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Isolamento e Caracterização de 
Genes Transportadores de Fósforo 
de Alta Afinidade em Sorgo

Maria José Vilaça de Vasconcelos1

José Edson Fontes Figueiredo2

Robert Eugene Schaffert3

Kaschandra G Raghothama4

Resumo – O fosfato (Pi) é um dos macronutrientes essenciais para o 
crescimento e desenvolvimento das plantas. No entanto, sua disponibilidade 
é altamente restrita em solos ácidos do Cerrado brasileiro, que são 
frequentemente usados para o cultivo de sorgo (Sorghum bicolor). Embora 
vários genótipos contrastantes eficientes e ineficientes do uso de Pi tenham 
sido obtidos de variantes genéticas naturais, os mecanismos moleculares 
subjacentes permanecem obscuros. Os transportadores Pi de alta afinidade 
desempenham um papel fundamental na aquisição de Pi pelas raízes e sua 
posterior mobilização para partes aéreas. Neste estudo, preparamos uma 
biblioteca de cDNA a partir de plântulas de sorgo crescidas sob deficiência 
de Pi que foi escrutinada utilizando-se os transportadores heterólogos 
de Pi, ZmPTs do milho. Isso possibilitou o isolamento de dois homólogos 
referidos como SbPT1 (MH333040) e SbPT2 (MH333041) (Sorghum bicolor 
Phosphate Transporter). A análise de Southern blot revelou que os genes 
SbPT estão representados por uma pequena família gênica compreendendo 
cinco a seis membros no genoma do sorgo. Os resultados evidenciaram 
um aumento significativo nos níveis de transcrição de SbPT1 e SbPT2 nas 
raízes de genótipos deficientes em Pi. Esses resultados sugerem a regulação 
transcricional de SbPTs por Pi.

Termos para indexação: SbPTs; Sorghum bicolor; biblioteca de cDNA, 
Southern e Northern Blots.

1	 Farmacêutica – Bioquímica, PhD.,  Pesquisadora da Embrapa Milho e Sorgo.
2	 Biólogo, D.Sc. em Genética Molecular, Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo.
3	 Eng.-Agrôn., Ph.D. em Genética e Melhoramento de Plantas, Pesquisador da Embrapa Milho e Sorgo.
4	 Eng.-Agrôn., Professor da Universidade de Purdue, IN, USA.
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Isolation and Characterization of High Affinity 
Phosphorus Transporter Genes in Sorghum

Abstract – Phosphate (Pi) is one essential macronutrient required for plant 
growth and development. However, its availability is highly restricted in acidic 
soils of the Brazilian Cerrado, which is frequently used for sorghum (Sorghum 
bicolor) cultivation. Although several efficient and inefficient contrasting gen-
otypes phosphorus use efficiency have been obtained from natural genetic 
variants, their underlying molecular mechanism remains obscure. High affinity 
Pi transporters play a key role in Pi acquisition by the roots and its subse-
quent mobilization to aerial parts. In this study, we prepared a cDNA library 
from sorghum seedlings grown under Pi deficiency that was scrutinized us-
ing the maize heterologous ZmPTs Pi transports. This led to the isolation of 
two homologues referred as  SbPT1 (MH333040) and SbPT2 (MH333041) 
(Sorghum bicolor Phosphate Transporter). Southern blot analysis revealed 
that the SbPT genes comprise a small family of genes with five to six mem-
bers in the sorghum genome. Results showed a significant increase in the 
transcription levels of SbPT1 and SbPT2 in the roots of Pi-deficient plants. 
These results suggest the transcriptional regulation of SbPTs by Pi.

Index terms: SbPT; Sorghum bicolor; cDNA Library; Southern and Northern 
Blots.
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Introdução
A disponibilidade de fosfato é fundamental para o crescimento e 
desenvolvimento ideal das plantas. Fósforo é um constituinte de várias 
moléculas biologicamente importantes, tais como ácidos nucleicos, 
ATP, fosfolipídios, e também serve como um metabólito envolvido em 
um amplo espectro de processos biológicos, incluindo metabolismo de 
carbono, fotossíntese e reações de transferência de energia (Raghothama; 
Karthikeyan, 2005; Jain et al., 2007; Schachtman; Shin, 2007). O fosfato é 
um dos nutrientes vegetais mais limitantes em muitas regiões do mundo, 
particularmente nas tropicais. As culturas são cultivadas em vastas extensões 
de solos severamente deficientes em Pi na América Latina (Yan et al., 1996).

A área de Cerrado no Brasil central ocupa cerca de dois milhões de quilômetros 
quadrados, o que representa 23% da superfície terrestre do País. Os solos 
de Cerrado são altamente ácidos e caracterizam-se por níveis tóxicos de 
Al e alta adsorção de P, tornando a disponibilidade de Pi, um dos principais 
problemas de limitação de rendimento para espécies cultivadas nessa região 
(Schaffert et al., 2001). Em práticas agrícolas convencionais, a deficiência 
de Pi é largamente alterada pela aplicação de fertilizantes fosfatados. No 
entanto, esta prática além de ser cara tem o seu uso continuado ameaçado 
em razão das reservas cada vez menores de rochas não renováveis de 
fosfatos (Abelson, 1999). Há também evidências crescentes de que os 
fertilizantes por si só não podem sustentar os rendimentos das culturas por 
longos períodos (Tilman et al., 2002). Na cultura de arroz, onde duas ou três 
safras crescem anualmente, o uso de fertilizantes aumentou com o tempo, 
mas os rendimentos muitas vezes permaneceram inalterados (Cassman; 
Pingali, 1995). Isto sugeriu que há necessidade de melhorar a eficiência do 
uso de fósforo pelas culturas

Uma das maneiras possíveis de resolver este grave problema é identificar 
ou desenvolver genótipos de espécies de culturas que sejam eficientes 
na aquisição e utilização do fósforo. Variações inter e intraespecíficas 
na capacidade de desenvolvimento das plantas em condições limitantes 
de fósforo também foram relatadas anteriormente para várias espécies 
agronômicas (Lynch; Beebe, 1995; Lynch, 1998). Essas variações estão 
amplamente correlacionadas a um aumento no comprimento e na densidade 
dos pelos radiculares, facilitando a exploração do volume do solo pelas 
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raízes (Bates; Lynch, 2001; Lynch; Brown, 2001; Gahoonia et al., 2001; 
Wang et al., 2004). A formação de aerênquima cortical induzida por baixa 
disponibilidade de fósforo em raízes de plantas de feijão eficientes no uso de 
fósforo também tem sido atribuída à adaptação de plantas às condições de 
baixa disponibilidade desse elemento (Fan et al., 2003). Concomitantemente, 
esforços têm sido direcionados para a elucidação dos mecanismos 
moleculares subjacentes que governam diferenças genotípicas na absorção 
de P em solos com deficiência de P. Um mapeamento QTL da população de 
arroz, desenvolvido a partir de um cruzamento entre a cultivar Kasakath (alta 
absorção de P) com a cultivar Japonica Nipponbare (baixa absorção de P), 
revelou que cerca de 80% da variação entre os genótipos se deve a um único 
QTL que é referido como Pup1 (Wissuwa et al., 1998, 2002; Wissuwa; Ae, 
2001; Gahoonia; Nielsen, 2004; Gamuyao et al., 2012).

A análise assimétrica da expressão gênica utilizando fragmentos de genes da 
planta Arabidopsis revelou indução de transportadores de Pi de alta afinidade 
juntamente com uma série de genes que se presumia estarem associados às 
respostas de plantas à deficiência de Pi (Misson et al., 2005). Embora vários 
estudos tenham fornecido informações abrangentes sobre as respostas 
moleculares à deficiência de P em plantas modelos (Jain et al., 2007; 
Schachtman; Shin, 2007; Nussaume  et al., 2011; Huang et al., 2013), não está 
claro qual das características moleculares confere variabilidade genotípica 
para tolerância ao estresse de fósforo. Uma evidência para a variabilidade 
genotípica poderia ser que alguns dos genótipos eficientes no uso de P 
podem ter desenvolvido uma coordenação mais eficiente da absorção de P 
através de transportadores fosfatos de alta afinidade pertencentes à família 
Pht1 e sua utilização. Mostrou-se a expressão de genes transportadores de 
P de alta afinidade nas interfaces simbióticas raiz-solo e fungos micorrízicos 
de várias plantas di e monocotiledóneas (Misson et al., 2004; Raghothama; 
Karthikeyan, 2005; Nagy et al., 2006; Jain et al., 2007; Schachtman; Shin, 
2007). Reduções significativas de 40% a 75% da capacidade de absorção 
de P foram demonstradas nos transportadores Pi de alta afinidade (Misson et 
al., 2004; Shin et al., 2004). Um estudo anterior também mostrou o aumento 
na captação e concentração de fosfato em células de tabaco transgênicas 
expressando o transportador de fosfato de Arabidopsis (Mitsukawa et al., 
1997). Além disso, a fusão do gene promotor-repórter e RT-PCR confirmaram 
a expressão de transportadores Pi de alta afinidade não apenas em raízes, 
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mas também em diferentes tecidos vegetativos e reprodutivos, destacando 
seu envolvimento tanto na aquisição do Pi quanto na mobilização interna 
(Karthikeyan et al., 2002; Mudge et al., 2002). A expressão diferencial de 
transportadores Pi de alta afinidade em diferentes genótipos de trigo (Davies 
et al., 2002; Mushtak et al., 2018) e arroz (Zhang et al., 2015; Wu et al., 2013; 
Yang et al., 2018), durante o estresse de P, forneceu evidências adicionais 
para o provável envolvimento de transportadores Pi de alta afinidade em 
conferir variabilidade genotípica para eficiência de uso de Pi.

Materiais e Métodos
Sementes de genótipos de sorgo (Sorghum bicolor (Moench)) foram 
germinadas em papel de germinação e transferidas para bandejas contendo 
solução nutritiva de Hoagland (meia força) modificada, por uma semana (Liu 
et al., 1998). Após uma semana, as plantas foram então transferidas para 
solução nutritiva de Hoagland sem fósforo. Durante o curso dos tratamentos, 
as soluções nutritivas foram renovadas em dias alternados. Após 15 dias de 
tratamento, as raízes das plantas foram colhidas, congeladas em nitrogênio 
líquido e armazenadas a -80 °C para extração de RNA e DNA visando a 
construção da biblioteca de cDNA, análise de Southern e Northern blot. 

Biblioteca de cDNA

O RNA total foi isolado das raízes do genótipo de sorgo usando o método de 
precipitação com fenol e cloreto de lítio (Pawlowski et al., 1994) e o mRNA foi 
obtido utilizando o kit de mRNA PolyATtract® (Promega Corporation, Madison, 
WI). A qualidade do mRNA foi determinada em gel de agarose desnaturante, 
e subsequentemente cinco microgramas da amostra foram usadas para o 
preparo da biblioteca de cDNA. A biblioteca de cDNA foi construída no sítio 
EcoRI-XhoI do vetor Uni-ZAP XR de acordo com as instruções do fabricante 
(Stratagene, CA) e, em seguida, escrutinada utilizando-se transportadores Pi 
de alta afinidade de milho marcados com P32 de acordo com procedimento 
padrão (Sambrook et al., 1989; Nagy et al., 2006). Com base no tamanho 
da inserção e no mapeamento de restrição, os clones representativos foram 
sequenciados.



9Isolamento e Caracterização de Genes Transportadores de Fósforo de Alta Afinidade em Sorgo

RACE-PCR - Foi feita amplificação rápida de extremidades de cDNA para 
obter clones de comprimento total. Foi empregada a técnica 5’-RACE-
PCR usando a primeira cadeia de DNA de sorgo como molde e a reação 
foi realizada de acordo com as instruções do fabricante (Stratagene, CA). 
Os produtos de RACE-PCR foram clonados utilizando um kit de clonagem 
TOPO-TA e E. coli TOP10F quimicamente competente (Invitrogene, CA) e 
realizado o sequenciamento. Os dois clones isolados foram denominados 
como SbPT1 e SbPT2.

Depósito das sequências

As sequências clonadas dos transportadores de fósforo de sogo e 
expressos em raízes de sorgo submetidas à deficiência desse elemento 
foram depositadas no GeneBank em 11/05/2018, sob o Código:  MH333040 
(SbPT1) e MH333041 (SBPT2).

Sourthern blot

O DNA genômico foi extraído das folhas dos genótipos de sorgo como 
descrito por Dellaporta et al. (1983). Vinte microgramas de DNA genômico 
foram digeridos com BamHI, EcoRI e HindIII e separados em gel de agarose 
a 1% (p/v) por electroforese. Em seguida, o DNA foi transferido para 
membranas de nylon como descrito (Sambrook et al., 1989) e hibridizado 
com as sondas de cDNA marcadas com P32 de SbPT1 e SbPT2. Os filtros 
foram inicialmente lavados duas vezes, dez minutos cada, com uma solução 
de baixa estringência 2X SSC e 0,2% de SDS (v / v). Seguiu-se lavagem 
de alta estringência com 0,1X SSC e SDS a 0,1% (v / v) a 42 °C durante 10 
minutos. Membranas foram expostas a filmes Kodak XAR-5. Os filmes foram 
revelados e estudados.

Northern Blot

O RNA total foi extraído usando o método de precipitação com fenol e 
cloreto de lítio (Pawlowski et al., 1994). Dez microgramas de RNA total foram 
separados por electroforese em gel de agarose desnaturante a 1,2% (p / 
v) e transferidos para uma membrana de nylon (MAGNA Osmonics Inc., 
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Minetonka, MN), seguindo as instruções de fabricante. Após a transferência, 
o RNA foi imobilizado por UV em Stratalinker (Stratagene, La Jolla, CA, EUA). 
A pré-hibridação foi realizada por 2 a 4 horas a 42 °C em solução contendo 
formamida 50% (v / v), solução 5X Denhardt, SDS 0,1% (w / v) e SSPE 6X 
e 150 µg / mL DNA de esperma de salmão. Utilizou-se fragmentos de DNA 
marcados com 32P-dCTP utilizando o kit de marcação de DNA IITM DECA 
prime (Ambion, Austin, TX) para sondar as membranas. A hibridização foi 
realizada com 106 cpm de sonda / mL num tampão de hibridação a 42 °C 
durante 16 horas. As condições de lavagem e exposição ao filme de raio X 
foram semelhantes às descritas anteriormente para o Southern blot. 

Resultados e Discussão
Neste estudo, foram isolados e caracterizados os genes SbPT1 e SbPT2 que 
codificam para transportadores Pi de alta afinidade, usando uma biblioteca 
de cDNA preparada a partir de raízes P(-) de sorgo (Figura 1). As sequências 
de aminoácidos dos transportadores de Pi do sorgo revelaram alta homologia 
com transportadores de Pi de milho, cevada e arroz (Tabela 1) e são membros 
da família de genes Pht1 (Paszkowski et al., 2002; Rae et al., 2003; Nagy et al., 
2006). Isso é consistente com estudos anteriores que relataram similaridade 
de sequência entre os membros das famílias de transportadores Pi de uma 
variedade de espécies de plantas (Raghothama, 1999).

Estudos moleculares mostraram a expressão desses transportadores em 
diferente genótipos de sogo crescidos em solução nutritiva na presença 
e ausência de Pi (Figura 2). As análise espaço-temporal e o estudo do 
reabastecimento revelaram a regulação transcricional de SbPTs nas raízes, 
caule e folhas de genótipos de sorgo submetidos ao estresse de fósforo 
(Dados não mostrados). Esses resultados estão de acordo com relatos 
anteriores que demonstraram que os transportadores Pi de alta afinidade em 
diferentes espécies de plantas são rigidamente regulados por Pi (Muchhal et 
al., 1996; Daram et al., 1998; Liu et al., 1998; Muchhal; Raghothama, 1999; 
Karthikeyan et al., 2002; Bustos et al., 2010). Se os SbPTs operam coletiva ou 
independentemente na manutenção da homeostase de Pi é atualmente uma 
questão meramente especulativa. Algumas evidências foram geradas pelo 
estudo de Medicago truncatula que sugeriram que o MtPT1, um transportador 
da família Pht1, forma estruturas de ordem superior, dímeros ou tetrâmeros 
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potenciais, e a perda de uma proteína transportadora Pi poderia afetar 
a atividade de todo o complexo transportador (Chiou et al., 2001). Uma 
tendência semelhante também foi observada para os transportadores de 
sacarose, localizados nos elementos do tubo crivado, que formam complexos 
oligoméricos em razão da capacidade de interagirem uns com os outros 
(Reinders et al., 2002). Uma análise mais abrangente da função de diferentes 
membros da família Pht1 foi fornecida pelo estudo de um mutante duplo que 
não possuía Pht1;1 e Pht1;4 em Arabidopsis thaliana (Shin et al., 2004). 
Sob condições de baixa concentração de Pi, o duplo mutante de pht1;1 e 
pht1;4 apresentou redução de cerca de 75% na capacidade de captação de 
Pi em relação ao tipo selvagem. Isto sugere que a alta eficiência de aquisição 
de Pi dos transportadores de Pi poderia possivelmente estar relacionada 
com a abundância dos transcritos do gene que os codificam. Além disso, a 
concentração de Pi no xilema pode ser tão alta quanto 10 mM, e presume-se 
que Pi é carregado no xilema por um sistema ativo de transporte (Bieleski; 
Ferguson, 1983; Bielecka et al., 2015; Poirier et al., 1991). Atualmente, a 
presença de transportadores de Pi que poderiam desempenhar um papel 
na remobilização de Pi tem sido amplamente inferida a partir da expressão 
espacial de genes que codificam esses transportadores em diferentes espécies 
de plantas (Devaiah et al., 2009; Daram et al., 1998; Chiou et al., 2001; 
Mudge et al., 2002). Foi demonstrado que quase 80% do Pi é remobilizado 
de folhas senescentes em Arabidopsis thaliana (Himelblau; Amasino, 2001) 
e isso pode ser corroborado por um relato que mostrou uma forte expressão 
do gene repórter dirigido por promotor Pht1 em folhas senescentes de 
plantas famintas por Pi (Karthikeyan et al., 2002). Em nosso estudo, SbPT1 
e SbPT2 também mostraram altos níveis de transcritos nas folhas jovens e 
velhas durante o estresse de Pi (dados não mostrados), indicando seu papel 
no movimento e remobilização de Pi através de uma variedade de outros 
tecidos, incluindo o vascular. Isso evidencia o potencial dos transportadores 
de Pi na remobilização em diferentes tecidos e consequente utilização de Pi. 
Diferenças no padrão de expressão dos transportadores de Pi também foram 
relatadas em variedades de trigo (Davies et al., 2002) e arroz (Jia et al., 2011; 
Sun et al., 2012; Secco et al., 2013; Wang et al., 2014; Li et al., 2015).

Para mais informações sobre o papel dos SbPTs na contribuição para a 
eficiência do genótipo do sorgo, esforços estão em andamento na Embrapa 
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para desenvolver linhas quase isogênicas (NILs) a partir de um cruzamento 
entre genótipos eficiente e ineficiente. 

 
 
Figura 1. Análise de Southern blot dos genes SbPT1 e SbPT2 de sorgo. O DNA 
genômico do sorgo foi digerido com BamH1, EcoR1 e HindIII e sondado com SbPT1 
e SbPT2 marcados com 32P. A escada do DNA foi usada como marcador de tamanho. 
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Conclusões
Os genes SbPTs podem ser usado como marcador molecular para 
mapeamento de ligação e análise de QTL da eficiência do uso de Pi. Além 
disso, atualmente a técnica de supressão de hibridação subtrativa (SSH) está 
sendo utilizada para a identificação de outros marcadores moleculares de 
sorgo que são expressos apenas em populações eficientes no uso de Pi.

Figura 2. Expressão dos SbPTs induzida por deficiência de fósforo em genóti-
pos de sorgo. Análise de Northern blot das raízes de genótipos de sorgo cultivados 
hidroponicamente sob condições P + (250 µM) e P- (0 µM) por 15 dias. Os blots foram 
hibridados com SbPT1 e SbPT2 marcados com 32P. A equivalência da quantidade de 
RNA em todas as linhas é mostrada por rRNA corado com brometo de etídio (painel 
inferior).
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