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RESUMO

FLAVIA, Fldvia Caldeira do Nascimento. A expressao de citocininas oxidases em raizes de
arroz altera a morfologia radicular e aumenta a eficiéncia de aquisicaio de nutrientes.
2014. 55f. Dissertacao (Mestrado em Agronomia, Ciéncia do Solo). Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

O hormonio vegetal citocinina € reconhecidamente um importante regulador do sistema
radicular das plantas. Pesquisas sugerem que uma redu¢do na quantidade de citocinina na raiz
pode provocar um aumento do tamanho do sistema radicular. Diferentes estratégias t€ém sido
empregadas para a reducdo da quantidade de citocinina em raizes de plantas. Neste trabalho
estudou-se o efeito da superexpressdo de genes que codificam para citocininas oxidases
(OsCKX) em raizes de arroz sobre a morfologia e arquitetura radicular, bem como a
eficiéncia de aquisicdo de nutrientes. Os genes OsCKX2 e OsCKX5 foram fusionados ao
promotor Rcc; que promove uma expressido forte e especifica em raizes de arroz. Foram
obtidas vdrias linhagens de plantas de arroz transformadas com as construcdes génicas
Prec3:OsCKX2:3xHA e  Pree3:OsCKX5:3xHA. Ambas as construgdes promoveram
caracteristicas desejdveis de morfologia do sistema radicular das plantas, como: maior
volume, comprimento, drea de projecao e nimero de dpices radiculares. Um experimento em
casa-de-vegetacdo foi conduzido com plantas Pgrc3:OsCKX5:3xHA em solo de baixa
fertilidade (Planossolo) para avaliar a eficiéncia de aquisicdo de nutrientes e parametros
morfoldgicos do sistema radicular. A expressdo do gene OsCKX5 sobre o controle do
promotor Rcc; provocou um aumento de mais de 150 vezes na expressao deste gene nas raizes
das plantas transformadas quando comparadas as plantas ndo transformadas, sem contudo,
afetar os niveis de expressao na parte aérea. A expressdo especifica na raiz do gene OsCKX5
resultou em um sistema radicular mais desenvolvido sem comprometer o crescimento da parte
aérea. De modo geral, as plantas transformadas (L#48 e L#49) apresentaram maiores valores
de massa de raizes, profundidade do sistema radicular e maior relagdo raiz/parte aérea. Como
consequéncia, demonstraram ser mais eficientes na absor¢ao de macronutrientes (N, P, K, Ca
e Mg) e micronutrientes (Fe e Zn) apresentando maiores teores e contetidos destes nutrientes
nas raizes e nas folhas. Os resultados indicam que a expressdo especifica na raiz do gene
OsCKX5 resulta em maior crescimento do sistema radicular e absor¢cdo mais eficiente de
nutrientes em solos de baixa fertilidade.

Palavras-chaves: Oryza sativa. Sistema radicular. Citocinina. OsCKX5
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ABSTRACT

FLAVIA, Fldvia Caldeira do Nascimento. Expression of cytokinins in roots oxidases alters
rice root morphology and increases efficiency of nutrient acquisition. 2014. 55p
Dissertation (Master Science in Agronomy, Soil Science) Instituto de Agronomia,
Departamento de Solos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2014.

The plant hormone cytokinin is known to be an important regulator of the plant root system.
Research suggests that reduction in the amount of cytokinin in the root may lead to an
increase in the size of the root system. Different strategies are used to reduce the amount of
cytokinin in plant roots. In this work, the effect of over expression of genes encoding
cytokinin oxidases (OsCKX) in root morphology and architecture of rice plants, as well as the
efficiency of nutrient acquisition were studied. The OsCKX2 and OsCKX5 genes were fused
to the promoter Rcc; who runs a strong and specific expression in rice roots. Several strains of
rice plants transformed with gene constructs were obtained PRcc; OsCKX2:3xHA and
PRcc3;:0sCKX5:3xHA. Both constructions promoted desirable characteristics of root system
morphology of the plants, such as: high volume, length, projection area and number of root
tips. A greenhouse experiment was conducted with the plants PRcc3;:OsCKX5:3xHA in a low
fertility soil (Fragiudult) to evaluate the efficiency of nutrient acquisition and the root system
morphological parameters. Expression of OsCKX5 gene under the control of the promoter
Rcc; resulted in an increase of more than 150 times in the expression of this gene in the roots
of transformed plants compared to the untransformed plants; however, without affecting the
levels of expression in the shoots. The specific expression in the root of OsCKX5 gene
resulted in highest developed root system without compromising the growth of shoots. In
general, the transformed plants (L #48 and L #49) showed biggest root mass, root depth and
greater root/ shoot ratio. As a consequence, they showed to be most efficient in the absorption
of macronutrients (N, P, K, Ca and Mg) and micronutrients (Fe and Zn), presenting highest
levels and contents of these nutrients in the roots and leaves. The results indicate that the root-
specific expression of the gene OsCKX)5 results in increased root growth, and more efficient
absorption of nutrients in low fertility soils.

Key words: Oryza sativa. Root system. Cytokinin. OsCKX5
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1 INTRODUCAO

O arroz € um dos cereais mais utilizados na alimenta¢do humana em diversas partes do
mundo e também no Brasil, principalmente pela populagao de baixa renda. O arroz € alimento
basico para cerca de 2 bilhdes de pessoas, possuindo um excelente balanco nutricional,
fornecendo 20% da energia e 15% da proteina per capta necessdria a dieta humana (IBGE,
2012). A producado brasileira na safra 2010/2011 foi de 12.628,2 mil toneladas em uma drea
plantada de 2.746,7 mil hectares, ficando entre os dez principais produtores de arroz no
mundo, com cerca de 11 milhdes toneladas por ano (IBGE, 2012). Entretanto, estimativas
indicam que até 2050 serd necessario produzir 260 milhdes de toneladas a mais de arroz para
atender a demanda mundial (CONAB, 2011). Por se adaptar facilmente a diferentes condi¢des
de clima e solo, o arroz é considerado como uma espécie que apresenta grande potencial para
o combate a fome no mundo.

O arroz € uma planta modelo para estudos entre as monocotiledoneas, por ser um
organismo dipléide com 12 cromossomos e genoma de 390 mega pares de bases (Mb), sendo
assim, o menor entre os cereais, possuindo aproximadamente 32.000 genes com base no
genoma de Oryza sativa L. ssp. Japonica (THE RICE ANNOTATION PROJECT, 2007).

O genoma do arroz apresenta sintenia com o de outros cereais, como o milho e o trigo,
(MOORE et al., 1995). A disponibilidade de fragmentos de sequéncias expressas (ESTs do
inglés, Expressed Sequence Tags), e mapas moleculares (INTERNACIONAL RICE
GENOME SEQUENCING PROJECT, 2005; HARUSHIMA et al., 1998), faz do arroz uma
planta modelo para estudos fisioldgicos e genéticos principalmente entre as monocotiledoneas
(GALE & DEVOS, 1998; SHIMAMOTO & KYOZUKA, 2002).

As plantas frequentemente enfrentam condi¢des adversas ou estresses bidticos e
abidticos, que as conduzem a uma série de mudancas morfoldgicas, bioquimicas e
moleculares, limitando seu crescimento, reproducdo e causando sérios danos a produtividade
(MAHAJAN & TUTEIJA, 2006).

Os estresses abidticos sdo a causa primdria de perda de producao agricola, reduzindo a
produtividade dos cereais em até 50% (BOYER, 1982; BRAY et al.,, 2000). Segundo
MAHAJAN & TUTEJA (2006), estresses abidticos causam a perda de milhdes de ddlares a
cada ano devido a reducdo da produtividade de grdos, o que ameaca a sustentabilidade da
agricultura.

O estresse hidrico e a baixa disponibilidade de nutrientes s@o os mais importantes
fatores que limitam a producdo de diversas culturas e tem se tornado problema severo em
muitas regides do mundo (PASSIOURA, 2007). A cultura do arroz € particularmente
suscetivel ao estresse hidrico, onde se estima que 50% da produgdo de arroz no mundo esta
associada a ocorréncia ou nao de seca (BOUMAN et al., 2005).

O reconhecimento da importancia das raizes para a tolerancia a seca, a efici€ncia na
absor¢do de nutrientes e a diversidade na arquitetura radicular do arroz, tem sido base sélida
para a pesquisa de tolerancia a seca no Instituto Internacional de Pesquisa do Arroz (IRRI)
(HENRY, 2013). Nos anos 2000, o IRRI iniciou um programa de melhoramento para a
selecdo de caracteristicas radiculares relacionadas a produtividade sob condicdes de estresse
hidrico. Apés a identificacdo de QTLs (Loci para Caracteristicas Quantitativas) para
produtividade sob condicdes de estresse hidrico, foram identificados genes relacionados a
caracteristicas de morfologia e arquitetura radicular.

O crescimento dos Orgdos de uma planta é regulado pelo ambiente (ex.:
disponibilidade de nutrientes e luz), bem como, por fatores endégenos, como os hormoénios
vegetais. Os mecanismos que regulam o tamanho dos 6rgdos em plantas estdo comec¢ando a



ser elucidados e somente uma pequena fracdo dos fatores genéticos ja foram identificados
(KRIZEK, 2009). Mudancas no crescimento das plantas obtidas por muta¢des em genes que
controlam a homeostase hormonal contribuiram significativamente para aumento dos
rendimentos dos cultivos (SALAMINI, 2003).

O tamanho e a arquitetura do sistema radicular determinam a habilidade das plantas
para adquirir 4gua e nutrientes, fatores limitantes para o crescimento e rendimento das plantas
em muitos ecossistemas agricolas (PRICE et al., 1997).

O hormonio vegetal citocinina € reconhecidamente um importante regulador do
sistema radicular das plantas (WERNER & SHMULLING, 2009). E também sabido que a
citocinina inibe o alongamento e a ramificacdo de raizes (CARY et al., 1995). Por outro lado,
uma redugdo na quantidade de citocinina na raiz pode provocar um aumento do tamanho do
sistema radicular (WERNER et al., 2003). Diferentes estratégias sdo usadas para a redugdo da
quantidade de citocinina, como a expressdo constitutiva de genes que codificam para
citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) (YANG et al., 2003), reducdo da biossintese de
citocinina (MIYAWAKI et al., 2006), mutacdo de genes que codificam para receptores
(REIFLER et al., 2006), ou supressao da rota de sinalizacdo da citocinina (HEYL et al.,
2008). Esses trabalhos demonstraram que a citocinina € um regulador negativo do
crescimento das raizes e que sua concentracao fisioldgica € 6tima para o crescimento radicular
sob condi¢cdes normais. Portanto, a manipulagdo da quantidade de citocinina pode ser uma
estratégia vidvel para obten¢do de plantas com sistema radicular mais desenvolvido.

Em funcdo da citocinina também ser importante para o crescimento da parte aérea das
plantas, é necessdrio que a reducdo da quantidade de citocinina na planta se dé
especificamente nas raizes. Recentemente, foi demonstrado que em Arabidopsis e tabaco, a
expressao da citocinina oxidase com promotores especificos de raizes foi capaz de reduzir os
teores de citocinina nas raizes, sem alterar sua concentragdo na parte aérea das plantas
(WERNER et al., 2010). Esses autores verificaram aumento do sistema radicular sem efeitos
negativos sobre a parte aérea das plantas. H4, entretanto, dividas se essa estratégia pode
funcionar para outras culturas e espécies monocotiledoneas.

Esta dissertagdo teve por objetivo estudar a superexpressio do gene da citocinina
oxidase (OsCKX) em raizes de arroz e sua relacdo com o processo de absor¢do de nutrientes,
bem como avaliar a morfologia e arquitetura radicular das plantas transgénicas quando
comparadas com plantas ndo transformadas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os Diferentes Sistemas de Producio de Arroz

A falta de 4gua afeta cada vez mais vdrias partes do mundo. Segundo a Organizacao
das Nagoes Unidas para Alimentacao e Agricultura (FAO) até 2025, 1,8 mil milhdes de
pessoas estardo vivendo em paises ou regides com absoluta falta de d4gua e dois ter¢os viverao
em zonas com falta de d4gua. O cendrio mundial mostra que o uso da dgua é muito mais
intenso do que héd poucas décadas atrds. Atualmente, cerca de 70% destina-se a agricultura,
20% a industria e 10% para o consumo humano. Esse uso intenso da dgua, principalmente na
agricultura e na industria, ocorre num ritmo mais acelerado do que a reposicao feita pelo seu
ciclo natural (GOMES et al., 2009).

A Organizacdo das Nacdes Unidas para a Educagdo, Ciéncia e Cultura (UNESCO),
afirma que as reservas de dgua estdo diminuindo, enquanto o consumo cresce, indicando que a
longo prazo, bilhdes de pessoas ndo terdo acesso a dgua de boa qualidade. Segundo GOMES
et al. (2009) os paises que correm maior risco sdo aqueles em desenvolvimento, uma vez que
a quase totalidade do crescimento populacional, previsto para os proximos cinquenta anos,
acontecerd nessas regioes.

O setor agricola é o maior consumidor de dgua. A agricultura mundial consome cerca
de 70% de toda a dgua derivada das fontes (rios, lagos e aquiferos subterraneos) e os outros
31% sao consumidos pelas industrias e uso doméstico (CHRISTOFIDIS, 2003). Sendo o
consumo de 4gua, portanto o elemento essencial ao desenvolvimento agricola, sem o controle
e a administracdo adequados e confidveis, ndo serd possivel uma agricultura sustentdvel.
Deste modo, o desenvolvimento de cultivares comerciais de arroz no sistema sequeiro,
tolerantes a deficiéncia hidrica € um dos principais desafios da pesquisa agricola mundial,
sobretudo devido a redugdo das fontes de dgua potdvel e a competi¢do da irrigacdo com o
consumo humano.

Considerando-se as diferencas socioecondmicas regionais, 0S recursos naturais € as
condi¢des edafoclimaticas, a distribuicdo das &reas irrigadas no Brasil ocorre de forma
desigual, e dai a escolha dos métodos e/ou sistemas de irrigacdo utilizados para o cultivo de
arroz, os quais dependem, dentre outros fatores, do nivel tecnolégico compativel e acessivel
economicamente ao produtor. Para a agricultura irrigada, a expansdo da drea no mundo torna-
se mais dificil devido as restricdes de disponibilidade de recursos hidricos, as condig¢des
ambientais, as dificuldades econdmicas e a degradacao dos solos.

No Brasil o cultivo de arroz irrigado e inundado sdo os predominantes na regiao sul,
em dreas sem restricdes hidricas regionais, em dreas de solos férteis, ndo sendo sujeitos a
adversidades climdticas recebendo assim maiores investimentos e altos indices de
produtividade (KHUSH, 1997). O arroz irrigado é responsavel por 65% da produ¢do nacional,
porém com alto custo de producao (PINHEIRO et al., 2006).

Em nosso pais, em grande parte de seu territério, a producdo de arroz no sistema
sequeiro (arroz de terras altas) ocorre em regides que estdo sujeitas a frequentes periodos de
déficit hidrico, como entre o ciclo de chuvas de verao, conhecidos como ‘“veranicos”
(CONAB, 2011). Estes influenciam negativamente no rendimento produtivo de arroz, além de
condi¢des de solos de baixa fertilidade natural, temperaturas elevadas e baixo nivel
tecnoldgicos utilizados pelos produtores (EMBRAPA, 2011). As interagdes dos gendtipos
com as condi¢Oes ambientais desfavordveis também afetam negativamente o desenvolvimento
vegetativo e consequentemente sdo expressas na forma de menores produtividades.

O cultivo de sequeiro tem maior relevancia nas regides nordeste € centro oeste; no
entanto, estas regides estao sujeitas a restricao hidrica. Contudo, estas regides reinem diversas



potencialidades para o cultivo do arroz, como posicionamento geografico estratégico,
infraestrutura de escoamento de producdo e condigdes edafoclimaticas favordveis,
contribuindo para o desenvolvimento do agronegdcio da cultura nestas regides. Tais aspectos
sdo decisivos ao desenvolvimento da economia agricola, sobretudo no que se refere aos
investimentos em producdo (EMBRAPA, 2011).

Desta forma variedades tradicionais de arroz com alto potencial produtivo e com alta
qualidade de graos estdo sendo estudadas especificamente para areas de sequeiro. Utilizando
variedades tradicionais de arroz sob manejo adequado € possivel alcangar maiores indices de
produtividade (ATLIN et al., 2006).

2.2 Citocininas

Os hormonios vegetais sdo substincias quimicas que regulam o desenvolvimento das
plantas influenciando processos fisioldgicos, € sdo ativos em baixas concentra¢des (DAVIES,
1995). As plantas utilizam uma ampla variedade de hormonios, dentre elas, membros das
cinco classes de hormdnios vegetais cldssicos (auxinas, citocininas, dcido abscisico, etileno e
giberelinas).

As citocininas merecem destaque nos estudos sobre hormodnios vegetais e
desenvolvimento, uma vez que diferem dos demais hormonios e agentes de sinalizagdo em
um aspecto importante: nenhum mutante com deficiéncia total deste hormonio é encontrado,
elas sdo estritamente necessdrias para a viabilidade, sugerindo que as mutagdes que eliminam
tais hormonios sdo letais. Os demais hormodnios vegetais parecem agir como chaves liga-
desliga, reguladoras dos processos especificos do desenvolvimento. J& hormdnios como as
auxinas e citocininas parecem ser necessdrias, em certo nivel, mais ou menos continuamente
(TAIZ & ZEIGER, 2004).

As citocininas foram descobertas durante pesquisas dos fatores que estimulam as

células vegetais a se dividirem (sofrerem citocinese). A descoberta das citocininas ocorreu
durante a década de 1950, quando a equipe do Dr. Folke Skoog, da Universidade de
Winsconsin (Estados Unidos), estava a procura de uma substancia que fosse responsavel pela
divisdo celular em vegetais, utilizando nessa abordagem, como modelo experimental, o
cultivo de extrato de culturas de células de tabaco in vitro.
Nessa época, ja se conhecia o dcido indolil — 3 — acético (AIA), uma auxina isolada em 1934.
A equipe ja sabia, por exemplo, que, quando o AIA era utilizado em meios nutritivos
juntamente com constituintes complexos, como extrato de levedura e dgua de coco, ocorria
uma intensa proliferacdo das células, o que levou a admitir a existéncia, nessas substancias, de
algo também essencial a divisdo celular. Essa substancia foi finalmente isolada por Carlos
Miller em 1955, um colaborador do Dr. Folke Skoog, e denominada cinetina (KERBAUY &
PERES 2004).

Embora a descoberta e a conceituacdo de citocinina tenham ocorrido a partir de uma
substancia artificial descoberta na década de 1950, a primeira citocinina natural em plantas s6
foi isolada 20 anos mais tarde, por David Letham, em extrato de milho verde (Zea mays),
denominando-a de zeatina (KERBAUY & PERES 2004).

Desde sua descoberta, citocininas tém sido relacionadas com quase todos os aspectos
do desenvolvimento vegetal, incluindo divisdo celular, iniciacdo e crescimento do caule,
senescéncia foliar e fotomorfogénese (MOK et al.,, 1994). Citocininas também regulam o
desenvolvimento das sementes (RIEFLER et al., 2006). Niveis end6genos reduzidos de
citocinina inibem o desenvolvimento do caule e aumentam o crescimento e ramificacdo das
raizes (WERNER et al., 2001), enquanto que elevados niveis de citocinina podem levar a
reducdo na domindncia apical e no desenvolvimento radicular, atraso na senescéncia e
aumento na regeneragao in vitro (GAN et al., 2002).



O tratamento de gemas laterais com citocinina causa quebra de dorméncia e o
crescimento delas (PHILLIPS, 1975). A aplicacdo de citocinina em plantas inteiras ou em
folhas destacadas tende a atrasar a senescéncia (GAN & AMASINO, 1996). Citocininas
podem induzir a expressio de muitos genes regulados pela luz (CHEN et al.,, 1993;
CROWELL, 1994). Plantulas estioladas crescidas na presenca de citocinina adotam uma
morfologia similar a plantulas crescidas na luz (CHORY et al., 1994). Citocininas influenciam
ainda relacdes fonte/dreno, germinacdo, formacdo de tecidos vasculares e expansdo do
cotilédone em muitas espécies (MOK et al., 1994).

As citocininas naturais sao derivadas de adeninas com distintas substitui¢des ligadas a
posicdo do carbono 6 da molécula (KIEBER et al., 2002). Outros compostos como o
thidiazuron, também possuem atividade citocininica (THOMAS & KATTERMAN, 1986). A
classe mais comum de citocininas possui cadeias laterais de isoprendides, incluindo a
citocinina mais abundante em Arabidopsis, trans-zeatina. Nas plantas superiores, a zeatina
ocorre tanto na forma cis quanto na forma trans, e essas formas podem ser interconvertidas
por uma enzima conhecida como zeatina isomerase. Enquanto a maioria dos efeitos da zeatina
¢ atribuida a forma trans, j4 se tem resultado de que a forma cis também pode ser
biologicamente ativa (MARTIN et al., 2001). Hoje s@o conhecidos vérios outros tipos de
citocininas sintéticas com estruturas semelhantes.

A citocinina estd presente em todos os tecidos vegetais, ocorrendo em maiores
concentracdes principalmente em 4pices caulinares, radiculares e em sementes imaturas
(NUNES, 2009). Estas podem atuar a longas distancias préoximas ou nas préprias células onde
foram produzidas (SCHMULLING, 2004). Citocininas também podem ser sintetizadas por
outros organismos, como: cianobactérias, algumas bactérias fitopatogénicas como
Agrobacterium tumefaciens (AKIYOSHI et al., 2005), Pseudomonas savastanoi (AKIYOSHI
et al., 1987) e, pelo fungo Dictyostelium discoideum (TAYA et al., 1978).

Ao contrdrio do que se acreditava no passado as citocininas podem ser produzidas em
diversos 6rgios da planta, mas o principal local de sua sintese sdo os dpices radiculares, de
onde sdo transportadas para o caule via xilema. Andlises de seiva bruta de plantas tem
demonstrado que as citocininas estdo presentes em boas quantidades. Com isso supde-se que
as citocininas sao transportadas via xilema principalmente na forma de ribosideos (LETHAM
& PALNI, 1983). Estas ainda podem ser transportadas da parte aérea para as raizes via
floema, mesmo que em menores quantidades. Desta forma as citocininas transportadas
assumem um importante papel no desenvolvimento coordenado da raiz e da parte aérea,
como, por exemplo, levando informag¢des sobre a disponibilidade de nutrientes
(SCHMULLING et al., 2003).

Grande parte das pesquisas feitas para determinar o papel das citocininas no
desenvolvimento das plantas, tem visado o efeito da aplicacdo deste hormonio. Essas
pesquisas sdo realizadas com diferentes espécies e delineamentos experimentais, o que de
alguma forma pode dificultar a comparagdo em alguns casos. Assim ndo ¢ sempre que fica
evidente se os efeitos dos hormdnios aplicados, sdo realmente um indicativo da real fungao
fisiologica do hormonio.

Para tentar amenizar estes problemas pesquisadores estdo propondo que os niveis
endégenos de citocinina sejam alterados através da criacdo de plantas transgénicas,
superexpressando genes sobre o controle de promotores especificos que levem ao controle
endogeno da citocinina. Plantas com reduzido conteudo de citocinina podem ser muito
informativas sobre o papel das citocininas, pois a falta de citocinina pode causar um fendtipo
de perda de func¢do para tracos fisioldgicos e de desenvolvimento nos quais as citocininas sao
limitantes (NUNES, 2009)

As plantas possuem mecanismos de controle dos niveis endégenos de citocinina, um
destes € a conjugagdo, onde citocininas podem ser conjugadas para formar um glicosideo no



qual uma molécula de aguicar, normalmente a glicose, estd vinculada a um anel purinico (na
posicdo N°, N7 ou N?), ou ao oxigénio da cadeia lateral da zeatina ou da di-hidrozeatina
(KIEBER, 2002).
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Figura 1. Representacdo esquemadtica do mecanismo de controle endégeno de citocinia

por conjulgacdo.

Outro mecanismo de controle endgeno de citocinina € a degradagdo. Muitos tecidos
vegetais possuem enzimas especificas que estdo relacionadas com a degradacdo de
citocininas. Em relacdo a estas enzimas pode-se citar as citocininas oxidases, que sdo enzimas
que degradam as cadeias laterais na posicio N® (JONES & SCHREIBER, 1997). As
citocininas trans-zeatina tém cadeias laterais N® insaturadas e sdo degradadas, enquanto di-
hidrozeatina e 6- benzilamino purina (BAP) sdo resistentes a clivagem da citocinina oxidase
(MOK & MOK, 2001). A enzima citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) catalisa a
degradacdo irreversivel de citocininas e, em muitas plantas € responsavel pela maioria da
inativacdo metabdlica de citocinina (MOK & MOK, 2001).
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enzima citocinina oxidase-desidrogenase (CKX) (POPELKOVA et al., 2006).

2.3 Funcao da Enzima Citocinina Oxidase/Desidrogenase (CKX) em Plantas

O primeiro relato da atividade da enzima citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) foi
no ano de 1971, quando Paces e colaboradores descreveram a conversdo de
isopenteniladenina a adenina, em extratos de culturas de células de tabaco. Mais tarde Whitty
e Hall (1974) observaram atividade semelhante em sementes de milho, culminando no nome
da enzima citocinina oxidase. Desde entdo, um grande nimero de publicagdes relataram a
atividade da CKX em uma grande variedade de tecidos e espécies, incluindo o milho, trigo,
feijao e soja (ARMSTRONG, 1994; GALUSZKA et al., 2001).

A lista de organismos que mostram atividade da CKX inclui duas espécies ndo
vegetais como, Dictyostelium discoideum e Saccharomyces cerevisiae (VAN KAST, 1987). A
degradacdo de citocinina por meio da enzima CKX ndo € a unica via predominante de
inativacdo de citocinina em todas as espécies e/ou 6rgdos vegetais. Por exemplo, nenhuma
atividade da CKX foi detectada em rabanete (Raphanus sativus), onde a inativagao de
citocininas ocorre exclusivamente por meio de conjugacdo ao invés de degradagdo
(SCHMULLING et al., 2003).

Hoje se sabe que as CKXs apresentam um papel importante na regulacdo dos processos
fisiolégicos das plantas. Provavelmente suas possiveis fun¢des bioldgicas vém das diferentes
localizagdes subcelulares. Um papel importante da CKX € que ela pode estar envolvida no
controle da quantidade de citocinina que é importada de outros locais, a partir de um tecido ou
6rgdao que produz citocinina. Por exemplo, a importacdo de citocininas de tecidos por vias
apoplasticas, onde a CKX poderia controlar os niveis de citocininas fisiologicamente ativas,



ou a maior atividade da CKX no pedinculo floral, controlando o teor de citocinina na
formacdo de graos de milho (JONES & SCHREIBER, 1997). No mesmo sentido TURNER et
al., (1985) e MOK & MOK (2001) sugeriram que a atividade elevada da CKX em cascas de
frutos de feijao (Phaseolus vulgaris) limitaria a circulac@o de citocinina a partir de embrides
em desenvolvimento que nao contenham niveis elevados de citocinina.

Em arroz pelo menos 11 genes da familia OsCKX ja foram caracterizados (OsCKXI a
OsCKX11), sugerindo que estes genes divergem quanto a funcionalidade e padrdes de
expressdo. ASHIKARI et al. (2005) estudando o perfil de expressdo do gene OsCKX2
observou que ele € preferencialmente expresso em folhas, colmos, inflorescéncia, meristemas
e folhas, encontrando diferencas nas cultivares de arroz estudadas. Houve alto nivel de
expressdo em inflorescéncias e meristemas em algumas cultivares e, em outras, foi muito
baixo. Nestes estudos também foi realizada uma correlacdo entre o nivel de expressdo do gene
OsCKX2 e ndmero de grao por panicula. Assim, eles sugeriram que as diferencas fenotipicas
observadas podem ter sido causadas devido ao diferente padrdo de transcricdo do OsCKX2 , o
que levou a um maior nimero de graos por paniculas (ASHIKARI et al., 2005).

Em estudo de localizacdo da enzima nos tecidos de arroz, quando o promotor do gene
da B-glucuronidase (GUS) foi fusionado ao gene OsCKX2, a expressao do GUS foi observada
principalmente no tecido vascular, raizes, meristemas e flores jovens. Assim a expressao do
OsCKX2 nos meristemas e inflorescéncias pode regular o nivel de citocinina nas flores
(ASHIKARI et al., 2005).

Esses estudos mostram que € possivel, por meio de ferramentas moleculares, usar
determinados genes de citocininas oxidase para regular o nivel endégeno de citocinina em
orgaos especificos.

2.4 Relacao entre os Genes da Citocinina Oxidase (CKXs) e a Absorc¢ao de Nutrientes

O crescimento e desenvolvimento dos 6rgdos das plantas sdo controlados por fatores
ambientais como disponibilidade de nutrientes e luz, e também fatores enddgenos, como os
hormoénios vegetais. Os mecanismos de regulacdo de o6rgdos em plantas estdo apenas
comegando a ser elucidados e poucos fatores genéticos que controlam o desenvolvimento e
tamanho dos 6rgdos das plantas foram identificados (GONZALEZ et al., 2009; KRIZEK,
2009). Deste modo, uma melhor compreensdo da regulacdo de crescimento de 6rgdos em
plantas se torna adequada para uma melhor abordagem no melhoramento de plantas.

A maior parte dos estudos sobre controle hormonal no desenvolvimento e crescimento
de orgdos € feito na parte aérea, enquanto que as raizes sdo raramente consideradas; no
entanto, o bom desenvolvimento do sistema radicular desempenha fun¢des essenciais, como a
absor¢do de dgua e nutrientes, armazenamento de reservas, sintese de compostos especificos e
o estabelecimento de interagdes bidticas na rizosfera (LOPEZ-BUCIO et al., 2003).

O tamanho e a arquitetura do sistema radicular determinam a capacidade da planta de
ter o acesso a dgua e nutrientes, estes fatores sdo os principais limitantes ao crescimento das
plantas, afetando o rendimento nos sistemas agricolas (LYNCH, 1995).

Existe uma correlagdo entre o tamanho do sistema radicular e a maior eficiéncia na
absor¢do de nutrientes em vdrias plantas cultivadas. Com isso vém se buscando a obten¢ao de
cultivares com sistema radicular mais desenvolvido (PRICE et al., 2002). Variedades de arroz
resistentes a seca apresentam um sistema radicular profundo e altamente ramificado em
comparagdo com variedades mais sensiveis a seca. Desta forma, plantas com sistema radicular
mais desenvolvido t&€m maior capacidade de competi¢do por nutrientes e maior capacidade de
sobrevivéncia em condi¢des de baixa disponibilidade de nutrientes (HODGE et al., 1999;
LIAO et al., 2001; COQUE & GALLALIS, 2006).



Estudando Arabidopsis thaliana NARANG et al. (2000) verificaram que variedades
com alta biomassa na raiz apresentaram maior absor¢do de fosfato, com aumento no actimulo
de nutrientes sendo correlacionados com maior razao raiz-parte aérea. Além disso, varios
estudos apontam para sobreposicdo entre caracteristicas de ldcus quantitativos que
determinam as caracteristicas de raizes e a de produtividade de plantas, sugerindo uma ligagcao
causal entre essas caracteristicas (DORLODQOT et al., 2007).

O desenvolvimento do sistema radicular € determinado por fatores genéticos e
ambientais e modulado por numerosos sinais como a disponibilidade de 4gua e de nutrientes.
A arquitetura do sistema radicular, incluindo o alongamento da raiz e a formacao de raizes
laterais, é controlada por diversos genes que ainda permanecem ndo identificados
(DORLODOT et al., 2007). A complexidade genética e dificuldade em selecionar
caracteristicas tornam dificil a selecdo de variedades com sistema radicular melhorado.

O hormonio citocinina em plantas € reconhecido como um regulador essencial do
sistema radicular das plantas (MOK & MOK, 2001; WERNER & SCHMULLING, 2009).
Sabe-se que a citocinina inibe a ramificacdo e o alongamento radicular, (MOK & MOK,
2001; WERNER & SCHMULLING, 2009). Foi demonstrado que a diminuicdo nos teores de
citocinina na raiz leva a um sistema radicular mais desenvolvido (WERNER et al., 2010).
Diferentes abordagens t€ém sido empregadas para reduzir os teores de citocinina nas raizes das
plantas, como a superexpressdo de genes como a citocinina oxidase/desidrogenase (CKX)
(WERNER et al.,, 2003, YANG et al.,, 2003), reducdo na biossintese de citocinina
(MIYAWAKI et al., 2006) ou ainda a supressao da via de sinalizac¢do da citocinina (MASON
et al., 2005, HEYL et al., 2008).

Estudos demonstraram que a citocinina em um estado reduzido na raiz, leva a maior
divisdo de células no meristema radicular, aumentando assim o ndmero de células neste
meristema (WERNER et al., 2003; DELLO 1010 et al., 2008).

Trabalhos mostram que a citocinina é um regulador negativo no crescimento da raiz, e
que sua concentracdo fisioldgica é essencial no padrdo de crescimento do sistema radicular
(WERNER et al., 2008). A manipulacdo dos padrdes de concentracdo de citocinina na raiz
seria uma abordagem vidvel através da manipulacdo genética de plantas, para ter um sistema
radicular mais desenvolvido. Entretanto, a citocinina € essencial para o crescimento de partes
jovens da planta e a redugcdo do estado sistémico de citocinina reduziria o crescimento da
parte aérea da planta (WERNER et al., 2008). Sobre este tema deve-se considerar que o
crescimento de Orgdos nas plantas estd sob controle correlativo de crescimento, i.e., 0O
crescimento de um 6rgio pode influenciar o crescimento de 6rgdo distante (BOGRE et al.,
2008). Logo, € incerto se as consequéncias da alteracdo nas concentragdes de citocinina na
raiz poderiam limitar o crescimento de outros 6rgaos ou tecidos na parte aérea (WERNER &
SCHMULLING, 2009). Também ndo € claro até que ponto a planta se beneficiaria, a partir de
sistema radicular mais desenvolvido, diante de limitagao de nutrientes no solo.

Estudos feitos por WERNER et al. (2010) demonstraram por meio da expressao
especifica de genes da citocinina oxidase/desidrogenase (CKX) em raizes uma reducdo na
biossintese de citocinina especifica em raizes, levando a producdo de plantas transgénicas de
A. thaliana com um sistema radicular mais desenvolvido, sem a inibi¢cao do crescimento dos
orgdos aéreos. E desta forma, foi possivel observar que plantas com sistema radicular mais
desenvolvido foram mais eficientes na absor¢cdo de nutrientes, permitindo também a
manuten¢do do teor de clorofila nas folhas em condi¢des de limitacdes de nutrientes. Estes
resultados estabelecem que plantas com arquitetura radicular mais desenvolvida podem ser
uteis em ambientes agricolas. Apesar do sucesso obtido com a expressdo de CKX em raizes de
plantas de Arabidopsis, ndo se sabe se esta mesma estratégia pode funcionar em plantas de
arroz, uma monocotiledonea.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Amplificacdo dos Genes OsCKX2 e OsCKX5 para Superexpressio em Raizes de
Plantas de Arroz

Com base em andlise prévia no perfil de expressdo dos 11 genes pertencentes a
familia OsCKX de arroz na plataforma Genevestigator
(https://www.genevestigator.com/gv/plant.jsp), verificou-se que os genes OsCKX2 e OsCKX5
sao induzidos por citocinina em raizes de arroz, sugerindo assim sua participacdo na
degradacdo desse hormoOnio na raiz. Com base nesta pesquisa estes dois genes foram
selecionados para posteriores estudos.

Os genes foram amplificados a partir de cDNA oriundo de RNA total de raizes de
plantas de arroz (Oryza sativa L.) da variedade Piaui, cultivada no sistema de sequeiro, em
um ambiente com solos pobres e baixa disponibilidade de nutrientes (Maranhdo). Para
clonagem desse gene e superexpressao em raizes de arroz, foi utilizado o sistema Gateway de
clonagem (Invitrogen), que se baseia em reagdes de recombinagdo sitios especifica.

O promotor utilizado na constru¢ao gé€nica foi o Rccs . um promotor forte e que dirige
uma expressdo especifica em raizes de arroz (JEONG et al., 2010). Os iniciadores para
amplificacdo dos genes inteiros, bem como para a formagao do sitio de recombinagdo entre o
inicio e o final de cada gene estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Iniciadores (F: forward e R: reverse) utilizados para amplificagdo do promotor
especifico de raiz em arroz (Rcc;s) e dos genes das citocininas oxidases de arroz OsCKX2
e OsCKX)5 e construcdo dos sitios de recombinacao attB1 e attB2.

Gene Iniciadores Sequéncia
Rec3 Rcc3B4F 5-ATAGAAAAGTTGTGGGTAACCTCAGGCTGGACGA-3'
Rec3BIR 5"TGTACAAACTTGTTGCTACGTACCCGAGATCGA-3'
Adaptadores B4F 5-GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTG-3'
B4F e BIR BIR 5-GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTG-3'
. OSCKX2BIF g:-AAAAAGCAGGCTTAATGAAGCAAGAGCAGGTCAG-
OsCKX2B2R 5-AGAAAGCTGGGTATGCGAGTGGTGACGTGAA-3'
OsCKX5BIF 5-AAAAAGCAGGCTCAATGGCGTGGTGCTTGGT-3'
OsCRXS OsCKX5B2R 5"AGAAAGCTGGGTAGGACTCCGCCAAGAGC-3'
Adaptadores BIF 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3’
BlF e B2R B2R 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3’

As reacdes de PCR para amplificacdo dos genes foram realizadas com uma enzima
DNA polimerase de alta fidelidade, a Phusion DNA polimerase. As rea¢des foram realizadas
com a seguinte composicdo: tampdo de amplificacdo Phusion 1X, dNTP 200 uM cada,
iniciadores 0,5 uM e enzima Phusion DNA polimerase 0,02U/ul e amostra de cDNA 200 ng.
A PCR prosseguiu com a seguinte programacgdo: desnaturagdo inicial a 98°C por 30 seg e 25 a
35 ciclos de 10 seg de desnaturagdo a 98°C, 30 seg de anelamento a 57°C e 2,5 min de
extensdo a 72°C.

Depois da amplificagdo dos genes foram realizadas mais duas reagdes de PCR com
iniciadores hibridos para a constru¢do dos sitios de recombinacdo atrB1 e attB2 (Tabela 1).
Na primeira reacdo os iniciadores anelaram-se no inicio e final do gene e levaram metade do
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sitio de recombinagdo, e na segunda reacdo os iniciadores adaptadores anelaram-se na
primeira metade dos sitios a#B e levaram a outra metade.

3.2 Clonagem do Promotor Rcc; no Vetor pDONRP4-PIR e dos Genes OsCKX2 e
OsCKXS5 no Vetor pDONR221; Reacao BP

A reacdo BP foi realizada utilizando o kit “Gateway® BP Clonase Il Enzyme Mix”
(Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL, foram adicionados: 5 uLL do produto da PCR
amplificado e purificado com PEG8000, contendo os sitios attB, 1 uL do vetor pPDONRP4-
P1R ou pDONR221, 2 uL do tampao de reacdo BP e 2 u L do mix de enzimas BP clonase. A
mistura da reagdo foi homogeneizada por pipetagem, vagarosamente € a reacdo ocorreu a
temperatura ambiente durante a noite. Depois deste periodo a reacdo foi paralisada pelo
tratamento com 1 pL de Proteinase K a 37°C durante 10 min. Em seguida, este material da
reacao BP foi utilizado para transformacgdo de células competentes de E. coli (DH5a), a fim
de caracterizar os clones. Uma aliquota de 2 uLL de cada reac@o BP foi misturada a 50 pL de
células competentes, que permaneceram em repouso no gelo por 5 min. Apds este periodo a
mistura foi submetida a eletroporacao a 1.700V e, logo em seguida misturada a 400 uL de
meio SOC e cultivadas por 1 h a 37°C em agitador orbital a 200 rpm e, depois plaqueadas em
meio LB contendo 50 mg L" de canamicina para selecdo dos clones positivos, pois as células
transformadas com o vetor levando a constru¢do génica possuem o gene que confere
resisténcia ao antibidtico canamicina, assim as células que sobrevivem possuem o vetor com a
construgdo génica.

O mesmo procedimento foi utilizado para a clonagem do promotor e do peptideo de
fusdo ao gene. O gene foi fusionado ao "tag" de HA (3xHA) para posteriores andlises da
presenca dos niveis da proteina nos tecidos da planta. Estes trés vetores, constituem os vetores
de entrada (pENTR-Rcc3;pENTR-CKX2 ou 5; pENTR-3xHA) empregados posteriormente na
montagem do cassete de expressdao. Um esquema ilustrativo das reagdes de recombina¢do BP
segue abaixo (Figura 3).

[a#tB4 |  Rees laﬂBll atBl| _ OsCKX5 | auB2 atB2 | 3xHA | auB3

attP4 H _ ccdB_|H _CMR HaﬂPlR attP1 CMR attP2R|
pDONR-P4-P1R pDONR'Mzzl pDONR P2R -P3
Toml
ori

aftld | Ree3 | anR1 a1 | OsCKX5 | al2 atR2|__ 3xHA | aul3
PENTR Reed pRNTR-CIXS m
[Lori | [ KANK] [ori | [KAN] [ori | [KAN]
+

Sub -produto Sub-produto Sub-produto
[anRaH ccdB | cMR [ anli | atR1H__ccdB M cM®_H anR2 ar12 H ccdB | _CMR _H auR3
Figura 3. Representacdo esquemdtica da reacdo de recombinagdo BP (Recombinagdo

entre os sitios attB do promotor, gene e fag e attP dos vetores pPDONR-P4-PIR, pDORN-
221 e pDONR-P2R-P3 para a obtengdo dos vetores de entrada) necessdrios para a
constru¢do do vetor para superexpressao dos genes de interesse em arroz. Ori — origem de
replicacio; KAN®- gene de resisténcia a canamicina; CM" — gene de resisténcia ao
clorafenicol; attB, attP, attL e attR — sitios de recombinagdo; ccdB — gene que codifica
para uma proteina que interfere na atividade da DNA girase de E. coli, impedindo o seu
crescimento; Rcc3 — Promotor que dirige a expressdo em raizes de arroz; 3xHA —
peptidio de fusdo

11



3.3 Construcio do Vetor de Expressio pH7m34GW; Reacio de Recombinacio
Muiltipla, LR

Apés a obtencdo de todos os vetores de entrada, por meio das reagdes BP, foi
necessdria a aquisi¢cdo de um vetor de destino, ou seja, aquele que permitiu a recombinagao
coordenada dos trés vetores de entrada na reagao de recombinagao multipla, também chamada
de reagcdo LR, pois envolve a recombinacdo entre sitios de recombinagdo atfL. e atfR entre os
vetores doadores e o vetor de destino. O vetor de destino utilizado foi o pK7m34GW, que
leva como agente de selecdo das plantas transformadas, resisténcia ao antibidtico higromicina.

A reacdo de LR foi realizada utilizando o kit “Gateway LR Clonase Il Plus Enzyme
Mix” (Invitrogen). Em um microtubo de 1,5 mL foram adicionados: 25 fmoles do vetor de
destino pK7m34GW, 12,5 fmoles do pENTR-Rcc3, 12,5 fmoles do pPENTRCKX e 12,5 fmoles
do pENTR-3xHA. O volume foi elevado para 8 uL com TE 1X pH 8,0 e adicionado 2 pL do
mix de enzimas. A mistura da rea¢do foi homogeneizada vagarosamente por pipetagem e a
reacdo ocorreu a temperatura ambiente durante a noite. Depois deste periodo a reagdo foi
paralisada pelo tratamento com 1 pL de Proteinase K a 37°C durante 10 min. Um esquema
ilustrativo da rea¢do LR pode ser observado na (Figura 4).

Lori | [kan® |
pENTR-Rcc3 pENTR-TagHA
atld | Rcc3 attR1 attR2_ | ayHa [an3
Vetores de T
entrada atll | osckxs | atil2
PENTR-CKX5
ori KANR
LatR4_| ccB |— cmm | {atR3_]
Vetor de destino
pH7m34GW
sss | kane_ JiB EJHB
—atBa | Rcc3  [attB1 | OsCKX5  |attB2 | 3xHA ETE I —
Vetor de
expressio Rcc3:0sCKX5:3xHA
35s | HveR HiB RB |-
+
attP4 [ ccaB F— owmr | attP3
Sub-produto
— [ KANR | [attP1 | [KANR | [attP2 ] [KANF ]
Figura 4. Representacdo esquemadtica da reagdo LR tripla para obten¢do do vetor para

superexpressdao do OsCKX2 ou OsCKX5. Neste trabalho foi empregado o promotor Rccs e
um Tag-3xHA fusionado ao gene. Ori — origem de replicacdo; KANX- gene de resisténcia
a canamicina; attB, attP, attL e attR — sitios de recombinacdo; LB — borda esquerda; RB —
borda direita; Rcc3 — Promotor que dirige a expressdao em raizes de arroz; 3xHA —
peptidio de fusao.

Para caracterizar os clones obtidos, foi realizada a transformacdo de E. coli como
descrito anteriormente para a reacdo BP. O volume total obtido apds transformacao e cultivo
foi plaqueado em meio LB contendo Espectinomicina (Sp) a 50 mg L™ e Estreptomicina (Sm)
a 20 mg L' para selecdo das células transformadas com o vetor levando a construcio génica.
A confirmacgdo da clonagem foi feita por digestao dos plasmidios com as enzimas de restri¢ao
Sacl e Pstl que cortam dentro do inserto e no vetor.
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3.4 Transformaciao de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404) com as Construcoes
Obtidas

Depois de obtidas as construgdes, estas foram inseridas em Agrobacterium
tumefaciens estirpe LBA4404 como descrito a seguir.

Foi adicionado 1 pug de plasmidio a 100 uL de Agrobacterium, em seguida a mistura
foi homogeneizada suavemente e incubada no gelo por 30 minutos. As células com o
plasmidio foram congeladas em nitrogénio liquido por cinco mine, em seguida, incubada a
37°C em banho-maria por mais cinco minutos. Apds este tempo, foi adicionado 1 mL de meio
LB e as células mantidas a 28°C com agitacdo constante a 150 rpm durante duas horas. A
transformagdo (1 mL) foi plaqueada em meio LB s6lido com os antibidticos correspondentes
a construcdo (Sp/Sm) mais Rf- Rifamicina (100 mg L'l) e Gm- Gentamicina (40 mg L'l).
Estes dois ultimos antibidticos sdo referentes a resisténcia gendOmica e plasmidial da
Agrobacterium 1.BA4404, respectivamente. As placas foram incubadas a 28°C até o
aparecimento de colonias (dois a trés dias). A transformacgdo foi confirmada por PCR de
coldnia.

3.5 Transformacao de Plantas via Agrobacterium tumefaciens

A transformacdo de arroz foi realizada com a variedade japOnica Nipponbare, de
acordo com protocolo descrito por TOKI et al. (2006), com ajustes em algumas etapas. O
detalhamento da transformacdo de arroz com os ajustes estdo descritos brevemente nos
resultados e discussao.

3.6 Selecao das Linhagens e Plantas Transformadas

A selecdo das linhagens foi realizada apds o cultivo em solugdo nutritiva e observacao
do crescimento do sistema radicular e parte aérea. Aquelas que apresentaram maior
comprimento de raizes sem comprometimento do crescimento da parte aérea foram
selecionadas para a condugao dos experimentos.

Foram utilizadas sementes da geragdo T2 para a montagem dos experimentos listados
a seguir. Como nao foram utilizadas linhagens homozigotas, cada planta foi submetida ao
tratamento com higromicina para confirmar a transformacdo. A selecdo das plantas
transformadas foi realizada pela adicdo de 1 pL de uma solucio de higromicina (50 ug pL™)
na ponta da folha recém-aberta aos 15 dias apds germinacdo. As plantas que apresentaram
necrose no local de aplicagdo do antibidtico foram descartadas e as que ndo apresentaram
foram mantidas para montagem dos experimentos.

3.7 Avaliacao do Sistema Radicular de Plantas de Arroz Superexpressando os Genes
OsCKX2 e OsCKX5

Plantas de arroz foram transformadas com as constru¢des Rccs;:OsCKX2/5:HA, onde o
Rccs representa um promotor forte e especifico de raiz em arroz. Duas linhagens de cada
constru¢do foram selecionadas e usadas para uma prévia caracterizagdo dos genes quanto ao
seu efeito sobre a morfologia e arquitetura do sistema radicular. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. As plantas foram cultivadas na camara de
crescimento da UFRRJ, sob um fotoperiodo de 16h/8h (luz/escuro) com 500 pmol m? s de
fétons fotossinteticamente ativo, umidade relativa do ar de 70% e temperatura de 28°C/26°C
(dia/noite). Além das plantas transformadas (com expressdao aumentada dos genes OsCKX2 e
OsCKX5 na raiz), foi utilizada uma planta ndo transformada da mesma variedade
(Nipponbare) como controle. As sementes de arroz foram desinfestadas com uma solucado de
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hipoclorito de sédio 2% ( v/v) e Tween 20 a 0,025% (v/v) por 15 minutos, em seguida foram
lavadas por cinco vezes com &dgua estéril, e colocadas para germinar em potes com agua
destilada sobre uma tela feita com gaze. Seis dias apds a germinagdao (DAG), as plantulas
foram transferidas para potes de 0,7 L com solu¢do de Hoagland (HOAGLAND & ARNON,
1950) modificada contendo 3 mM de N (2,5 mM de N-NOj; e 0,5 mM de N-NH,") a % da
forca iOnica total. Esta mesma solucao foi ministrada a cada trés dias até 20 DAG. Apoés esse
periodo, as plantas foram coletadas. As raizes foram escaneadas e as imagem analisadas no
programa WinRHIZO™, de onde foram obtidos os parimetros: didmetro médio de raizes,
comprimento total de raiz, drea de projecao das raizes, area de superficie, volume radicular e
nimero de dpices.

3.8 Experimento para Avaliacdo da Expressao Geénica de Plantas de Arroz
superexpressando OsCKX5

Ap6s avaliar a morfologia das raizes e o crescimento da parte aérea das plantas
transformadas verificou-se que nido houve diferenca entre plantas expressando os genes
OsCKX2 ou OsCKX5. Dessa forma, optou-se por prosseguir com 0s experimentos apenas com
as linhagens expressando o gene OsCKX5.

Para a andlise dos niveis de expressio do OsCKX5 nas plantas mutantes
(Prec3:OsCKX5:3xHA) (L#48 e L#49) e plantas ndo transformadas, foi montado um
experimento idéntico ao citado anteriormente (item 3.7). Aos 20 DAG as plantas foram
coletadas e separadas em raiz e parte aérea e armazenadas em nitrogénio liquido para
posterior andlise.

3.8.1 Extracio do RNA total

O RNA total foi extraido utilizando tampao NTES (Tris-HCI (0,2 M) pH 8,0; EDTA
(25 mM) pH 8,0; NaCl (0,3 M) e SDS (2%)). Amostras de raizes foram maceradas em N-
liquido e homogeneizadas por 10 minem vortex numa mistura contendo 800 uL de tampao
NTES e 600 upL de solugdao fenol:cloroférmio:édlcool isoamilico. O homogeneizado foi
centrifugado a 18.000 x g. por 20 mina 4°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo e
novamente centrifugado por 20 min com 500 puL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico. Apds
o procedimento, o RNA total foi precipitado pela adicao de 1/10 volume de acetato de sddio
3M (NaOAcpgpc) pH 4,8 (70 uL) e 1 volume de isopropanol puro (700 puL). A seguir, a
mistura foi mantida a -80°C por 1 hora seguida de centrifugacao a 18.000 xg por 20 min a
4°C. Descartado o sobrenadante o precipitado foi lavado em etanolpgpc (70%) e centrifugado
a 18.000 xg por 10 mim. O precipitado foi solubilizado em 600 uL. HyOpgpc € novamente
precipitado com 600 uL de cloreto de litio 4 M (LiClpgpc) pH 4,8 durante 16 horas a 4°C.
Decorrido esse periodo, a solugdo foi centrifugada a 18.000 xg por 20 min a 4°C e o
precipitado foi novamente solubilizado em 450 uL H,Opgpc. Apds a completa dissolugdo foi
adicionado acetato de s6dio 3M (NaOAc pgpc) pH 4,8 (50 uL) e etanol absoluto (1000 uL). A
mistura foi mantida por 45 min -80°C e centrifugada a 18.000 x g. por 20 min a 4°C. O
precipitado foi lavado com etanol (70%) e apds a secagem, o precipitado foi solubilizado com
H>Opgpc (50 pL), para armazenamento a -80°C.

O RNA total foi quantificado em duplicata no aparelho NanoDrop 2000c (Thermo
Scientific). Apds a quantificacdo, foram corridas amostras de cada extragdao em gel de agarose
(1%) com brometo de etidio, para detecc@o de possiveis sinais de degradacdo do RNA.

14



3.8.2 Tratamento com DNase I, sintese de cDNA, e PCR em tempo real

Amostras de 0,5 pg de RNA total foram tratadas com DNase I (“DNase [
Amplification Grade — Invitrogen™”) seguindo as instrucdes do fabricante. A reacdo de
sintese do cDNA foi realizada com o kit “High Capacity RNA-to-cDNA” (Life Technologies)
seguindo as instru¢des do fabricante.

Os genes correspondentes ao fator de alongamento 1-a de arroz (eEFI-a) e da
ubiquitina 5 de milho (UBQJ5) foram utilizados como controle endégeno para normalizacdo da
expressao génica (JAIN, 2009). As reagdes foram feitas no aparelho “StepOne Plus Real-Time
PCR System” (Applied Biosystems) utilizando o “kit Power SYBR® Green PCR Master Mix”
(Applied Biosystems) seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as reacdes foram feitas
em duplicata. A reagcdo foi montada em placas de PCR da seguinte maneira: 6 uL. do tampao
“Power SYBR Green PCR Master Mix” (2X), 3 uL de uma solugdo de iniciadores (3,6 uM
cada) e 3 uL. do cDNA diluido 10X, com volume final de 12 pL. A placa foi selada com filme
Otico apropriado, agitada por trés minem vortex proprio e centrifugada a 3.000 xg por 3 min a
25°C. Cada reagdo foi realizada da seguinte maneira: dez mina 95°C, quarenta ciclos de
amplificacdo com 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto. Uma curva de dissocia¢do
(melting) foi adicionada a programacao para identificar possiveis amplificacdes inespecificas.

3.8.3 Desenho dos iniciadores para os estudos de expressao génica

Os iniciadores para os genes OsCKX2 e OsCKX5 foram obtidos com o uso do
programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystem). Os iniciadores para os genes de referencia
eEF1-0 e UBQS5 foram os mesmos usados por JAIN et al. (2009). A especificidade dos
iniciadores fol analisada por alinhamento das sequéncias na ferramenta primer-BLAST
(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e experimentalmente ao fim da
reacdo de PCR durante a curva de dissociacdo. Todos os iniciadores apresentaram
especificidade para cada gene analisado.

Tabela 2. Sequéncias dos iniciadores utilizados para a avaliacdo da expressdo génica em
tempo real das citocininas oxidases OsCKX2 e OsCKX5 de arroz e genes de referencia:
ubiquitina 5 (UBQ5) e fator de alongamento 1-o (eEFI-a) .

Gene Iniciador Forward Iniciador Reverse N’ acesso
0sCKX2 CCGCAACAAGTGGGACAGTA CCCACCGTGTAGAACACCTC AK243684.1
OsCKX5 GCCTGGAGGTCACCAAGAAT CTAGGAAGTCCACGTACGGC NM_001050944.1
OsUBC5 5"ACCACTTCGACCGCCACTACT-3' 5"ACGCCTAAGCCTGCTGGTT-3' AKO061988
eEF-1a 5-TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT-3'  5-GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA-3'  AK061464

3.9 Avaliacio da Absor¢ciao de Nutrientes nas Plantas Transformadas
superexpressando a Citocinina Oxidase OsCKX5

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo na drea experimental do
Departamento de Solos da UFRRJ. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado. Foram empregadas plantas ndo transformadas e duas linhagens de plantas
transformadas, [L#48 e L# 49 com expressdo aumentada dos genes OsCKX5 na raiz. As
parcelas foram confeccionadas através da utilizacdo de canos de PVC de 20 cm de diametro
com 60 cm de altura (Figura 5).

15



Figura 5. Vista geral e detalhes da montagem do experimento em tubos de PVC de 20
cm de didmetro e 60 cm de altura para avaliagdo da absor¢do de nutrientes nas plantas
transformadas para a expressdo do gene da citocinina oxidase OsCKX5 em comparacio
com plantas nio trasnformadas.

Foi utilizada terra oriunda de um Planossolo de baixa fertilidade coletado no campus
da UFRRJ. Uma andlise de solo foi realizada para verificar suas caracteristicas quimicas, que
estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Atributos quimicos do Planossolo Héplico.

Atributos quimicos
Na Ca Mg K H+Al Al S T A\ m n pHiua Corg. P K
------ F1176) PG v R —— S— 0. S V3 P -
0,06 1,2 0,6 0,09 28 0,00 195 495 41 0 1 5,4 0,94 62 37

As sementes foram previamente desinfestadas com uma solu¢do de hipoclorito de
s6dio 2% ( v/v) e Tween 20 a 0,025% (v/v) por 15 minutos, em seguida foram colocadas para
germinar em potes com dgua destilada sobre uma tela feita com gaze. Apds atingirem um par
de folhas definitivas expandidas, foram transplantadas com raiz nua para as colunas. As
plantas foram cultivadas no sistema sequeiro com irrigacdo. Cada parcela foi composta por
duas plantas de arroz e com seis repeticdes de cada totalizando 18 parcelas.

A coleta foi realizada os 30 DAG, as plantas foram separadas em parte aérea e sistema
radicular. As raizes coletadas foram destinadas para a caracterizagdo morfoldgica, onde todo o
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solo contendo o sistema radicular foi transferido para uma peneira de 20 mesh, sendo lavado
com dgua corrente. Imediatamente apds essa primeira lavagem foram utilizadas pingas e
bandejas com 4gua, para retirar pequenas impurezas mais aderidas as raizes que nao foram
descartadas na primeira lavagem. As plantas foram pesadas (matéria fresca) e avaliadas
quanto ao acimulo de massa de raiz e parte aérea, comprimento da raiz e relacdo raiz/parte
aérea. Posteriormente foram acondicionadas em sacos de papel para secagem em estufa de
ventilagdo forcada a 65°C. ApGs atingirem peso constante, foram trituradas para determinagio
dos teores de macro e micronutrientes.

Para a determinacdo dos macronutrientes (P, K*, Ca®*, Mg®") e micronutrientes (Fe e
Zn) no tecido vegetal, foi realizada uma digestdo nitrica. Para tanto, toma-se 0,250 g de tecido
vegetal em tubo de teflon de 75 ml, adiciona-se 9 ml de HNOs, e apds vedado, o tubo foi
submetido a aquecimento por micro-ondas. O digestor utilizado foi da marca MARS
XPRESS®, programado de acordo com o método 3052A (USEPA, 1996) para poténcia de
1600 W, atingindo 180 °C em 5,5 minutos, permanecendo nesta temperatura por mais 9,5
minutos. Apds digerida, a amostra foi diluida a 50 ml com 4gua ultrapura, sendo realizadas as
leituras de K* por fotometria de emissdo, Ca2+, Mg2+, Fe e Zn por espectrofotometria de
absor¢do atomica e o P por espectrofotometria do metavanadato (MALAVOLTA et al., 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao das Construcoes Génicas

Os genes OsCKX2 e OsCKX5 foram amplificados a partir de cDNA oriundo de RNA
total de folhas de plantas de arroz (Oryza sativa L. cv Piaui) que passaram por um tratamento
com citocinina sintética (6-Benzylaminopurine ou 6-BAP). Este tratamento foi necessario,
pois os genes OsCKXs tem um significativo aumento de expressdo quando as plantas sdo
tratadas com esse hormonio. Nessas condi¢des os genes foram amplificados com sucesso,
apresentando tamanho esperado de 1695pb (OsCKX2) e 1602pb (OsCKX5) (Figura 5).

Para a superexpressdo dos genes foi utilizado o promotor Rcc; que dirige uma
expressdo forte e especifica em raizes de arroz. O produto da amplificagdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1,5%, e visualizado através de fotografia (Figura 6).

1kb ckx2 ckx5 1kb 1 2

2000bp
1500bp

2000bp
1500bp

A) B)

Figura 6. Produtos da amplificacdo dos genes OsCKX2 e OsCKX5 e do promotor Rcc;
em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio. A) Primeira e segunda
amplificacdo dos genes OsCKX2 (1695pb) e OsCKX5 (1602pb); b) Primeira e segunda
amplificacio do promotor Rcc; (1731pb). M — marcador 1Kb plus DNA Ladder
(Invitrogen).

Os fragmentos correspondentes a sequéncias codificantes dos genes OsCKX2 e
OsCKX5 depois de amplificados foram inseridos no vetor pDONR221 pela "Reacdo BP"
(Figura 7). O produto da reagdo BP foi usado para transformacdo de E. coli. A fim de
caracterizar os clones obtidos, foram feitos pré-indculos com os clones e a extracio do DNA
plasmidial. A confirmacdo dos clones foi realizada por restricdo com a enzima Sacl que
resultou em fragmentos de restricio de tamanhos esperados para o pENTR:0OsCKX2 e
pENTR:OsCKX)5 (Figura 8).
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a) b) attL2
attL EcoR
BamHI T7 promoter

T7 primer
M13 reverse BamHI

EcoRV

T7 promoter
T7 primer
M13 reverse primer

Sacl (3827)
Sacl (3753)

Kan Kan

OsCKX5

pENTR:0sCKX2 pENTR:0sCKX5

Sacl
Hindlll (3132)

attL1
M13 (-20) forward prime M13 (-20) forward primer

M13 (-40) forward primer rrmB T2 transcription

o rrB T2 transcription
rrnB T1 transcription

rrnB T1 transcription .
terminator

Figura 7. Ilustracdo dos vetores de entrada para os genes OsCKX2 e OsCKX5. Mapa de
restri¢do dos vetores de entrada pENTR:OsCKX2 (a) e pPENTR:0OsCKX5 (b).

a)
M1 2 3 4 5 6 7 8

M1t .
s ) s bt i et Cnnd G 3.657 bp

585 bp

Figura 8. Fragmentos de restricdio apds digestdio do DNA plasmidial dos clones
pENTR:0OsCKX2 (A) e pENTR:OsCKX5 (B) com a enzima Sacl; Eletroforese em gel de
agarose 1,5%.

Apo6s a obtengdo de todos os vetores de entrada através das reacdes BP, foi necessaria
a construcdo do vetor de expressdo através de uma recombinac¢do multipla, chamada de reacdo
LR. O vetor de destino utilizado foi o pH7m34GW.

Da mesma forma que na reacdo BP, foram feitos pré-in6culos e extracio do DNA
plasmidial, o qual foi utilizado na reagdo de restricao, com a enzima Pstl para confirmacao da
construgdo. Através da reacdo LR foi possivel a obtencdo do cassete de expressdo para a
superexpressdo dos genes de interesse em raizes de arroz (Figura 9).
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a) Pstl (12434) altB4
HindIIT (12327) HindIII (77)
PRcc3 /
HindIIT (11389)

Sacl (10940)

Sacl (10835)
attB1

PstI (10341)
Sacl (10116)
OsCKX2
Sacl (9531)
BamHI

attB2 PRec3: OsCKX2:3xHA

Gly4Ser-linker 12511 bp

3xHA-tag 1
attB3
M13F

T35S

Pstl (8589)

Sacl (8568)

LB

attB

Pstl (12341)
b) s

M13 R
Hindlll (77)

RB

HindIII (11296)
PR

HindIIT
Sacl

BamH
OsCKX

PRrec3: OsCKX5:3xHA
Gly4Ser- 12418 bp

LB Sm/Sp
Figura 9. Esquema ilustrativo do vetor de expressaio pH7m34GW com o cassete de
expressao; a) Prec3:OsCKX2:3xHA; e b) Prec3:OsCKX5:3xHA. LB e RB - bordas direita e
esquerda, reconhecidas pela Agrobacterium para transferéncia da construcao génica; Hyg
- gene da higromicina fosfotrasferase, que confere resisténcia a higromicina nas plantas
transformadas; Pgrcc3 - promotor que dirige a expressao em raizes de arroz.

4.2 Transformacao de Plantas de Arroz: Destaque para as Alteracoes em Relacao ao
Protocolo Original

Ap6s a confirmacdo das construgdes génicas, os vetores foram inseridos em
Agrobacterium tumefacines, estirpe LBA 4404, para transformacao de plantas de arroz.

A transformacgdo genética de arroz com a construcdo para superexpressao das OsCKXs
foi realizada com a variedade japonica Nipponbare seguindo protocolo proposto por TOKI et
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al. (2006) com algumas alteracOes. Essas alteracoes aumentaram a eficiéncia de
transformacdo do arroz e serdo discutidas a seguir.

Dentre as alteracdes realizadas estd o processo de desinfestacdo das sementes que foi
feito com uma lavagem inicial em etanol 70% por um minuto, seguido de duas lavagens com
hipoclorito de sédio a 2% e tween 20 0,05% por 30 minutos cada (Figura 10a). Depois das
lavagens com solug@o de hipoclorito de sédio as sementes foram lavadas por sete vezes em
agua destiladas estéril. No protocolo original as lavagens com hipoclorito sdo feitas por
apenas 15 minutos, entretanto em procedimentos anteriores feitos no laboratério de nutri¢do
de plantas da UFRRJ, verificou-se que o aumento do tempo de desinfestacdo com hipoclorito
para 30 minutos aumentou o percentual de sementes que deram origem a calos
embriogénicos.

a)

Figura 10. TIlustracio das etapas iniciais da transformacdo genética de arroz. a)
desinfestagdo das sementes; b) sementes dispostas no meio de induc¢do de calos N6D; c)
calos produzidos depois de duas semanas no meio de inducao de calos; d) Agrobacterium
crescida por 3 dias em meio AAM; e) Inoculacdo dos calos com Agrobacterium em meio
AAM-As; f) calos com excesso de Agrobacterium drenado em papel de filtro sendo
dispostos no meio de co-cultivo.

Ap6s desinfestadas, as sementes foram colocadas em meio N6D (ANEXO item 1)
contendo 2 mg L' de 4cido diclorofenoxiacético (2,4 D) (TOKI et al., 2006) para indugao de
calos embriogénicos (Figura 10b). No protocolo original, as sementes permanecem nesse
meio por apenas cinco dias, enquanto que no protocolo adaptado, esse tempo foi estendido
para 14 dias. Ao aumentar o tempo de indugdo de calos no meio N6D, foram obtidas um
maior nimero de calos e também calos fridveis e com boa atividade de divisdo celular,
condi¢do muito importante para uma eficiente transformacio (Figura 10c). O trabalho cldssico
de transformacdo de arroz desenvolvido por HIEI et al. (1994) emprega um periodo de
inducdo de trés semanas para obtencdo de calos competentes para transformacdo mediada por
Agrobacterium. Com o periodo de 14 dias de inducdo, foi possivel obter plantas transgénicas
morfologicamente normais e férteis apds o processo de transformacdo in vitro. Além do maior
tempo de inducgdo de calos, a adaptacdo envolve uma repicagem dos calos para um novo meio
N6D por mais trés dias para elevar a atividade de divisdo celular dos calos antes da infec¢io
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com a Agrobacterium. Ap6s o periodo de indugdo, os calos foram transferidos para o meio de
co-cultivo N6-As (ANEXO, item 2), onde os calos e a Agrobacterium sdo cultivados juntos.

A estirpe LBA4404 de A.tumefasciens, , contendo as construcdes génicas de interesse
foram crescidas por trés dias a 28°C em meio AB (ANEXO, item 3) (TOKI et al., 2006) com
os antibiéticos de selecdo para as construcdes ( 50 ug mL™" de canamicina) (Figura 10d). Uma
solucdo da Agrobacterium em meio AMM (ANEXO, item 4) (TOKI et al., 2006) com DO de
aproximadamente 0,1 foi colocada em contato com os calos embriogénicos por
aproximadamente dez minpara dar inicio ao processo de infec¢do dos calos (Figura 10e).
Ap6s o mergulho dos calos no meio AAM, o excesso de Agrobacterium foi drenado em placa
de Petri com papel de filtro por um periodo de 10 min. O protocolo original ndo estabelece o
tempo para drenagem, entretanto, foi verificado que para uma 6tima drenagem do excesso de
bactéria € necessario um tempo minimo de 10 min. Depois de drenado, os calos s@o cultivados
junto com a Agrobacterium no meio N6D-As (ANEXO, item 2) (TOKI et al., 2006) por um
periodo de quatro dias a 25°C no escuro para que ocorra a transferéncia da construcéo génica
da Agrobacterium para as células dos calos (periodo de co-cultivo) (Figura 10 f).

No protocolo original o periodo de co-cultivo € de apenas trés dias. A acetoseringona
(As) colocada no meio N6D € um elicitor de viruléncia importante para ativar os genes Vir da
Agrobacterium, responsaveis pela execucao do processo de transferéncia da construcao génica
para as células vegetais. Foi importante para o sucesso na transformacdo do arroz, que a
solucdo de acetoseringona fosse preparada no momento de seu uso.

Ap6s o periodo de co-cultivo, os calos foram lavados por diversas vezes com uma
solucdo do antibidtico timentin (150 mg L) para total eliminacio da Agrobacterium, nio
mais permitida a partir desse ponto. As lavagens foram repetidas até que a solucao resultante
ficasse totalmente sem turbidez. O protocolo original usa o antibidtico carbenicilina (500 mg
L™"). O timentin substituiu muito bem a carbenicilina, pois também ndo apresentou fitotoxidez
para os calos de arroz. O timentin € um antibidtico usado para eliminar a Agrobacterium em
protocolos de transformacdo de muitas outras espécies vegetais. Esta etapa € também
importante, uma vez que a Agrobacterium pode contaminar os meios a partir dessa etapa,
resultando em calos falso-resistentes.

Depois de lavados com a solucdo de timentim, os calos foram novamente drenados em
placas de Petri com papel de filtro para remog¢do do excesso de solucdo sobre o calo. Os calos
permaneceram sobre o filtro de papel por um periodo de 10min. Logo em seguida, os calos
foram para o meio N6DH (ANEXO, item 5) contendo os antibidticos: timentin (150 mg L'l)
para ndo permitir o crescimento que Agrobacterium que por ventura nao tenha sido eliminada
durante as lavagens, e higromicina (50 mg L) para selecio dos calos transformados com a
constru¢do génica de interesse. Os calos permaneceram nesse meio por duas semanas, periodo
em que os calos ndo resistentes iniciam uma necrose, enquanto os resistentes permanecem
com coloragdo amarelo-claro e proliferam.

Apenas os calos com boa atividade de divisdo sdo transferidos para o meio de
regeneracdo de plantas, REIIl (ANEXO, item 6) (TOKI et al., 2006). Essa € a etapa mais
critica de todo o processo de transformacgdo de plantas de arroz e necessita de atencdo para
alguns pontos que ndo estao esclarecidos no protocolo original: primeiro, o meio REIII deve
estar bem solidificado, pois a umidade excessiva forma um filme de dgua sobre o calo e
impede o processo de regeneragdo; segundo, os reguladores de crescimento devem ser
preparados na mesma semana do uso; terceiro, é necessdrio trocar o meio de regeneragcdo a
cada semana durante o periodo de regeneracao das plantas, que pode ser de até trés semanas.
Cada plantula formada a partir de um calo isolado é considerada uma linhagem diferente, ja
que a posicao das inser¢des das construcdes génicas no genoma da planta é um fend6meno
aleatdrio.
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Ap6s a formacao das plantulas, essas foram transferidas para o meio de indugdo de
raizes HF (ANEXO, item 7) (TOKI et al., 2006), onde permanecem por uma semana (Figura
I1c). Apenas apds a formagcdo de um bom volume de raizes, as plantas foram transferidas
para casa de vegetacdo (Figura 11d).

Figura 11.  Ilustracdo das etapas finais da transformacdo genética de arroz. A e B) calos
com as construgdes Prec3:OsCKX2:3xHA e Prec3:OsCKX5:3xHA respectivamente em
meio de regeneracdo de plantas, com detalhe para plantulas recém formadas; C) plantula
no meio de indugdo de raizes; D) plantas transformadas em casa de vegetacdo.

Foram obtidas vérias linhagens de plantas de arroz transformadas com as construcdes
geénicas Pree3:OsCKX2:3XxHA e Pre3:OsCKX5:3xHA. Cada plantula regenerada a partir de um
calo independente no cultivo in vitro representou uma linhagem independente (L#1, L#2, L#3
e assim por diante). As linhagens diretamente obtidas apds regeneracdo sdao denominadas
geracgdo (T1).

A geracdo T1 foi entdo cultivada em casa de vegetacdo para a obtenc¢do de sementes..
As sementes obtidas de cada linhagem foram secas em estufa a 37 °C por duas semanas e
depois armazenadas em geladeira a aproximadamente 10 °C para uso posterior.

Como nido foram obtidas plantas homozigotas, um teste com antibiético higromicina
foi necessdrio para selecionar as plantas transformadas da geracao T2, usadas para montagem
dos experimentos. O teste consiste em colocar um fragmento de folha em uma solucdo
contendo o antibidtico higromicina (50 pg mL™"') e 6-belzilaminopurina (6-BAP-1 mg L") a
um fotoperiodo de 16h/8h (luz/escuro) por um periodo de sete dias. Aos sete dias apds o
inicio do teste, observou-se que as plantas transgénicas permaneciam com as folhas ainda
verdes ou com necrose somente nas bordas, enquanto as plantas ndo transformadas
apresentaram necrose bem caracteristica no fragmento foliar por inteiro (Figura 12).
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Figura 12.  Teste com higromicina (50 pg mL™") e 6-BAP (1 mg L™ para selecdo das
plantas transformadas (Prec3:OsCKX2:3XxHA € Prec3:OsCKX5:3xHA).

Baseado na observacdo de caracteristicas fenotipicas como: altura, perfilhamento e
nimero de paniculas, foram selecionadas as linhagens L#30 e L#38 da construg¢do
Prec3:OsCKX2:3xHA e L# 48 e L#49 da constru¢do Pre3:0OsCKX5:3xHA para montagem dos
experimentos de caracterizagdo da morfologia radicular, andlise da expressdo génica e
avaliacdo da efici€ncia na absor¢ao de nutrientes.

Na Figura 13 pode-se observar que o didmetro médio de raizes das plantas
superexpressando o gene OsCKX2 ndo foi alterado quando comparado as plantas tipo
selvagem (WT). Por outro lado, nas plantas superexpressando o gene OsCKXS5, houve uma
leve reducdo do didmetro médio das raizes Figura 13 (A). A despeito dessa pequena diferenca
entre as linhagens dos dois genes estudados, todos os outros parametros radiculares analisados
mostraram o mesmo comportamento entre as plantas transformadas e ndo transformadas.

A superexpressdo de ambos os genes (OsCKX2 e OsCKX5) em raizes de arroz
resultaram em aumento do comprimento total de raizes, drea de projecdo, drea de superficie,
volume total do sistema radicular e nimero de dpices (Figura 13B-F). Segundo ATKINSON
(2000), esses parametros estdo relacionados com a geometria radicular, e tem um importante
papel nos mecanismos de interag@o solo planta.
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Figura 13. Parametros morfolégicos de raizes de plantas ndo transformadas (WT) e
plantas superexpressando os genes OsCKX2 (linhagens L#30 e L#38) e OsCKX5
(linhagens L#48 e L#49). Diametro médio (mm) (A); Comprimento total (cm) (B); Area
de projecao (cm?) (C); Area de superficie (cm?) (D); Volume total (cm3) (E) e niimero de
apices (F).

Ap6s verificar que ndo houve diferengas entre plantas expressando o OsCKX2 ou
OsCKX5, optou-se por prosseguir o trabalho apenas as plantas Prec3:OsCKX5:3xHA. A partir
desse ponto os resultados mostrados sdo referentes as linhagens L#48 e L#49 da constru¢do
Pree3:OsCKX5:3xHA. As linhagens transformadas apresentaram bom desenvolvimento de
parte aérea (Figura 14). O fato de estas linhagens transformadas terem bom desenvolvimento
de parte aérea nos leva a concluir que a constru¢do génica usada na transformacdo foi
apropriada para reduzir os niveis de citocinina na raiz, estimulando seu crescimento, sem
contudo, prejudicar o crescimento da parte aérea. O promotor utilizado na constru¢do génica
foi o Rccs, um promotor forte e especifico de raizes em arroz (JEONG et al., 2010). Nesse
caso, um promotor especifico de raiz foi necessario, uma vez que a expressao da CKX em
toda planta poderia ocasionar um diminui¢do nos teores de citocinina em todas as partes da
planta, comprometendo assim o seu desenvolvimento.
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Figura 14. Morfologia da 'parte aérea de plantas ndo transformada (a), plantas
superexpressando os genes OsCKXS5 das linhagens L#48 (b) e L#49 (c).

Este fato foi relatado por WERNER et al. (2010) onde a transformacio de plantas de
tabaco, utilizando um promotor constitutivo 35s fusionado ao gene CKX, levou a expressao do
gene em todas as partes das plantas, ocasionando a degradagdo de citocinina em todos os
orgaos da mesma, resultado em prejuizo severo do crescimento da parte aérea. Com base
nisso pode-se afirmar que o promotor Rcc; levou a uma diminui¢do especifica nos teores de
citocinina nas raizes de arroz sem o comprometimento da parte aérea.

Quando avaliados alguns parametros fenologicos como niimero de perfilhos, altura de
plantas e numero de paniculas por plantas foi verificado que ndao houve diferencas
significativas entre plantas transformadas e nao transformadas (WT) (Figura 15).
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Figura 15. Parametros fenoldgicos de plantas ndo transformadas (WT) e plantas
Pree3:OsCKX5:3xHA, linhagens L#48, L#49.
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A auséncia de mudangas morfologicas expressivas na parte aérea das plantas
transformadas indica que a citocinina produzida na raiz nao foi totalmente degradada, o que
houve foi uma diminui¢c@o nos seus niveis levando a uma alteracdo do balango hormonal em
favor da auxina o que gerou um estimulo no crescimento das raizes. Estes resultados
demonstram e afirmam a idéia de que ocorre o transporte de citocinina via xilema da raiz para
parte aérea e vice-versa, mas que cada 6rgdo tem a capacidade de regular em grande parte seu
crescimento de forma auténoma.

4.3 Anadlise do Efeito da Superexpressio do e OsCKX5 sobre o Desenvolvimento
Radicular das Plantas de Arroz

O comprimento radicular € um fator determinante do potencial de absor¢ao de dgua e
nutrientes do solo, e é também um indicador da intera¢do das raizes com os microrganismos
do solo (ATKINSON, 2000). Geralmente, quanto maior o comprimento total do sistema
radicular, maior € a capacidade de absorcdo de dgua e nutrientes e maior o volume de solo
explorado FRANCA et al. (1999) relatam que em estudos sobre o influxo liquido de
nutrientes deve ser considerada a influéncia do didmetro radicular e da distancia média entre
as raizes.

E possivel observar na Figura 16 (a), a morfologia do sistema radicular de plantas nio
transformadas e plantas Pre3:OsCKX5:3xHA. Nota-se que as plantas transformadas
apresentam maior comprimento de raizes principal e laterais. Ainda € possivel observar que
nas plantas transformadas, hd presenca de raizes laterais longas, grupo de raizes nao
observadas nas plantas ndo transformadas (Figura 16 b).

Segundo BONSER et al. (1996), um sistema radicular eficiente é aquele que otimiza a
relacdo entre quantidade de recursos adquiridos e empregados para sua obtencdo, e que a
arquitetura do sistema radicular assume papel relevante na aquisicao de recursos do solo.

A formacdo das raizes laterais € um processo multifidsico que inclui a iniciagdo,
emergéncia dos primdrdios da raiz e ativacdo dos meristemas das raizes laterais. Varios
autores indicam que a auxina seria necessdria para a iniciacao e crescimento de raizes laterais
(REED et al., 1998). Sendo assim um balanco favoravel para a sintese endogena de auxina
resulta em um aumento significativo no nimero de raizes laterais (Figura 16 b).

A citocinina, atuando em conjunto com a auxina, teria importante atuagdo na
morfogénese da planta, influenciando a formacao da raiz e da parte aérea e seu crescimento
relativo (BOERJAN et al., 1995). Virios trabalhos indicam que citocininas formadas nas
pontas das raizes interagem com auxina na regulacdo da formacgdo das raizes laterais, tendo
acdo inibitdéria em relacido a emergéncia de raizes laterais (DEBI et al., 2005). Estes resultados
demonstram que uma diminuicdo nos niveis de citocinina na raiz leva a alteracdo nesta agcao
inibitoria, levando a maior formacdo de raizes laterais e com isso um sistema radicular mais
desenvolvido.
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Figura 16. Morfologia do sistema radicular de plantas transgénicas Prec3:OsCKX5:3xHA
(L#48 e L#49) e plantas nao transformadas (WT). a) vista mostrando o comprimento das
raizes principais; b) vista do comprimento das raizes laterais.

4.4 Analise do Efeito da Superexpressao do OsCKX5 em Plantas de Arroz Sobre a
Eficiéncia na Absorcao de Nutrientes

Ap6s verificar as alteracdes de morfologia e arquitetura de raizes em favor das plantas
transformadas, um experimento foi conduzido para avaliar o desempenho dessas plantas
quanto cultivadas em solo de baixa fertilidade.

As plantas Pre3:0OsCKX5:3xHA apresentaram maiores niveis de expressio do
OsCKX5 em raiz em condig¢des de cultivo em solucdo nutritiva de Hoagland (HOAGLAND &
ARNON, 1950) modificada contendo 3 mM de N a % da forca i0nica total (Figura 17).

E importante ressaltar que o valor da expressio observada para o gene OsCKX5 nas
linhagens transformadas € reflexo da expressao sobre o controle do promotor forte de raiz
Rcc; somado a expressao natural do gene. Nas linhagens transformadas houve um aumento de
150 vezes na expressdo relativa deste gene, quando comparadas com plantas nado
transformadas (Figura 17 A).

E possivel notar que a expressio do OsCKX5 ndo alterou o perfil de expressdo do
OsCKX?2 nas raizes (Figura 17 B). Por outro lado, as folhas da L#48 apresentaram niveis de
expressao do gene OsCKX2 superiores as plantas ndo transformadas.
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Figura 17. Expressao relativa dos genes OsCKX5 e OsCKX2 em raizes e folhas de plantas

transgénicas de arroz Prec3:OsCKX5:3xHA das linhagem [L#48 e L#49 e plantas ndo
transformadas (WT).

O efeito da expressdo do OsCKX5 nas linhagens transgénicas de arroz também levou a
mudanca na morfologia do sistema radicular em condi¢des de cultivo no solo, como pode ser
observado na Figura 18, onde linhagens de plantas superexpressando o gene OsCKX5 (L#48 e
L#49) quando cultivadas em um solo de baixa fertilidade (Planossolo Haplico, sem
adubacdo), em sistema de sequeiro com irrigacdo, apresentaram maiores valores de massa de
raiz, relagdo raiz/ parte aérea e profundidade do sistema radicular quando comparadas com
plantas ndo transformadas (WT) cultivadas nas mesmas condi¢des Figura 19.

Figura 18.  Morfologia do sistema radicular de plantas ndo transformadas (WT), e plantas

Prec3:OsCKX5:3xHA (linhagens L#48 e L# 49) cultivadas em terra de um Planossolo sem
adubacao.

Desta forma a proporcdo de biomassa de raiz- parte aérea teve um ganho significativo
pela expressao especifica na raiz do gene OsCKX5, indicando que a capacidade da parte aérea
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como fonte, foi suficiente para fornecer um ganho de massa para as raizes com o carbono que
foi fixado.
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Figura 19. Massa seca de raiz e parte aérea (A) e razdo raiz/parte aérea e profundidade do
sistema radicular (B) de plantas ndo transformadas (WT), e plantas superexpressando
OsCKX5 (linhagens L#48 e L# 49).

MARCELIS & HEUVELINK (2007) propdem que a alocagdo de carbono é regulada
por um equilibrio entre a atividade da raiz e parte aérea, o que implica que a raiz sé pode
aumentar seu crescimento em detrimento a parte aérea e vice-versa, entretanto, sob condi¢des
limitantes de dgua e/ou nutrientes, um sistema radicular mais desenvolvido pode também
resultar em beneficios para a parte aérea.

Na Figura 20 estao apresentados os teores dos principais macronutrientes presentes na
planta (N, P, K, Ca e Mg). E possivel notar que as plantas Pre3:OsCKX5:3xHA (L#48 e
L#49) apresentaram teores mais elevados de P e K nas raizes, Ca nas raizes e parte aérea e Mg
na parte aérea quando comparadas com as plantas nio transformadas.

Mesmo com a massa do sistema radicular superior nas plantas transformadas, os teores
de P, K, Ca e Mg nesse 6rgdo foi sempre superior nas plantas transformadas, ndo havendo
portanto, efeito de dilui¢do. Estes resultados indicam uma maior eficiéncia das linhagens
transformadas na aquisi¢ao destes nutrientes.

Em solos oxidicos, comuns nas regides tropicais, 0 P é um dos elementos menos
disponiveis as plantas, uma vez que esse elemento pode ser fortemente adsorvido por 6xidos e
hidréxidos de Fe e Al, bem como reagir com Al, Fe, e Ca em soluc¢ao, resultando em produtos
de baixa solubilidade. Dessa forma, o P € um elemento muito pouco mével no solo e o
mecanismo de contato ion-raiz para esse elemento € a difusdo. Assim, com a absor¢do do P
pelas plantas, ha formagao de uma "zona de deplec@o" ao redor das raizes, caracterizada pela
baixa concentracdo desse elemento. Um sistema radicular com maior comprimento de raizes
laterais mais finas pode transpor essa zona de deplecao gerando maior influxo desse elemento,
explicando, portanto, o maior influxo de P observado nas plantas transformadas.

O fato das linhagens apresentarem menor didmetro radicular faz com que o volume de
solo seja mais bem explorado pelas raizes, pois raizes mais finas exploram maior volume de
solo por unidade de massa radicular. O solo usado para o experimento apresenta baixa
disponibilidade de P (62 mg L") e ndo foi feita nenhuma adubacio, sendo assim, um sistema
radicular com raizes mais finas pode ser considerado mais eficiente para absor¢ao de P.

O aumento da concentragdo de raizes laterais finas (Figura 16 b) também pode ser
apontado como uma das respostas para o melhor desempenho das linhagens transformadas na
aquisicdo de P e de outros nutrientes, pois estas aumentam a eficiéncia com que o sistema
radicular explora o solo. O fato das raizes laterais apresentarem pequeno raio e maior
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crescimento perpendicular em relacdo ao eixo radicular faz com que a concentragdo de P na
superficie da raiz lateral decresca mais lentamente e o influxo de P permaneca mais elevado
(BARBER, 1984). Dentre vdrias estratégias para aumentar a superficie radicular, aquela que
proporciona a mudanga na morfologia dos pélos radiculares e raizes laterais finas sdo
consideradas a de menor gasto metabdlico para a planta (GAHOONIA & NIELSEN, 2004).
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Figura 20. Teores de macronutrientes N, P, K, Ca e Mg expressos em g kg MS na parte

aérea (A) e raizes (B) de plantas nao transformadas (WT) e plantas Prcc3:OsCKX5:3xHA
(linhagens L#48 e L# 49). *, **: diferenca significativa entre as plantas transformadas e
WT, pelo teste F com P <0,05 e <0,01, respectivamente.

O K também foi um nutriente absorvido eficientemente pelas plantas transformadas.
Este nutriente é abundante na planta e sua principal fungdo estd relacionada com as func¢des
osmorregulatorias das plantas, translocagdo e armazenamento de fotoassimilados,
fotossintese, controle de pH citoplasmético e manutencao de dgua nos tecidos. O K encontra-
se como um fon livre na planta, podendo ser facilmente deslocado na planta, entre células e
tecidos (LINDHAUER, 1985). Sendo assim € o principal fon neutralizador de cargas e um
importante regulador osmoético (CLARKSON & HANSON, 1980).
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O K ¢ absorvido muito rapidamente pelas raizes na solucdo do solo, de forma que,
mesmo sendo um elemento mével no solo, ha também a formac¢do de uma zona de deplecao
ao redor do sistema radicular para o K, fazendo da difusdo também um dos principais
mecanismos de contato {fon-raiz para esse elemento.

A absor¢do do K pelas raizes exaure este nutriente na solu¢do do solo e o K trocavel
rizosférico sem que ocorra a alteragdo de K do solo ndo rizosférico (KUCHENBUCH&
JUNGK, 1982). Quando ocorre a exaustdo do K rizosférico cria-se assim gradiente de
concentracdo que provoca a liberacdo de K ndo trocdvel (HINSINGER & JAILLARD, 1993).
Desta forma um sistema radicular mais desenvolvido com maior volume de solo explorado,
pode ter facilitado este mecanismo de difusdo, pois com o aumento da absor¢cdo pode ter
levado a exaustdo do K trocdvel no solo, gerando assim gradiente de concentracao liberando o
K ndo trocdvel, aumentando a absorcao e os teores de K nas plantas transformadas.

O fluxo de massa também é um importante mecanismo de transporte do K até a
superficie das raizes. Este é dependente da quantidade de 4gua no solo, e a quantidade de dgua
que € transpirada pela planta.

Ao contrario do que ocorre com K, o Ca encontra-se na planta em formas ndo soliveis,
e uma grande parte deste nutriente encontra-se na parede celular na forma de pectato de Ca
como principal componente da lamela média, o que faz com que ela aumente sua rigidez e
dificulte a aumento do tamanho da célula (EVANS et al., 1991). A absorc¢ao do Ca e do Mg se
dd de forma semelhante a do K. O contato destes nutrientes com a superficie radicular
também pode ser por difusdo ou por fluxo de massa, sendo este Ultimo mecanismo
responsavel pelo contato de maior propor¢do de contatos de cétions bivalentes, Ca e Mg com
a raiz (HEENAN & CAMPBELL, 1981). A interceptacdo radicular também € uma forma
destes nutrientes serem absorvidos. Assim este mecanismo também pode ter sido facilitado
nas linhagens transformadas, ja que essas plantas apresentaram um maior nimero de dpices
radiculares e maior profundidade do sistema radicular, o que pode ter facilitado a
interceptacao da raiz pelo nutriente.

Na Figura 21 pode-se analisar os valores dos conteidos de macronutrientes (N, P, K,
Ca e Mg) presentes na parte aérea e nas raizes das plantas de arroz transformadas e ndo
transformadas. O contetido desses elementos mostrou comportamento bastante semelhante ao
observado para os teores; entretanto, como a massa do sistema radicular foi maior nas plantas
Pree3:OsCKX5:3xHA, os contetdos de P, K, Ca e Mg foram marcadamente superiores nessas
plantas comparada as plantas ndo transformadas. Estes resultados demonstram que niao houve
um efeito de dilui¢do dos nutrientes, ou seja, pode-se afirmar que as linhagem transformadas
absorveram mais nutrientes € com isso, apresentaram um maior ganho de massa,
comprovando assim a maior eficiéncia de absorcao de nutrientes das linhagens transformadas
expressando o gene OsCKX)5 nas raizes.
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Figura 21.  Conteddo de macronutrientes N, P, K, Ca e Mg expressos em mg vaso ' na
parte aérea (A) e raizes (B) de plantas ndo transformadas (WT) e plantas
superexpressando OsCKX5 (L#48 e L#49). *, **: diferénca significativa entre as plantas
transformadas e WT, pelo teste F com P <0,05 e <0,01, respectivamente.

Os micronutrientes sdo elementos essenciais para o desenvolvimento das plantas,
fazendo parte de constitui¢des de enzimas ou como ativadores destas. Eles se caracterizam
por serem absorvidos em pequenas quantidades. De acordo com a Figura 22 (B e D) nota-se
que os teores e conteido de Zn na raiz, também foram mais elevados nas linhagens
transformadas em comparacio com as plantas WT.

Na parte aérea, os teores e conteido de Fe foram levemente maiores nas plantas
Pree3:OsCKX5:3xHA (Figura 22 A e C). O Fe desempenha um importante papel no
metabolismo das plantas, pois atua principalmente na ativacdo de enzimas, participa de
reacOes de oxirreducdo, ferredoxina e enzimas redutases, como nitrato redutase, nitrogenase e
sulfato redutase. O Fe pode ser absorvido na forma de Fe** ou Fe’* dependendo do estado de
oxirredugdo do sistema, ou ainda pode ser absorvido na forma de quelatos sendo sua absor¢dao
metabolicamente controlada (EPSTEIN & BLOOM, 2005). No caso do arroz que é uma
monocotiledonea ocorre a extrusdo compostos organicos pelas raizes e, logo apds, formam
complexos com Fe*, sendo transportados para o interior das células das raizes (EPSTEIN &
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BLOOM, 2005). Isto indica que este mecanismo de absor¢ao de Fe também pode ter sido
facilitado nas linhagens transformadas, pois com um maior volume de raizes pode ter
aumentado também a extrusdo destes compostos organicos pelas raizes, acarretando no
aumento da absorcao deste nutriente.
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Figura 22.  Teores (A e B) expressos em g kg'1 e conteddos (C e D) expressos em ug vaso’
"'de Fe e Zn na parte aérea e raizes de plantas ndo transformadas (WT) e plantas
superexpressando OsCKX5 (L#48 e L# 49). *, **: diferénca significativa entre as plantas
transformadas e WT, pelo teste F com P <0,05 e <0,01, respectivamente.

O Zn é outro micronutriente que desempenha importantes funcdes na planta
principalmente atuando como co-fator enzimatico, participacdo de ativacdes enzimaticas,
sintese e conservagao de auxinas, etc. Esse € um dos micronutrientes cuja deficiéncia € muito
comum no centro-oeste brasileiro, ja que os solos dessa regido apresentam minerais de argila
capazes de adsorver fortemente esse elemento, fazendo da difus@o o principal mecanismo de
contato fon-raiz para esse elemento, a exemplo do P. Estes resultados indicam que a estratégia
de mudanga na morfologia e arquitetura do sistema radicular, tem demonstrado ser vidvel para
melhoria da absorcdo de micronutrientes, principalmente Zn, melhorando assim a oferta deste
micronutriente para as plantas e consequentemente para os graos (WERNER et al. 2010).

Uma das vantagens que deve ser apontada em relagdo as linhagens transformadas
apresentarem um sistema radicular mais desenvolvido, é seu potencial para a diminuicdo do
uso de fertilizantes, ou a diminui¢cdo de suas perdas no solo, uma vez que os resultados
demonstraram que com um sistema radicular mais desenvolvido promove melhor exploragao
do solo, possibilitando assim a maior eficiéncia na absorcio de nutrientes. E possivel também,
que essas plantas possuam maior tolerancia a seca. Em regime de sequeiro, um sistema
radicular mais desenvolvido pode apresentar vantagens na captacdo de 4gua em camadas mais
profundas do solo.
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5 CONCLUSOES

A superexpressdo do gene OsCKX5 com o promotor Rcc; resultou em sistema
radicular com maior comprimento, drea, volume e nimero de dpices radiculares comparado as
plantas ndo transformadas. A expressdao do OsCKX5 sobre o controle do promotor Rcc; nao
comprometeu o crescimento da parte aérea.

Quando cultivadas em solo de baixa fertilidade sob regime de sequeiro, as plantas
Pree3:OsCKX5:3xHA apresentaram maior massa de raiz, comprimento do sistema radicular,
maior relag@o raiz/parte aérea e, maiores teores e conteido de macronutrientes (N, P, K, Ca,
Mg) e micronutrientes (Fe e Zn).
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6 PERSPECTIVAS

Ha indicios de que as plantas PRcc3:0sCKX5:3xHA possam ser mais tolerantes ao
estresse hidrico, uma vez que estas apresentaram um sistema radicular mais desenvolvido,
com maior profundidade do sistema radicular, comprimento total de raizes, volume, drea e
maior nimero de dpices radiculares. Estes resultados demonstram que com a melhor
exploracdo do solo pelas raizes, as plantas podem apresentar maior potencial para resisténcia
ao estresse hidrico.
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