de plantas transformadas e resistentes
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sao relativamente baixos, entre 10 a 20% do numero de calos
totais (ZAMBRYSKI, 2013; NESTER, 2015).

Estimativa do Numero de Copias do Transgene por
qPCR

A estimativa do numero de insergoes do transgene no genoma
de tabaco foi feita pelo método 2-AACt (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). As amostras utilizadas nesse ensaio foram pMCG1005
(Evento 3), pMCG1005 (Evento 4), pMCG1005 (Evento 6), RTCS
L3 (Evento 1), RTCS L3 (Evento 2), pois até o momento do
experimento a planta RTCS L3 (Evento 3) nao havia florescido.
Foram encontradas mais de uma copia do gene BAR nos
eventos transgénicos (Tabela 2) quando comparados com o
evento copia Unica ZMPSTOL8.02 (Evento 6), utilizado como
referéncia (LOPES, 2016). A insercao de uma cépia do transgene
€ desejavel, pois eventos com cépia Unica sao geneticamente
estaveis (GADELETA et al., 2011).

Os sitios de integragcao do DNA exd6geno e o numero de copias
integradas no genoma da planta sao, ainda, imprevisiveis,
mesmo utilizando métodos indiretos como a transformacao
por Agrobacterium, considerada um processo mais preciso,
com integracao de uma ou poucas copias no genoma da
planta. As moléculas de T-DNA integram-se aleatoriamente
por recombinacao no genoma, embora haja indicacdes de
que se integrem mais frequentemente em regioes com alta
atividade transcricional, de modo que o numero de cépias
inseridas varia entre um transformante e outro (BRASILEIRO;
DUSI, 1999; VAUCHERET et al., 2001; GADELETA et al., 2011).
Em Arabidopsis, a distribuicao da integracao do T-DNA foi
observada em regides codificantes, regioes nao codificantes,
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regioes intergénicas, sequéncia repetitivas, incluindo regioes
de centromero e teldmero, grande rDNA e 5S rDNA repetidos
(GELVIN; KIM, 2007).

Tabela 2. Estimativa do numero de copias do transgene por
gPCR calculado pelo 2-AACt em linhagensT de tabaco.

RTCS L3 (Evento 1) 2,34
RTCS L3 (Evento 2) 5,91
pMCG1005 (Evento 3) 3,51
pMCG1005 (Evento 4) 1,65
ZMPSTOLS8.02 (Evento 6)*Referéncia 1,02

Expressao do Gene RTCS por qPCR

Foi realizado um ensaio de expressao temporal com o gene
RTCS utilizando o gene 18S ribossomal como controle
endogeno em plantulas de tabaco em trés estagios do
desenvolvimento (20, 40 e 60 dias). A expressao do gene RTCS
foi variavel entre os eventos nos diferentes tempos (Figura 4).
A planta L3 (Evento 3) obteve a maior expressao relativa com 60
dias em relacao aos demais eventos (Figura 10). Vale ressaltar
que o numero de cépias nas plantas transgénicas L3 (Eventos 1
e 2) foi superior a um. Um pré-requisito para a planta expressar
o transgene € a estabilidade e segregacao. Diversos trabalhos
tém relatado um desvio na segregacao mendeliana em plantas
transgénicas (SHRAWAT et al., 2007; WEINHOLD et al., 2013),
revelando a existéncia de mecanismos celulares que regularam
a expressao dos transgenes até entao desconhecidos. A causa
da instabilidade vem sendo estudada nas ultimas trés décadas
e as explicacOes para a inativacao/silenciamento da atividade
do transgene incluem falta de transcricao por metilacao do
promotor juntamente com a condensacao da cromativa, ou
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degradacao do transcritos por outros mecanismos (FAGARD;
VAUCHERET, 2000; RAJEEVKUMAR et al., 2015).

Além dos fatores epigenéticos que podem influenciar

os niveis de expressao, o local de insercao do transgene
também pode estar associado ao silenciamento génico
(VAUCHERET et al., 1998). O silenciamento de genes induzido
por transgene em plantas pode ocorrer ao nivel transcricional
ou pos-transcricional. O silenciamento génico transcricional
ocorre principalmente quando repeticoes multiplas de um
transgene sao inseridas no genoma de plantas transgénicas.
Ele se correlaciona com a condensacao da cromatina e com a
metilacao. Alternativamente, pode envolver a producao de RNA
por um loco, levando a inativacao de alvos homologos através
de uma interacao RNA-DNA (PARK et al., 1996).

Caracterizacao Morfoldgica do Sistema Radicular

Plantulas de tabaco dos eventos transgénicos foram crescidas
em placas de Petri com meio de cultura sob baixo P durante 42
dias. Foram medidos diversos parametros radiculares, incluindo
comprimento radicular total e a drea de superficie total (Figura
5A e B). Os eventos transgénicos contendo o gene RTCS
apresentaram diferenca significativa no comprimento radicular
total (cm) e area de superficie total (cm2) (Figura 6) e visual
considerando o crescimento vegetativo (Figura 7) em relacao
aos eventos controle.
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Figura 4. Expressao temporal do gene RTCS em plantulas de
tabaco transgénicasT1 em trés estagios de desenvolvimento
(20, 40 e 60 dias). A expressao génica relativa foi calculada
utilizando o método 2-AACT. Plantulas transgénicas RTCS-L3
(Eventos 1, 2 e 3) e controles negativos (pMCG1005 Eventos 3,
4 e 6). As barras de erro correspondem a SEM (Erro padrao da
média) de 3 repeticoes técnicas com 20 plantulas cada.
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Figura 5. Comprimento radicular total (cm) e area de superficie
radicular total (cm2) de plantulas de tabaco transgénico
crescidas em meio de cultura sob baixo P por 42 dias. As
barras de erro correspondem a 6 repeticoes. Em cinza claro

os controles negativos (pMCG1005 Eventos 3, 4, 6 e 7) e cinza
escuro as plantulas transgénicas RTCS-L3 (Eventos 1 e 2). As
barras de erro correspondem a SEM (Erro padrao da média)
de seis repeticoes técnicas. As barras com a mesma letra

nao diferem significativamente pelo teste t de Student (LSD)
(p<0,05).
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Figura 6. Plantulas de tabacoT1 crescidas em meio com baixo
fosforo por 42 dias. (A, B, C): Plantas controle, transformadas
com o vetor pMCG1005 vazio e (D, E, F): Plantas transgénicas
com RTCS-L3.
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Figura 7. Plantulas de tabacoT1 com 60 dias de
desenvolvimento. Planta transgénica (UBI: :Rtcs L3-3: :NOS) a
esquerda e controle a direita.

Os trés eventos obtidos apresentaram um alto numero de
copias. O RTCS codifica um fator de transcricao, que pode
desencadear multiplas respostas celulares (YANAGISAWA et al.,
2004). A expressao do gene RTCS em milho é muito baixa, de

3 a 13 p.p.m. (partes por milhao) em bibliotecas geradas para
anadlise por MPSS (Massive Parallel Signature Sequencing) de
raiz, sendo sua expressao detectada nas raizes primarias 55
horas apds a germinacao, raizes nodais no estagio V5, ponta de
raizes nodais no estagio V6 e raizes inteiras nos estagios V6 e
V12 (TARAMINO et al., 2007). Apesar de o mutante rtcs afetar

a iniciacao de raizes seminais embrionarias, nao foi detectada
expressao desse gene nas bibliotecas de embriao, implicando
que o RTCS pode ser expresso em niveis minimos, inferiores a

25
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1 p.p.m., ou entao expresso que fases curtas e especificas do
desenvolvimento (TARAMINO et al., 2007).

O RTCS em milho esta localizado no nucleo (MAJER et al., 2012)
e é expresso com 10 dias de crescimento nos nds coleoptilares
(TARAMINO et al., 2007). O sistema radicular do tabaco é
diferente do milho e essa informacao é desconhecida até o
momento. Foi observada uma variacao temporal da expressao
do RTCS em tabaco, que também pode ter sido influenciada
pelo baixo P uma vez sua expressao foi modulada em milho
(SOUSA et al., 2012). O impacto no fenotipo observado, como
o0 aumento da arquitetura radicular e crescimento vegetativo,
pode ser consequéncia da ativacao transcricional, mesmo com
a baixa expressao do transgene. O RTCS tem elementos de
reposta a auxina na sua regiao promotora, o que indica que ele
tem fungao na iniciagao mediada por auxina dos primoérdios das
raizes seminais embrionicas e pos-embrionicas (TARAMINO et
al., 2007). Além disso, foi demonstrado que o RTCS se liga no
motivo de DNA LBD no promotor do fator de resposta a auxina
(ARF) ZmARF34 e este se liga no promotor do RTCS, de forma
reciproca (MAJER et al., 2012). Os genes ARF sao induzidos por
auxina e se ligam nos fatores responsivos a auxina (AuxREs).
Em Arabidopsis, que tem o sistema radicular similar ao tabaco,
o AtARF7 interage com AtMYB77 e AtARF19, que regulam
AtLBD16 e AtLBDZ29, controlando a formacao das raizes laterais
(OKUSHIMA et al., 2007). Além disso, LBD16 e LBD18 estao
envolvidos na iniciacao e emergéncia de raizes laterais e
também funcionam abaixo de AtARF7 e AtARF19 (LEE et al.,
2009).

O RTCS é um regulador maior da formacao de raizes coronais
em milho e esta envolvido com a regulacao de fatores de



Aumento da Superficie Radicular de Tabaco Mediada pelo Gene Rootless Concerning
Crown and Seminal Roots (RTCS) de Milho

auxina, que é o principal hormoénio ligado a formacao de
diferentes tipos radiculares. Mesmo com a expressao do
transgene baixa e o alto numero de copias, que pode estar
ocasionando esta baixa expressao, é possivel que o RTCS esteja
ativando os fatores de resposta a auxina em cascata, o que
explica o aumento da superficie radicular e consequente maior
crescimento vegetativo. Apesar das evidéncias apresentadas
nesse trabalho, um maior numero de eventos cOpia Unica e
experimentos detalhados serao necessarios para comprovar a
funcao do RTCS em tabaco.

Conclusao

Linhagens de plantas transgénicas de tabaco superexpressando
o gene RTCS apresentaram alto numero de copias, baixa
expressao génica relativa, porém tiveram aumento significativo
do comprimento e area de superficie radicular, assim como da
parte vegetativa, indicando que o gene RTCS provavelmente se
liga a fatores responsivos a auxina, que por sua vez estimulam
o crescimento radicular, mesmo com baixa expressao génica do
gene RTCS.
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