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RESUMO
A toxidez causada pelo aluminio (Al) € uma das principais restricdes ao aumento da

produtividade agricola em solos acidos com pH < 5,0, que representam cerca de 50% das
areas potencialmente agricultaveis do mundo. A exclusdo do Al por meio da liberacdo de
acidos organicos pelos apices radiculares é o principal mecanismo fisioldgico de tolerancia
ao Al em plantas. Os &cidos orgéanicos liberados tém a capacidade de quelar o Al, formando
complexos estaveis que nao sdo absorvidos pelas raizes, reduzindo ou anulando os efeitos
téxicos do Al nas plantas. O primeiro gene de tolerancia ao Al identificado em plantas foi o
gene TaALMT1 (Triticun aestivun aluminum-activated malate transporter 1), isolado em trigo.
Esse gene codifica um transportador de membrana ativado por Al, ALMT1, que medeia o
efluxo de malato através das células do 4pice radicular para a rizosfera. A tolerancia ao Al
em sorgo € conferida por uma proteina transportadora da familia multidrug and toxic
compound extrusion family, SOMATE, via liberacdo de citrato ativada por Al em células do
apice radicular. Polimorfismos localizados na regido promotora do gene SbMATE contém
elementos cis-regulatérios que estdo envolvidos no seu controle transcricional. Nessa
regido, polimorfismos do tipo insercédo/delecdo déo origem a repeticbes que incluem um
transposon MITE e sequéncias que o flanqueiam. O capitulo 1 desta tese teve como objetivo
caracterizar funcionalmente a regido promotora do gene SbMATE de sorgo e elucidar o
papel de elementos regulatérios atuando em cis nos mecanismos moleculares envolvidos na
modulagéo da expressédo do gene SbMATE e na tolerancia ao Al. Embrides de milho foram
transformados com vetores contendo fusdes transcricionais de diferentes alelos da regido
promotora do gene SbMATE dirigindo a expressdo do gene reporter, GUS. A expressao e a
atividade do gene GUS foram analisadas por meio de gRT-PCR e ensaio histoquimico.
Maior expressao do gene GUS foi observada nos transgénicos que contém cinco copias da
regido repetitiva, que inclui o transposon MITE (p5MITE), em comparagdo com as outras
construcdes génicas. Ensaios histoquimicos demonstraram que a constru¢do pSMITE dirigiu
a expressao do gene GUS para o apice das raizes principal e laterais e também ao longo do
sistema radicular. Também foi verificada a funcionalidade de uma regido proximal do
promotor, que ndo contém as inser¢des MITE. O segundo capitulo teve como objetivo
avaliar se a expressao do gene TaALMT1, que confere tolerancia ao Al em trigo, seria capaz
de aumentar a tolerancia ao Al em plantas transgénicas de sorgo super expressando o gene
TaALMTL1. Os resultados demonstram que a superexpressao do gene TaALMT1 em plantas
de sorgo transgénicas aumentou o efluxo de malato e a tolerancia ao Al, podendo ser usada

para alcancar melhorias adicionais na tolerancia ao Al em sorgo.

Palavras-chave: Solos acidos. Elementos cis-regulatérios. Tolerancia ao Al. Transposon
MITE. SOMATE. TaALMT1.



ABSTRACT
The toxicity caused by aluminum (Al) is one of the main restrictions to agricultural production
in acidic soils with pH < 5.0 which represent approximately 50% of the world's potentially
arable land. Al exclusion from the root apices mediated by organic acid release is the main
physiological mechanism of Al tolerance in plants. Once released into the rhizosphere,
organic acids have the ability to chelate Al, forming stable complexes that are not absorbed
by the roots, thus conferring Al tolerance. The first Al tolerance gene identified in plants was
the wheat Al tolerance gene TaALMT1 (Triticum aestivum aluminum-activated malate
transporter 1). This gene encodes an Al-activated membrane transporter, ALMT1, which
mediates the efflux of malate through cells from the root apex to the rhizosphere. Al
tolerance in sorghum is conferred by the multidrug and toxic compound extrusion family
protein, SOMATE, via Al-induced and Al-activated citrate release from cells in the root apex.
Polymorphisms located in the promoter region of SbMATE, contain cis-regulatory elements
that are involved in transcriptional control of SbMATE. In this region, insertion/deletion
polymorphisms give rise to tandem repeats that include a MITE transposon and its flanking
sequences. Chapter 1 of this thesis aimed at functionally characterizing the promoter region
of SOMATE and elucidating the role of cis elements influencing SOMATE expression and Al
tolerance. Maize embryos were transformed with vectors containing transcriptional fusions of
different alleles of the promoter region of SbMATE driving expression of the GUS reporter
gene. Reporter gene expression and GUS activity were analyzed by qRT-PCR and
histochemical assay. Greater GUS expression was observed in events that contain five
copies of the repetitive region, which includes the MITE transposon (p5MITE), relative to
other gene constructs. The histochemical assay demonstrated that this construct directed
GUS expression to the apex of the main root and lateral roots and root system. A construct
harboring a proximal promoter fragment, which does not contain the MITE inserts, was also
shown to be functional. The second chapter aimed at verifying whether overexpression of the
TaALMT1 gene, which confers Al tolerance in wheat, would increase Al tolerance in
transgenic sorghum plants. The results demonstrate that overexpression of TaALMT1 in
genetically modified sorghum plants increased malate efflux and Al tolerance. This strategy

can thus be used to achieve further improvements in sorghum Al tolerance.

Keywords: Acidic soils. Cis-regulatory elements. Al tolerance. MITE transposon. SbMATE.
TaALMTL1.
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INTRODUCAO

1. Toxidez do aluminio em solos acidos

A agricultura em regides tropicais e subtropicais do planeta é critica para a seguranca
alimentar mundial. Entretanto, a producdo agricola nessas areas € limitada por diferentes
fatores que causam estresses abidticos, destacando-se os estresses causados pela seca e
pela toxidez por aluminio (Al). A toxidez causada pelo Al € uma das principais restricdes ao
aumento da produtividade agricola em solos com pH < 5,0 (i.e. solos acidos), que
representam cerca de metade das areas potencialmente agricultdveis do mundo.
Aproximadamente 38% dessas areas localizam-se no sudeste da Asia, 31% estdo na
América Latina e 20% no Leste Asiético, incluindo também regides na Africa sub-saariana e
Ameérica do Norte (von Uexkdll; Mutert, 1995; Schmitt et al., 2016).

O Al é o metal mais abundante e o terceiro elemento mais comum da crosta terrestre,
representando 7% da sua constituicdo. Sua solubilidade é dependente do pH do solo. Sob
condi¢bes de pH levemente acido ou neutro, grande parte do Al é precipitado na forma de
oxidos de Al e aluminosilicatos, que nao sao fitotoxicos as raizes das plantas (Kochian,
1995; Ma et al., 2001; Vardar; Unal, 2007). Porém, sob condi¢cdes de pH acido, o que pode
resultar de atividades antrépicas ou processos nhaturais na formacdo dos solos, como
intemperismo, o Al é solubilizado na rizosfera nas formas idnicas Al(OH),", AI(OH)** e
Al(H,0)s*", sendo a forma do cétion trivalente (AI**
Delhaize; Ryan, 1995; Ma et al., 2001).

AlteracBes nos processos metabolicos das raizes podem ser observadas apds poucos

) a mais fitotéxica (Kinraide et al., 1992;

minutos de exposicdo a concentragdes micromolares de Al, inibindo o crescimento radicular
das plantas sensiveis e causando efeitos secundarios (Kochian, 1995; Ma, 2007; Kochian et
al., 2015). A toxidez ocasionada pelo Al ocorre devido a fortes interagfes entre o metal com
alvos presentes no apoplasma, na membrana plasmética e no citosol, levando a restricdo de
uma ampla gama de processos moleculares e celulares e, como consequéncia, causando
reducdo da produtividade agricola (Kochian et al., 2005; Kochian et al., 2015).

Os efeitos da toxidez de Al em plantas incluem a reducao do crescimento das raizes e
dos pelos radiculares, alterando assim a morfologia da raiz; alteracbes na estabilidade e na
rigidez da parede celular e no transporte da membrana plasmatica; modificacées nas vias de
transducao de sinais; producdo de espécies reativas ao oxigénio (ROS) na mitocOndria,
cloroplasto e peroxissomos, que podem causar danos nos componentes celulares e induzir
0 estresse oxidativo; alteracbes no ciclo de divisdo celular; desbalanco nutricional, afetando

a absor¢do de agua e nutrientes como Ca**, P, Mg*, K*, NH," dentre outros cétions
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(Yamamoto et al., 2002; Kochian et al., 2004; Doncheva et al., 2005; Kochian, 2005; Sade et
al., 2016).

Nesse sentido, nas Ultimas décadas, diversos estudos de diversidade genética vem
sendo realizados em programas de melhoramento com o objetivo de buscar fontes de
tolerdncia ao Al que possam contribuir com 0 aumento da tolerancia a esse metal e, assim,
diminuir os danos causados na producdo das principais culturas agricolas cultivadas em

regides tropicais e subtropicais do planeta (Kochian et al., 2015).

1.1 Mecanismos fisioldégicos de tolerancia ao aluminio

Os mecanismos genéticos e fisiologicos da tolerancia ao Al em plantas sdo complexos.
Esses mecanismos sdo decorrentes da selecdo ao longo do processo evolutivo, e
possibilitam que as culturas se desenvolvam em condi¢des de solos &cidos (Huang et al.,
2009). Compreender a natureza desses mecanismos de tolerancia é fundamental para o
progresso das pesquisas na area de fisiologia do estresse (Ma et al., 2001).

As principais estratégias de tolerancia ao Al s&o o mecanismo de detoxificagcdo interna
(simplastico) e 0 mecanismo de exclusdo do metal das células vegetais (apoplastico)
(Kochian et al., 2004; Hiradate et al., 2007). No mecanismo simplastico, o Al é detoxificado
internamente por meio da formacdo de complexos estaveis, que sdo sequestrados em
compartimentos subcelulares. O mecanismo apoplastico impede que os ions AI** entrem
nas células do apice radicular por meio da acdo de compostos organicos que vao quelar o Al
na rizosfera (Kochian, 1995; Ma et al., 1997; Kochian et al., 2015).

No mecanismo de detoxificacdo interna, o Al é quelado no citosol por acidos organicos
OuU outros compostos organicos, formando complexos estaveis, que sao
compartimentalizados em vacuolos, reduzindo a atividade de Al livre no citosol e impedindo
a sua acao toxica (Ma, 2000; Ma et al., 2001; Kochian, 2005; Ryan; Dehaize, 2010). Este
mecanismo € relatado principalmente em espécies endémicas encontradas em regides de
solos acidos, onde a capacidade de conviver com a toxidez de Al € um pré-requisito para
sua sobrevivéncia (Ryan; Dehaize, 2010). O mecanismo apoplastico, também denominado
de exclusdo do Al, inclui a liberagdo de compostos fendlicos, formagdo de mucilagem,
aumento do pH da rizosfera e exsudacao de acidos organicos (Kochian, 1995; Degenhardt
et al., 1998; Miyasaka; Hawes, 2001; Ofei-Manu et al., 2001).

A exclusdo do ion A** por meio da exsudacdo de &cidos organicos pelos apices
radiculares é o principal mecanismo fisiologico de tolerancia ao Al em plantas (Kochian et
al., 2004). Raizes de diversas plantas liberam &cidos organicos em resposta ao estresse de

Al, por meio de transportadores especificos presentes na membrana plasmatica (Ma, 2000;
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Ryan et al., 2001). Os &cidos organicos comumente exsudados sdo o citrato, 0 malato e o
oxalato (Ma et al., 2001).

O malato é liberado pelas raizes de cultivares de trigo (Triticum aestivum) (Delhaize et
al., 1993) e Arabidopsis thaliana (Hoekenga et al., 2003; Liu et al., 2009) tolerantes ao Al. O
citrato é exsudado pelas raizes de cultivares tolerantes de feijdo (Phaseolus vulgaris)
(Miyasaka et al., 1991), milho (Zea mays) (Pellet et al.,1995), soja (Glycine max) (Yang et
al., 2001), sorgo (Sorghum bicolor) (Magalhaes et al., 2007) e cevada (Hordeum vulgare)
(Furukawa et al., 2007; Wang et al., 2007). O oxalato é liberado pelas raizes de Colocasia
esculenta (Ma; Miyasaka, 1998) e Fagopyrum esculentum (Ma et al, 1997), por exemplo.
Algumas espécies vegetais tolerantes ao Al tém a capacidade de liberar mais de um &cido
organico, como triticale (Triticosecale wittmack), colza (Brassica napus), aveia (Avena
sativa), rabanete (Raphanus sativus), centeio (Secale cereale), trigo e Arabidopsis, que séo
capazes de exsudar os acidos organicos malato e citrato (Zheng et al., 1998; Li et al., 2000;
Ma et al., 2000).

Estudos realizados na década de 80 e inicio de 90 relacionados com 0os mecanismos
fisiologicos de tolerancia ao Al em feijao e trigo demonstraram uma correlagdo positiva entre
a exsudacgdo de &cidos organicos nas raizes (citrato e malato em feijdo e malato em trigo) e
0 aumento da toleréncia ao Al (Kitagawa, 1986; Miyasaka et al., 1991; Delhaize et al., 1993).
Outros estudos em monocotiledéneas e dicotileddneas identificaram correlacdes
semelhantes entre a tolerdncia ao Al e a exsudagdo radicular de &acidos organicos
dependente de Al, sugerindo a importancia desse mecanismo de tolerancia em diversas
espécies (Kochian et al., 2015).

Posteriormente, foi demonstrada a existéncia de proteinas transportadoras presentes na

membrana plasmatica das células radiculares que sdo ativadas por jons AP

, € que sdo
permeaveis a formas anidnicas de acidos orgéanicos (Kollmeier et al., 2001; Pifieros;
Kochian, 2001; Sasaki et al., 2004; Kochian et al., 2015). Estes estudos comprovaram que
membros de duas familias de transportadores de membrana, ALMT1 (Aluminum-activated
malate transporter 1) (Sasaki et al., 2004) e MATE (Multidrug and toxic compund extrusion)
(Magalhaes et al., 2007; Furukawa et al., 2007) sdo responsaveis pelo efluxo radicular de
malato e citrato, respectivamente, em resposta ao Al.

Os acidos organicos liberados na rizosfera, em resposta ao estresse causado por Al,
tém a capacidade de quelar os ions AI**, formando complexos estaveis, ndo fitoxicos e que
ndo sdo absorvidos pelas raizes, reduzindo ou anulando os efeitos toxicos do Al nas plantas

(Ma et al., 2001; Kochian, 2005).
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1.2 Mecanismos genéticos de tolerancia ao aluminio

Em gendtipos de determinadas espécies, grande parte da variabilidade genotipica no
gue se refere aos mecanismos de tolerancia ao Al é controlada por apenas um ou dois locos
genéticos, como em trigo (Ma et al., 2005; Raman et al., 2005; Ryan et al., 2009), cevada
(Furukawa et al., 2007; Wang et al., 2007), Arabidopsis (Hoekenga et al., 2003), centeio
(Collins et al., 2008) e sorgo (Magalhaes et al., 2004). Em outras espécies, como no arroz,
essa caracteristica € mais complexa, envolvendo multiplos genes e mecanismos de
detoxificacdo do Al (Yamaji et al., 2009; Delhaize et al., 2012).

O controle genético da tolerancia ao Al baseado na exsudacdo de malato se deve a
acdo de genes que codificam transportadores de malato ativados por Al, pertencentes a
familia ALMT1. Embora a exsudacdo de acidos organicos em resposta ao Al tenha sido
descrita anteriormente (Kitagawa, 1986), Sasaki et al. (2004) identificaram e caracterizaram
em trigo o primeiro gene de tolerdncia ao Al em plantas, o gene TaALMT1 (Triticum
aestivum aluminum-activated malate transporter 1). Este gene esta localizado no loco de
tolerdncia ao Al denominado Altzy (Aluminum tolerance), mapeado no cromossomo 4DL
(Riede; Anderson, 1996). A caracterizacdo funcional do gene TaALMT1 demonstrou que
esse gene codifica uma proteina transportadora de membrana ativada por Al, ALMT1, que
medeia o efluxo do acido organico malato pelas células do apice radicular para a rizosfera
(Sasaki et al., 2004; Yamaguchi et al., 2005; Delhaize et al., 2007).

Embora o gene TaALMT1 seja constitutivamente expresso em linhagens de trigo
tolerantes ao Al, a atividade basal do transportador é aumentada na presenca de ions Al
levando a um aumento da tolerancia ao Al. Diversos estudos demonstraram que a
expressao do gene TaALMT1 em células de tabaco (Nicotiana tobacum) in vitro (Sasaki et
al., 2004; Zhang et al. 2008) e em od6citos de Xenopus (Pifieros et al., 2008), bem como em
arroz (Sasaki et al., 2004), trigo (Pereira et al., 2010) e cevada transgénicos (Delhaize et al.,
2004), conferiu um aumento no efluxo de malato e na tolerancia ao Al.

Outros genes homologos pertencentes a familia ALMT1 foram posteriormente descritos
e relacionados com a exsudacgéo de malato e a tolerancia ao Al em Arabidopsis (AtALMT1)
(Hoekenga et al., 2006), colza (BnALMT1 e BnALMT2) (Ligaba et al., 2006), centeio
(SCALMT) (Collins et al., 2008) e cevada (HVALMTL1) (Gruber et al., 2010).

A familia de proteinas transportadoras MATE corresponde a um grupo diversificado de
proteinas presentes em procariotos e eucariotos (Morita et al.,, 1998), amplamente
conservada em diversos organismos, incluindo plantas superiores (Brown et al., 1999). Os
transportadores da familia MATE em plantas estdo envolvidos em uma ampla gama de
eventos biolégicos, incluindo efluxo de agentes xenobioticos, translocacdo de ferro no

xilema e efluxo de citrato relacionado com a tolerancia ao Al (Takanashi et al., 2014).
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Os genes que codificam os transportadores da familia MATE, responsaveis pela
exsudacdo de citrato pelas raizes em resposta ao estresse causado por fons Al**, foram
primeiramente identificados em sorgo (SbMATE) (Magalhaes et al., 2007) e cevada
(HVAACT1-Aluminum-activated citrate transporter 1) (Furukawa et al., 2007).
Posteriormente, homologos MATE foram caracterizados em Arabidopsis (AtMATEL) (Liu et
al., 2009), milho (ZmMATEL1) (Maron et al., 2010), trigo (TaMATE1) (Ryan; Delhaize, 2010),
feijdo-arroz (Vigna umbellata) (VUMATEL) (Yang et al., 2011) e arroz (OsFRD1) (Yokosho et
al., 2011). Estudos evidenciaram uma correlagédo positiva entre a expressdo desses genes,
a exsudacao de citrato liberado pelas células radiculares e o crescimento relativo das raizes
na presenca de Al (Furukawa et al., 2007; Magalhaes et al., 2007; Sivaguru et al., 2013).

Em sorgo, Magalhaes et al. (2004) mapearam na regiéo terminal do cromossomo 3 um
loco responséavel por 80% da variacao fenotipica para tolerancia ao Al, em uma populacdo
derivada do cruzamento da linhagem tolerante ao Al, SC283, com a linhagem sensivel,
BROO7. Esse loco de tolerancia foi denominado Altsg. Posteriormente, por meio da técnica
de clonagem posicional em uma regiao de 24,6 kb do loco Altsg, foi possivel isolar um gene
de efeito maior envolvido na tolerancia ao Al, o gene SbMATE, que codifica uma proteina
transportadora de membrana pertencente a familia multigénica MATE. SbMATE é expresso
nas raizes de linhagens tolerantes expostas ao Al, com maior expressdo localizada no
primeiro centimetro da raiz, conferindo tolerancia ao Al em sorgo (Magalhaes et al., 2007).

As proteinas das familias ALMT1 e MATE sédo distintas, sugerindo que esses
transportadores evoluiram de maneira convergente para realizar mecanismos fisioldgicos
semelhantes de tolerancia ao Al (Magalhaes et al., 2007). Ou seja, 0 mesmo fendtipo
(tolerancia ao Al) é obtido por mecanismos semelhantes (exsudagédo de &cidos organicos
por apices radiculares), por meio da acdo de transportadores de diferentes familias,
podendo, em alguns casos, coexistirem na mesma espécie. Este € um exemplo notavel de
co-evolucdo funcional da tolerancia ao Al por dois transportadores que séo estrutural e
funcionalmente distintos e sdo a base da detoxificacdo do Al toxico na rizosfera (Delhaize et
al., 2007; Liu et al., 2009; Ryan; Delhaize, 2010; Kochian et al., 2015).

Além dos genes que codificam transportadores de acidos organicos, outros genes
também foram associados com a tolerancia ao Al em plantas (Kochian et al., 2015). Estudos
em arroz demonstraram que o transportador Nratl, pertencente a familia de proteinas
transportadoras Nramp (Natural resistance-associated macrophage protein), esta localizado
na membrana plasmatica de células radiculares de arroz e desempenha uma importante
fung&o removendo o Al da parede celular, com posterior compartimentalizagdo em vacuolos
intracelulares, por intermédio do transportador vacuolar OsALS1 (transportador ABC - ATP
binding cassete) (Xia et al, 2010; Huang et al., 2012).
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Os genes STAR1 e STAR2 (Sensitive to aluminum rhizotoxicity 1, 2), pertencentes a
familia de transportadores ABC, também foram associados com a tolerancia ao Al em arroz.
O gene STARL1 codifica uma proteina que contém um dominio de ligagdo a nucleotideos,
enquanto STAR2 codifica uma proteina com dominio transmembrana (Huang et al., 2009).
Estes genes sdo expressos principalmente na raiz e induzidos pelo estresse de Al e
codificam proteinas que formam um complexo que funciona como um Unico transportador,
que é fundamental para a tolerancia ao Al em arroz (Huang et al., 2009).

Em Arabidopsis thaliana os genes ALS1 e ALS3 codificam proteinas transportadoras de
membrana, que também pertencem a familia de transportadores ABC, e estéo relacionadas
com o mecanismo de detoxificacdo interna de Al. O gene ALS1 é expresso principalmente
nos tecidos vasculares e no apice radicular e esta presente nas membranas vacuolares. O
gene ALS3 é expresso em diferentes 6rgdos, principalmente nas folhas e floema e esta
localizado na membrana plasmatica (Larsen et al., 2005; Larsen et al., 2007).

1.3 Regulacéo transcricional dos genes de tolerancia ao aluminio

Durante o processo evolutivo, as plantas desenvolveram diferentes mecanismos para se
adaptarem aos solos acidos, e a maioria das espécies apresenta variabilidade genotipica
em relagéo a tolerancia ao Al (Matsumoto, 2000; Hiradate et al., 2007; Kochian et al., 2015).

A regulacdo da expressdo génica é modulada por diferentes mecanismos e em
diferentes niveis, como grau de condensagéo da cromatina, metilacdo do DNA, atuagéo de
elementos regulatérios e splicing alternativo do RNA (Wray et al., 2003; Fujii et al., 2012). No
que se refere @ modulacdo dos genes que tém relagdo com a tolerancia ao Al, diversos
mecanismos de regulacdo transcricional tém sido relatados, destacando-se os estudos de
identificacdo e caracterizacdo de fatores regulatorios.

Pesquisas tém demonstrado a acdo de fatores de transcricdo e elementos cis-
regulatérios modulando a expressdo de diversos genes de tolerancia ao Al (revisado por
Delhaize et al., 2012). Fatores de transcricdo estdo envolvidos nos mecanismos de
tolerancia ao Al de diversas culturas, e a maioria pertence as familias de fatores de
transcricio WRKY e zinc finger (Barros et al., 2020). Os fatores de transcricdo STOP1
(Sensitive to proton rhizotoxicity 1) em Arabidopsis (luchi et al., 2007) e ART1 (Aluminum
resistance transcription factor 1) em arroz (Yamaji et al., 2009), pertencentes a familia de
fatores de transcrigdo zinc finger, foram identificados em andlises de mutantes tolerantes ao
estresse de Al e caracterizados como fatores envolvidos na regulacdo dos genes que
conferem tolerancia ao Al.

Estudos em Arabidopsis evidenciaram que o fator de transcricAo STOP1 atua na
regulac@o positiva dos genes de tolerancia ao Al AtMATE1, AtALMT1 e ALS3 (Liu et al.,
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2009; Sawaki et al., 2009). A expressdo do gene STOP1 nao € induzida por Al, sendo
expresso de forma constitutiva, portanto, a via de transducdo do sinal provavelmente
envolve a ativacdo pos-traducional de STOP1 (luchi et al., 2007; Kochian et al., 2015).

Em arroz, o fator de transcricdo ART1, homélogo ao gene STOP1 de Arabidopsis, é
constitutivamente expresso na raiz (Yamaji et al., 2009). ART1 regula a atividade
transcricional de aproximadamente 31 genes que estdo relacionados com a tolerancia ao Al,
como os genes STAR1 e STAR2 (Yamaji et al., 2009), Nratl (Xia et al., 2010), OsFRDL4
(Yokosho et al., 2011) e OsALS1 (Huang et al., 2012). Estudos indicam que ART1 interage
com elementos cis-regulatorios presentes na regiao promotora de 29 dentre esses 31 genes
(Yamaiji et al., 2009; Tsutsui et al., 2011).

Em contrapartida, o fator de transcricdo AtWRKY46 em Arabidopsis atua como um
repressor transcricional do gene AtALMT1 (Ding et al., 2013). A reducdo da expresséo de
AtWRKY46 foi correlacionada com um aumento da expressdo de AtALMTL, liberacdo de
malato e tolerancia ao Al em Arabidopsis.

Sequéncias regulatérias atuando em cis, como polimorfismos dentro de introns e em
regides promotoras, também atuam nos mecanismos de tolerancia ao Al em plantas (Shi et
al., 2012; Tovkach et al., 2013; Yokosho et al., 2016; Kashino-Fuijii et al., 2018; Melo et al.,
2019). Elementos cis-regulatorios estdo envolvidos na regulacdo de genes de toleréncia ao
Al em trigo (Sasaki et al., 2006; Ryan; Delhaize, 2010; Tovkach et al.,, 2013), sorgo
(Magalhaes et al., 2007; Melo et al., 2013), cevada (Fujii et al., 2012; Kashino-Fuijii et al.,
2018), Holcus lanatus (Chen et al., 2013) e arroz (Yokosho et al., 2016).

Os promotores de genes responsivos ao Al em gendtipos tolerantes de trigo (gene
TaALMT1), Holcus lanatus (HIALMT1) e arroz (OsFRDL4) contém mais sitios de ligagéo
para os fatores de transcricdo STOP1 e ART1 e exibem expressédo mais elevada dos genes
de tolerancia ao Al em comparagcdo com 0S genétipos sensiveis (Chen et al.,, 2013;
Tokizawa et al., 2015; Yokosho et al., 2016).

1.4 Elementos cis-regulatoérios

Diversos estudos tém demonstrado mecanismos relacionados com as diferencas
genotipicas na expressao de genes que conferem tolerancia ao Al, destacando-se a atuacéo
de elementos cis-regulatérios (Delhaize et al., 2012; Ma et al., 2014). Elementos cis-
regulatérios estdo localizados em regides nao codificantes do DNA e atuam na regulacao da
expressao de genes proximos ou distantes desses elementos. Mutagbes em regifes cis-
regulatérias representam um importante fator evolutivo por modularem a atividade

transcricional de varios genes (von Korff et al., 2009).
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Em trigo, a regido codificante do gene TaALMTL1 é conservada em linhagens tolerantes
e sensiveis ao Al (Raman et al., 2005). Entretanto, a expressao constitutivamente maior de
TaALMT1 em linhagens tolerantes do que em linhagens sensiveis depende, em parte, de
uma série de mutacdes cis-regulatérias presentes na regido promotora de TaALMT1. O
namero de repeticdes de sequéncias cis-regulatérias foi correlacionado positivamente com o
aumento da tolerancia ao Al em plantas transgénicas contendo diferentes versdes alélicas
da regido promotora do gene TaALMT1 (Sasaki et al., 2006; Ryan; Dehaize, 2010).

Em arroz, a tolerdncia ao Al € uma caracteristica complexa que envolve mdultiplos
mecanismos (Yamaji et al., 2009). Pelo menos 31 genes regulam esses mecanismos e sédo
modulados pelo fator de transcricdo ART1 (Yamaji et al., 2009; Tsutsui et al.,, 2011). Um
importante cis-elemento ao qual se liga o fator de transcricdo ART1 foi identificado na regido
promotora do gene STAR1, que confere tolerancia ao Al em arroz. Da mesma forma, cis-
elementos reconhecidos pelo fator de transcricdo OsWRKY22 foram caracterizados em um
transposon inserido na regiao promotora do gene OsFRDL4 de arroz (Li et al., 2018).

Tovkach et al. (2013) demonstraram que a inser¢do de um transposon na regiao
promotora do gene de trigo, TaMATELB, alterou espacialmente a sua expressao, dirigindo-a
para o apice radicular. Este estudo demonstrou que o elemento transponivel do tipo Sukkula
esta associado ao aumento da expressdo do gene TaMATEL1B em linhagens de trigo
tolerantes ao Al.

O aumento da expressdo do gene HVAACT1 em 4pices radiculares de gendétipos de
cevada tolerantes ao Al esta associado com a inser¢do de um transposon CACTA de 1023
pb, localizado a 4.6 kb a montante da regido codificadora do gene (Fujii et al., 2012). Esse
polimorfismo atua aumentando a expressdo do gene e, consequentemente, conferindo
tolerancia ao Al nos genétipos de cevada (Fujii et al., 2012; Ferreira et al., 2018). Foi
constatado que a inser¢cdo do transposon ocorreu apenas em cultivares tolerantes ao Al
originados do Japéo, Coréia e China, sugerindo que a inser¢cdo promoveu adaptacdo aos
solos acidos dessas regides (Fujii et al., 2012).

Recentemente, Kashino-Fuijii et al. (2018) identificaram um outro mecanismo que regula
a expressdo do gene HvVAACT1 em acessos europeus de cevada, que é diferente do
mecanismo relatado em acessos do Leste Asiatico. Uma insercao semelhante a um multi
retrotransposon (MRL) de pelo menos 15.3 kb foi detectada a 6.6 kb a montante de
HVAACT1 em acessos de cevada europeus, modulando a tolerancia ao Al. Os resultados
indicam que eventos adaptativos independentes em cevada ocorreram no Leste Asiatico e
na Europa para lidar com a toxidez ao Al em solos acidos (Kashino-Fujii et al., 2018).

Segundo o trabalho de Chen et al. (2013), estudos em acessos de Holcus lanatus,

espécie adaptada a solos acidos, demonstraram que um aumento na expressao do gene



23

HIALMT1 foi positivamente correlacionado ao numero de elementos cis-regulatérios
associados com o fator de transcricdo ART1 que atua ha modulacdo da expressédo do gene
e, consequentemente, no aumento da tolerancia ao Al.

As mutacles resultantes da atuacdo de elementos transponiveis associadas com 0s
mecanismos de tolerancia ao Al sdo eventos relativamente recentes no processo evolutivo
dessas espécies e podem ter contribuido com a sua expansao em regides de solos acidos
(Pereira; Ryan, 2019).

1.5 Transposons MITE (Miniature inverted-repeat transposable elements)

A insercdo de um elemento transponivel em uma regido regulatéria pode ocasionar a
alteracdo da expressdo de genes especificos (Feschotte, 2008). Nos transportadores de
acidos organicos que atuam na detoxificacdo de Al, a inser¢do de um transposon pode
alterar a localizacdo espacial da expresséo génica e, consequentemente, a tolerancia ao Al.
Transposons podem alterar a expressao génica devido a varios efeitos, como a introdugéo
de um novo cis-elemento e alteracdo do padrdo de metilagdo do DNA (Sasaki et al., 2006;
Fujii et al., 2012; Tovkach et al., 2013; Yokosho et al., 2016; Pereira; Ryan, 2019).

Elementos transponiveis atuando na modulacdo da expressédo de genes relacionados
com a tolerancia ao Al foram identificados e caracterizados em culturas como sorgo, cevada,
trigo, arroz, Brachypodium distachyon e centeio (Magalhaes et al., 2007; Fuijii et al., 2012;
Silva-Navas et al., 2012; Tovkach et al., 2013; Yokosho et al., 2016; Kashino-Fuijii et al.,
2018)

MITEs séo elementos transponiveis ndo autdbnomos, caracterizados estruturalmente
pelo seu tamanho pequeno, geralmente entre 50-500 pb, alto nUmero de copias, sequéncia
rica em A/T e incapacidade de sintetizar transposases. Transposons MITE sdo compostos
por um par de repetigdes terminais invertidas (TIRs, >10nt) que sé&o flanqueadas por um par
de sequéncias repetitivas diretas, denominadas TSDs (Target site duplications) que variam
de 2 a 10 nucleotideos. Sao encontrados, geralmente, em regides gendmicas
transcricionalmente ativas ou dentro de regides codificadoras, onde podem atuar alterando a
expressao génica (Feng, 2003; Yang et al., 2005; Ohmori et al., 2008; Kuang et al., 2009).

Transposons MITE desempenham um importante papel na evolucdo do genoma.
Devido a sua associagdo com genes ou regides génicas especificas, como introns, exons,
regibes UTRs e sequéncias promotoras, os elementos MITE podem alterar a estrutura, a
expressao e/ou a funcdo dos genes (Feschotte, 2008; Shirasawa et al., 2012). A localizac&o
proxima entre as inser¢cbes MITE e os genes adjacentes leva a hip6tese de que esses
transposons desempenham um importante papel na regulagdo da expressdo génica (Li et
al., 2014).
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Elementos MITE sdo abundantemente distribuidos nos genomas eucariéticos, incluindo
plantas e animais. Em batata, um elemento MITE denominado Stowaway foi caracterizado
como responsavel pela variagdo fenotipica na cor da epiderme devido a uma insercdo no
primeiro exon do gene flavondide 3',5-hydroxylase (Momose et al., 2010). Estudos em
Brassica rapa e Brassica oleracea demonstraram que inser¢cdes MITE desempenham papéis
dindmicos na evolucdo do seu genoma (Sampath et al., 2014).

Em sorgo, o estudo de Magalhaes et al. (2007) evidenciou diferengas na expressao do
gene SbMATE e na tolerancia ao Al entre as linhagens contrastantes SC283 e BRO0O07,
tolerante e sensivel ao Al, respectivamente. O sequenciamento do loco Altsg demonstrou
gue a regido codificadora do gene SbMATE é idéntica entre os alelos parentais, com
polimorfismos encontrados apenas dentro de um dos introns. Entretanto, o sequenciamento
da regiao promotora do gene SbMATE identificou polimorfismos localizados a 1,4 Kb a
montante do TATA box predito do gene SbMATE. Nessa regido, polimorfismos do tipo
insercdo/delecdo dao origem a repeticbes que incluem um transposon MITE e as
sequéncias que o flanqueiam.

A insercao MITE é composta pela regiao “b” (243 pb), a qual é flanqueada pelas regides
“a” (100 pb) e “c” (20 pb). Cada uma das regides contendo o transposon MITE termina com
um elemento imperfeito (“a”) que contém uma delegao de 8 pb ou 12 bp, dependendo do

gendtipo de sorgo (Figura 1) (Melo et al., 2019).
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Figura 1. Estrutura da regido promotora do gene SbMATE de sorgo. O elemento MITE contém 243 pb
(unidade “b”), é flanqueado por uma sequéncia de 100 pb (unidade “a”) e por outra sequéncia de 20 pb
(unidade “c”). A sequéncia repetitiva é formada pela estrutura a-b-c e é seguida por uma sequéncia Unica
terminal de 100 pb, também denominada unidade “a” que pode apresentar uma delegdo de 8 pb
(representado por um tridngulo preto invertido, presente nos genétipos SC283 e Tx430) ou uma delecéo
de 12pb (triangulo branco invertido, presente no genétipo BR012) (Melo et al., 2019).

A regido da insercdo MITE foi amplificada via PCR e a variagdo no tamanho desta
regido foi significativamente e positivamente correlacionada com a tolerédncia ao Al. Os
resultados desse estudo sugerem que os polimorfismos localizados na sequéncia repetitiva
contém elementos de agéo cis que podem estar envolvidos com o controle transcricional do
gene SbMATE de sorgo (Caniato et al., 2007; Magalhaes et al., 2007; Melo et al., 2019).
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No entanto, esses MITES sdo responsaveis apenas por parte da variacdo na expressao
do gene SbMATE (Melo et al., 2013). A introgresséo do loco Altsg, onde esta localizado o
gene SbMATE, em linhagens isogénicas de sorgo resultantes do cruzamento entre o
parental BR012 (sensivel ao Al) e o parental SC566 (tolerante ao Al), contendo alelos
tolerantes em homozigose, resultou numa reducdo da expressao do gene SbMATE e na
tolerancia ao Al nas linhagens introgredidas derivadas quando comparadas com o0s
parentais, sugerindo que a expressdo de SbMATE é regulada em mudltiplos niveis. Embora
os efeitos dos elementos cis-regulatérios sejam dominantes no controle da expressao do
gene SbMATE, variacdo alélica em fatores transcricionais pode levar a alteracdes
fenotipicas, dependendo do alelo do doador, reduzindo a express@o do gene e a tolerancia
ao Al. Os resultados sugerem que locos adicionais modulam a expressdo de genes de
tolerancia ao Al, podendo se traduzir em interacdes epistaticas entre locos, convergindo
para controlar um Unico mecanismo fisioldgico centralizado (Melo et al., 2013).

No trabalho de Melo et al. (2019), a expressao global e alelo-especifica do gene
SbMATE foi avaliada com o objetivo de verificar os efeitos regulatérios atuando em cis e
trans na expressao génica. A deteccdo de um eQTL fora do loco Altsg, no cromossomo 9,
levou a identificacdo de fatores em trans que modulam a atividade transcricional do gene
SbMATE. A andlise da regido promotora desse gene no gendétipo de sorgo SC283 (tolerante
ao Al) mostrou que um fragmento se estendendo até a posi¢cdo -2.102 pb em relagcdo ao
codon de inicio de SbMATE foi suficiente para a transativacdo dos cis-elementos pelos
fatores de transcricdo SbWRKY1 e SbZNF1. Porém, a transativacdo foi perdida quando a
regido terminal de 92 pb do elemento MITE foi excluida (subunidade “a” - Figura 1). Foi
demonstrado que os fatores de transcricio SbWRKY1l e SbZNF1 ligam-se nessa
subunidade e na subunidade “a” dentro das repeticdes MITE, modulando a expresséao do
gene SbMATE.

Dessa forma, pode-se inferir que o nimero de repeticdes MITE se correlaciona com o
aumento da atividade de transativacao dos fatores de transcricdo SbWRKY1 e SbZNF1. Os
resultados sugerem que quanto maior o nimero de repeticdes MITE, maior serd o niUmero
de sitios de ligacao dos fatores de transcricdo e, consequentemente, maior expressao do
gene SbMATE (Melo et al., 2019). Assim, sugere-se que as inser¢cdes MITE localizadas na
regido promotora do gene SbMATE atuam em conjunto com fatores de transcricdo na
regulacdo da expressdo desse gene e, consequentemente, no aumento da tolerancia ao Al
em genaotipos tolerantes de sorgo.

Embora a funcdo do gene SbMATE esteja bem compreendida, os mecanismos
transcricionais que envolvem o0s elementos cis-regulatérios e fatores atuando em trans nao

foram completamente elucidados, tornando-se fundamental a identificacdo e a
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caracterizacdo desses elementos presentes na regido promotora do gene. A elucidacao dos
mecanismos envolvidos na regulacdo transcricional do gene SbMATE permitira o
aperfeicoamento de estratégias biotecnologicas para mitigacdo das perdas da producdo

agricola em condi¢Bes de solos acidos.
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CAPITULO 1

Caracterizacao funcional da regido promotora do gene SbMATE de sorgo em

plantas geneticamente modificadas de milho
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1 - INTRODUCAO

Os programas de melhoramento genético de importantes culturas produtoras de gréaos
vém alcancando avancos significativos com a identificacdo e a selecdo de fontes de
tolerdncia ao Al. Estudos relacionados com a base genética, fisiolégica e molecular da
tolerdncia ao Al em plantas tém contribuido para o entendimento dos mecanismos
regulatérios envolvidos (Delhaize et al., 2004; Magalhaes et al., 2007; Wang et al., 2007; Li
et al., 2014; Kochian et al., 2015).

O gene SbMATE de sorgo codifica uma proteina transportadora de citrato, ativada por
Al e expressa, principalmente, nos apices das raizes. No estudo de Magalhaes et al. (2007),
diferencas na expressdo do gene SbMATE entre linhagens contrastantes de sorgo
explicaram mais de 80% da variacao fenotipica da tolerancia ao Al, fornecendo evidéncias
de que a variagcdo na expressdo génica se relaciona com a variacao alélica no loco de
tolerancia ao Al.

Com base no sequenciamento da regido promotora do gene SbMATE foi possivel
verificar que as diferengas encontradas no numero de repeticbes contendo o transposon
MITE, designadas aqui de repeticdes MITE, foram significativamente correlacionadas com a
tolerdncia ao Al em sorgo (Magalhaes et al., 2007). O trabalho de Magalhaes et al. (2007)
constatou, ainda, que a regido repetitiva nas linhagens Tx430, BR0O07, BR012 e SC283
continha uma, trés, quatro e cinco cépias da regido MITE, respectivamente. Os resultados
do trabalho sugerem uma correlacdo entre os polimorfismos localizados na regido
regulatéria do gene SbMATE e o controle transcricional do gene de tolerancia como um fator
determinante para a tolerancia ao Al conferida pelo gene SbMATE (Caniato et al., 2007,
Magalhaes et al., 2007; Melo et al., 2019).

Apesar dos inumeros progressos obtidos, estudos mais detalhados sdo necessarios
para a compreensdo dessas redes regulatérias, com a identificacdo e a caracterizacéo de
cis-elementos e proteinas que atuam na regulacdo da expressdo do gene SbMATE. Nesse
sentido, compreender a essencialidade das repeticdes MITE na atividade promotora e na
regulacédo da expresséao tecidual e temporal do gene SbMATE podera permitir um melhor
entendimento dos mecanismos envolvidos na regulagdo da expressdo de genes
transportadores de acidos orgéanicos, relacionados com os mecanismos de tolerancia ao Al
em plantas.

O capitulo 1 da tese teve como objetivo geral caracterizar funcionalmente a regiao
promotora do gene SbMATE de sorgo, avancando no entendimento do papel dos elementos
cis-regulatorios nos mecanismos moleculares envolvidos na modulacdo da expressdo do

gene SbMATE e, por conseguinte, na tolerancia ao Al condicionada pelo gene SbMATE.
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Sintese de diferentes versdes da regido promotora do gene SbMATE de sorgo e
clonagem no gene reporter GUS

Foram sintetizadas (Epoch Life Science) sete versbes da regido promotora do gene
SbMATE de sorgo contendo as repeticbes MITE (Figura 1), conforme descrito por
Magalhaes et al. (2007) e por Melo et al. (2019). As descricbes e representacdes
esquemaéticas das construcdes sintetizadas estao detalhadas a seguir:
A) Construcdo génica com 05 repeticbes MITE (designada promotor (p) SMITE+ ou
pPSMITE+). A sequéncia comeg¢a no marcador flanqueador do loco Altsg contendo 1749 pb
(Magalhaes et al., 2007) e vai até o codon de inicio da traducao (ATG) do gene SbMATE.
B) Construcao génica com 05 repeticbes MITE (p5MITE). A sequéncia compreende a regido
gue se inicia nas repeticdes MITE e vai até o ATG.
C) Construcdo génica com 04 repeticbes MITE (p4MITE). A sequéncia compreende 04
repeticbes MITE e vai até o ATG.
D) Construcdo génica com 03 repeticbes MITE (p3MITE). A sequéncia compreende 03
repeticbes MITE e vai até o ATG.
E) Construcdo génica com 01 repeticdo MITE (pIMITE). A sequéncia compreende 01
repeticdo MITE e vai até o ATG.
F) Construcdo génica sem a regido MITE (pOMITE). Compreende a regido que se inicia
imediatamente apos as repeticdes MITE e vai até o ATG.
G) Construcédo génica sem a regido MITE (pFmOMITE). Compreende a regido que se inicia

no marcador flanqueador do loco Altsg e vai até o inicio das repeticbes MITE.
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Figura 1: Representacdo esquematica das sete versdes da regido promotora do gene SbMATE de sorgo. (A)
pSMITE+: sequéncia de 5.666 pb contém 5 repeticbes da regido MITE. (B) pSMITE: sequéncia de 3.917 pb
contém 5 repeticdes MITE. (C) p4MITE: sequéncia de 5.299 pb contém 4 repeticdes MITE. (D) p3MITE:
sequéncia de 4.940 pb contém 3 repeticdes MITE. (E) pIMITE: sequéncia de 4.214 pb contém 1 repeticdo MITE.

(F) pOMITE: sequéncia de 2.010 pb, que n&o contém a regido MITE e estéa localizada imediatamente a montante
do ATG. (G) pFmOMITE: sequéncia de 1.749 pb, que ndo contém nenhuma repeticdo MITE e estéa localizada a

montante das repeticdes MITE. A estrutura da regido repetitiva esté detalhada na Figura 1 da Introducéo.
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Com o objetivo de caracterizar funcionalmente a regido promotora do gene SbMATE, as
diferentes constru¢des foram fusionadas ao gene repérter uid A (GUS) do vetor binario
pTF102 (Paz et al., 2004), em substituicdo ao promotor CaMV35S (Cauliflower mosaic
virus). O marcador de selecdo para plantas contido nesse vetor binario é o gene bar, que
esta sob o controle do promotor constitutivo CaMV35S e confere resisténcia ao herbicida
glufosinato de aménio. Os vetores de expressdo contendo as diferentes construcoes
génicas da regido promotora do gene SbMATE foram inseridos em Agrobacterium
tumefaciens, estirpe EHA 101, por meio da técnica de eletroporacao (Figura 2) (Lin, 1995).

. >2.5kb . )
I | -
LB . RB
o T [
I
TEV T35S s

BamHl BamH1

Figura 2: Representacdo da construcao génica com as sete versfes da regido promotora
do gene SbMATE controlando a expresséo do gene reporter GUS. LB: borda esquerda do
T-DNA; RB: borda direita do T-DNA; P35S: promotor 35S do Cauliflower mosaic virus
(CaMV); gus-int: gene GUS contendo um intron; T35S: terminador do promotor 35S; TEV:
transcricional enhancer para Tocacco etch virus; bar: gene de resisténcia ao herbicida

glufosinato de aménio. Tvsp: terminador do gene de reserva vegetativo de soja.

2.2 - Transformacdo genética de embrides imaturos de milho Hill via

Agrobacterium tumefaciens

A etapa seguinte consistiu no processo de transformacdo genética de embribes
imaturos do gendtipo de milho Hill, via Agrobacterium tumefaciens EHA101, com as sete
versdes da regido promotora do gene SbMATE. E importante destacar que o milho hibrido
temperado Hill é utilizado no processo de transformacéo genética via Agrobacterium por ser
menos recalcitrante a infeccdo e por apresentar 6timo desempenho na producéo de calos
embriogénicos fridveis do tipo Il, considerados os mais adequados para a regeneragado de
plantulas em cultura de tecidos (Armstrong; Green,1991; Frame et al., 2002).

Inicialmente, sementes do milho Hill foram plantadas em casa de vegetacdo em

periodos escalonados para obtencdo do material vegetal para a transformacéo genética. Os
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embrides imaturos de milho foram colhidos entre 10 e 12 dias ap6s a polinizacdo, com
aproximadamente 1,5 a 2,0 mm. Para a assepsia dos explantes, as palhas das espigas de
milho foram retiradas e as espigas foram lavadas com alcool 70% (v/v) e, posteriormente,
mergulhadas em uma solucéo de hipoclorito de sédio comercial e 4gua destilada (1:1), com
cinco gotas de detergente comercial. A solucdo de hipoclorito contendo as espigas de milho
foi colocada sob agitacdo constante por 30 minutos. Em seguida, em camara de fluxo
laminar, as espigas passaram por lavagem triplice com agua deionizada autoclavada e, logo
apés, os embribes zigéticos foram excisados com auxilio de bisturi e espatula. A
transformacgdo genética de milho foi realizada de acordo com o protocolo estabelecido por
Frame e colaboradores (2002) com modificagdes.

Preparo da Agrobacterium tumefaciens

A bactéria A. tumefaciens utilizada para a transformacdo dos embrides imaturos foi
mantida em meio YEP (5 g L™ de extrato de levedura, 10 g L™ de peptona, 5 g L™ de NaCl,
15 g L™ de Bacto-agar), contendo 100 g L™ do antibiético espectinomicina, por até 4
semanas, a 4°C. Os estoques de culturas de longa duragdo foram mantidos em freezer -
80°C, em solucao de glicerol.

Trés dias antes da transformacgéo, as culturas de A. tumefaciens mantidas a 4°C,
contendo as construgdes génicas em estudo, foram estriadas em meio YEP suplementado
com espectinomicina e incubadas a 20°C. Para a transformacéo, foram distribuidos 10 mL
de meio de infecgdo suplementado com 100 uM de acetoseringona (AS) em tubos de 50 mL.
Em seguida, inoculou-se a A. tumefaciens até obter uma densidade 6tica a 550 nm entre 0,3
e 0,4. Posteriormente, o meio de infeccdo contendo a Agrobacterium foi incubado

horizontalmente em agitador, sob temperatura de 22°C a 100 rpm por 2 horas.

Transformacgé&o genética via Agrobacterium tumefaciens

Os embrides excisados de milho foram acondicionados em tubos de 2,0 mL contendo
1,5 mL de meio de infeccdo suplementado com 100 pM de AS, inicialmente sem A.
tumefaciens. Em seguida, o meio de infec¢éo foi retirado, os embrides lavados com 1,0 mL
deste mesmo meio e entdo foi adicionado 1,5 mL da suspenséo de A. tumefaciens contendo
as construcdes génicas clonadas no vetor pTF102. Os tubos foram gentilmente invertidos e
incubados por cinco minutos no escuro. Apos a infeccao, os embribes foram transferidos
para o meio de co-cultivo. Os embrides foram orientados de maneira que o eixo embrionario
ficasse em contato com o meio de cultura. As placas foram fechadas com fita micropore e

incubadas no escuro a 20°C, durante cinco dias.
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Foram realizados vinte e um experimentos de transformacéo genética utilizando as sete
construcdes génicas correspondentes a regido promotora do gene SbMATE. As
transformac@es foram realizadas separadamente para cada constru¢cao génica, para evitar
contaminacéao entre 0s experimentos. Em cada experimento de transformacéo genética, 300

embridoes imaturos de milho foram infectados.

Selec¢éo e regeneracdo das plantas transgénicas

Para a selecdo das células transformadas, os calos embriogénicos regenerados a partir
dos embrides imaturos foram subcultivados a cada 15 dias em diferentes meios de selecdo
contendo o agente seletivo Bialaphos® (GoldBio) em diferentes concentracdes e incubados a
26°C no escuro. Calos que sobreviveram a selecao com o herbicida foram transferidos para
0 meio de regeneracao/maturacao por 20 dias e, ap0s essa etapa, foram transferidos para o
meio de germinacéo, sendo mantidos por cerca de 15 dias. Plantulas com aproximadamente
8 cm de comprimento foram aclimatadas em casa de vegetacdo. As plantas TO obtidas
foram tratadas em casa de vegetacdo com o herbicida Finale® (Bayer) para confirmacéo dos

transformantes (Figura 3).
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Figura 3: Representacdo esquemética das etapas de transformacdo genética de milho Hill via Agrobacterium tumefaciens.

(A-B) Embrides de milho Hill excisados; (C) embribes em meio de repouso; (D-F) sele¢@o dos calos transformados em
cultura de tecidos; (G) calo embriogénico selecionado em cultura de tecidos; (H-1) germinacdo das plantulas transgénicas

(TO) em cultura de tecidos; (J) aclimatacdo das plantas TO em casa de vegetacdo e produgéo de sementes.

Analise dos transgénicos na geragédo TO

A insercdo dos transgenes nos calos embriogénicos contendo as regifes do promotor
do gene SbMATE fusionadas com GUS (pSbMATE) foi confirmada, inicialmente, por reacao
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando o gene marcador de selecdo bar como
referéncia. Foi realizada a extracdo de DNA gend6mico dos calos embriogénicos que se
desenvolveram apOs o periodo de selecdo Il (Figura 3). Para a extracdo do DNA,

aproximadamente 500 mg da massa embriogénica foi acondicionada em microtubo de 1,5
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mL contendo 400 pL de tampado de extracdo CTAB 2% (m/v) com 0,4% (v/v) de B-
mercaptoetanol. O material foi cuidadosamente macerado com o auxilio de um pistilo. Em
seguida, o material foi homogeneizado por 15 segundos e incubado a 60°C por 20 minutos.
Posteriormente, os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 10 minutos. Ao
final da incubacao, foram adicionados 300 uL de cloroférmio-octanol (24:1) e os tubos foram
novamente homogeneizados por 15 segundos. Apds essa etapa, realizou-se a centrifugagéo
a 14.000 rpm, por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro microtubo de 1,5 mL
e foram entdo adicionados 300 pL de isopropanol gelado em cada amostra, seguindo-se um
periodo de incubacgéo a -80°C por 20 minutos. Em seguida, foi realizada a centrifugacéo a
14.000 rpm, lavagem do precipitado com 200 uL de etanol 70% (v/v) e secagem em estufa a
65°C, por 25 minutos. Finalmente, o precipitado foi tratado com 100 pyL de TE + 0,2 pL de
RNAse e armazenado em freezer a -20°C. A integridade e a concentracdo do DNA foram
verificadas por eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) e por quantificagdo do DNA no
espectrofotdmetro NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific), respectivamente. Para
confrmacdo dos eventos transgénicos, foi realizada a técnica de PCR, usando
oligonucleotideos iniciadores para o gene bar (Tabela 1 do material suplementar - S1). Cada
20 pL de reacdo de PCR continha tamp&o 10X, 2 mM de MgCl,, 100 uM de cada dNTP, 1,0
UL de cada primer na concentracdo de 10 uM, 30 ng de DNA e 1 unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen). As reacfes foram feitas utilizando-se um termociclador Veriti
Thermal Cycler (Applied Biosystems) programado para uma etapa de desnaturacao inicial
de 2 minutos a 94°C, seguida de 35 ciclos a 94°C por 20 segundos, 20 segundos a 60°C, 30
segundos a 72°C e uma extenséo final de 5 minutos a 72°C. Os produtos gerados foram

analisados em gel de agarose 1%, com GelRed® (Biotium) mais corante.

2.3 - Quantificacdo da expresséo do gene reporter GUS nos transgénicos de milho

na geracéo F2

As plantas transgénicas TO selecionadas em casa de vegetacdo apés a aplicacdo do
herbicida Finale® foram polinizadas utilizando pélen da linhagem tropical, L3, pertencente a
Embrapa Milho e Sorgo, que apresenta excelente desempenho agrondmico. As sementes
transgénicas produzidas na primeira geracdo, denominada F1, foram novamente plantadas
em casa de vegetacao e realizou-se a autopolinizacdo das plantas para produzir a segunda
geracao (F2). Com o objetivo de realizar uma pré-sele¢do nos transgénicos produzidos, foi
realizada analise de segregacdo dos transgenes na geracdo F2, utilizando o herbicida
Finale® para selecdo dos individuos com copia Unica do inserto. Os transgénicos que
apresentaram segregacdo mendeliana 3 (resisténcia ao herbicida Finale) : 1 (sensibilidade),

confirmada ap6s teste de qui-quadrado (x?) a 5% de probabilidade, foram avancados para a
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analise molecular de expressdo do gene reporter GUS, por meio da técnica de PCR em
tempo real (RT-gPCR).

A andlise de expressao foi realizada nos transgénicos selecionados tratados com Al em
solucdo hidropénica pH 4,0, como descrito por Caniato et al. (2014), com modificacfes.
Como as sementes F2 estavam segregando para os transgenes, foi necessario submeté-las
ao tratamento com uma solucdo contendo o herbicida Finale® na concentracdo de 0,2%
(v/v), por 6 horas, para eliminagdo das sementes nulas para os transgenes. Apés o
tratamento com herbicida, as sementes foram germinadas em rolos de papel de germinacdo
umedecidos em &gua deionizada por um periodo de quatro dias, em camara de
crescimento, com temperatura diurna média de 27+3°C, temperatura noturna de 20+3°C, e
fotoperiodo de 16 horas. Posteriormente, as plantulas foram transferidas para copos
plasticos perfurados, acomodados em placas de PVC dentro de bandejas plasticas contendo
8,0 litros de solucéo nutritiva. As plantulas foram mantidas por 24 horas em solu¢do nutritiva
completa sem Al. ApGs esse periodo, para imposicdo do estresse de Al, a solu¢do nutritiva
foi substituida por solugdo com a mesma constituicdo anterior, porém com a adicdo de {39}
UM de atividade de Al (os valores entre chaves indicam a atividade de Al estimada com o
software GEOCHEM-PC) (Parker et al., 1995). A solucao foi continuamente aerada durante
todo o periodo experimental. Os experimentos foram conduzidos em cémara de
crescimento, com temperatura diurna média de 27+3°C, temperatura noturna de 20+3°C e
fotoperiodo de 12 horas. O delineamento experimental utilizado foi em blocos ao acaso e
cada parcela experimental foi constituida de sete plantulas, com trés repeticdes bioldgicas,
totalizando 21 plantulas por tratamento.

Apbs o periodo de 24 horas de estresse de Al, os apices radiculares (1,0 cm) foram
coletados para a realizacdo dos ensaios de quantificacdo da expresséo relativa do gene
GUS, por RT-gPCR (Figura 4). O RNA total dos apices radiculares foi extraido utilizando
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). A sintese de cDNA foi realizada com 2,0 ug de RNA total
com o auxilio do kit Hight Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems).
As reacoes de RT-gPCR foram realizadas em triplicata, contendo cDNA (5 ng para o gene
alvo e 0,005 ng para o gene de referéncia), 2.5 uM de cada iniciador e Fast SYBR Green
Master Mix 1X (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. Os ensaios foram
realizados segundo o método de quantificacdo relativa por 22" proposto por Livak;
Schmittgen (2001). Para a correcao de possiveis variacfes na quantidade de RNA utilizada
em cada reacgdo, a normalizagcdo dos experimentos foi realizada utilizando-se o gene de
referéncia 18S rRNA. As andlises foram conduzidas no equipamento 7500 Fast-Real Time
PCR System (Applied Biosystems). Além das condi¢cdes de amplificagdo padrdo, todos os

procedimentos utilizando kits foram realizados conforme as recomendac¢6es do fabricante.
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Figura 4. Metodologia de coleta de apices radiculares ap6s estresse de Al em solugdo
hidropdnica para analise de RT-qPCR. (A-B) Transgénicos em solucéo hidropdnica; (C)
plantula de milho transgénica apés 01 dia de estresse de Al; (D-E) excisdo do &pice
radicular (1,0 cm); (F) armazenamento do apice radicular coletado em criotubos.

2.4 - Fixagao dos transgénicos

ApOs as analises preliminares da expressao do gene GUS nos transgénicos da geragéo
F2, 7 a 10 transgénicos correspondentes a cada construcdo génica foram selecionados.
Subsequentemente, os individuos F2 selecionados foram autofecundados para geracdo das
familias F3. A sele¢éo dos individuos com os transgenes em homozigose foi realizada por
meio de teste de progénie nas respectivas familias F3. Para isso, realizou-se novo
tratamento com o herbicida Finale® para identificacdo dos individuos transgénicos nulos, que
sdo sensiveis ao glufosinato de amdnio. As familias tolerantes ao herbicida e que ndo
apresentaram segregacgdo génica, indicando que os transgenes encontravam-se fixados,
foram selecionadas para a producdo das sementes da geracdo F4 e posterior analise
molecular (Figura 5).

Nos transgénicos de milho correspondentes as constru¢gdes pSMITE e pFmMOMITE,
diversas familias F3 estavam segregando apds andlise do teste de progénie, indicando
descendéncia de plantas heterozigotas para os transgenes. Nesse sentido, foi necessario
realizar analise do nimero de cdépias do transgene com o objetivo de identificar as plantas
homozigotas, por meio da técnica de RT-qPCR. Para isso, o DNA gendmico das folhas dos
individuos F3 foi extraido pelo método CTAB descrito por Saghai-Marrof et al. (1984) e, em
seguida, quantificado em equipamento NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific). As
reacOes foram preparadas nas mesmas condi¢cfes descritas anteriormente para andlise de
expressao génica, substituindo-se o cDNA por 25 ng de DNA gendmico (secéo 2.3). Para a
correcdo de possiveis variagbes na quantidade de DNA utilizada em cada reacdo, a

normalizacdo dos experimentos foi realizada utilizando o gene actina como referéncia. A
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quantificacdo do nimero de insercdes foi obtida utilizando-se o método 222" (Livak;
Schmittgen, 2001). As plantas pSMITE e pFmOMITE com os transgenes em homozigose

também foram avancadas para a producao de sementes na geracao F4.

A: TO Plantas TO (T_) x Linhagem L3 (_ )
B: F1 Plantas T_ / _X_
®
C:F2 Plantas TT / T_ / 33 - 165t€ deSegregagdo

mendeliana

D:F3 Plantas TT / T_ / X -3 Teste de progénie

Figura 5: Representagdo esquematica das etapas de fixagdo dos transgénicos em casa de vegetagao.

(A) Primeira geragdo dos transgénicos (TO) polinizados com polém proveniente da linhagem L3; (B)
segunda geracdo dos transgénicos (F1); (C) geragdo F2 dos transgénicos produzida a partir de
autopolinizagdo. Foi realizado nessa geracdo o teste de segregacdo mendeliana para selecionar os
transgénicos com coépia Unica dos insertos; (D) geracdo F3 dos transgénicos produzida a partir de
autopolinizagdo, onde foi realizado o teste de progénie para sele¢éo dos transgénicos fixados (plantas TT
que ndo segregaram). O simbolo y{representa os individuos transgénicos nulos que foram descartados
apos aplicacao do herbicida Finale.

2.5 - Detecgao da atividade da enzima B-glucuronidase (GUS)

Com o objetivo de detectar espacialmente a atividade da enzima B-glucuronidase
(GUS), plantas transgénicas de milho pSMITE e pOMITE na geragdo F3 foram analisadas
por meio do ensaio histoquimico GUS. Para realizar essa andlise, as plantas foram expostas
ou ndo ao estresse de Al segundo Caniato et al. (2014), com modificagcbes conforme
descrito na secdo 2.3. O protocolo do ensaio GUS foi utilizado conforme descrito por
Jefferson et al. (1987). O resultado do ensaio histoquimico foi avaliado utilizando um

estereoscopio Axio Zoom V16 (Zeiss).

2.6 - Genotipagem dos transgénicos de milho na geragédo F4

Ap6s a producdo e plantio das sementes transgénicas da geracdo F4 em casa de
vegetacdo, foi realizada a genotipagem das plantas utilizando oligonucleotideos iniciadores
especificos (Tabela S1) para confirmar a identidade dos transgénicos com relacdo a cada
fus@o tanscricional. Os iniciadores utilizados foram desenhados com o auxilio do programa
Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). O DNA gendmico foi isolado utilizando-se o método

de Saghai-Maroof et al. (1984). Ap6s a extragdo e quantificagdo do DNA gendémico dos
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eventos, foi realizada a técnica de PCR. Cada 20 ul de reacdo de PCR continha tampao
10X, 2 mM de MgCl,, 100 uM de cada dNTP, 1,0 uL de cada primer a 10 uM, 30 ng de DNA
e 1 unidade de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As reacdes foram feitas utilizando-se um
termociclador Veriti Thermal Cycler (Applied Biosystems) programado para uma
desnaturacéo inicial de 2 minutos a 94°C, seguida de 40 ciclos de 10 segundos a 94°C, 15
segundos a 59°C, 2 minutos e 30 segundos a 72°C e uma extensao final de 5 minutos a
72°C. Os produtos gerados foram analisados em gel de agarose 1%, com GelRed® mais

corante.

2.7 - Quantificacdo da expresséo do gene reporter GUS nos transgénicos de milho

em homozigose para 0s transgenes

Cinco transgénicos de cada construcdo da geracao F4 (exceto a construcdo pFmOMITE,
gue tinha apenas quatro transgénicos nessa geragdo) foram selecionados para realizar a
técnica de RT-qPCR para o gene repérter, GUS. A linhagem n&o transgénica L3 foi utilizada
como controle negativo. A expressdo génica foi quantificada com o método 22" (Livak;
Schmittgen, 2001), conforme descrito na sec¢ao 2.3.

Os transgénicos foram submetidos a solug&o hidropénica sem Al e com {39} uM de Al
durante seis dias (Caniato et al., 2014). O experimento foi conduzido em camara de
crescimento e cada parcela experimental foi constituida de sete plantulas por tratamento e
uma repeticdo bioldgica. Apos o periodo de seis dias, os apices radiculares da raiz principal
(1,0 cm), o restante do sistema radicular e a parte aérea das sete plantulas de cada
tratamento foram coletados, congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a -
80°C para realizagdo dos ensaios de quantificacdo da expressdo do gene GUS, conforme
descrito na secdo 2.3. Para a correcao de possiveis variagbes na quantidade de RNA
utilizada em cada reacdo de RT-gPCR, a normalizacdo dos experimentos foi realizada

utilizando-se os genes de referéncia actina e tubulina.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Transformacgé&o genética de milho Hill via Agrobacterium tumefaciens

Foram realizadas 21 transformacdes genéticas via A. tumefaciens, gerando um total de
151 transgénicos (pSbMATE) com diferentes regides promotoras do gene SbMATE. A
porcentagem de transformacdo dos embribes imaturos foi de 2,39% (numero de
transgénicos gerados / numero de embrides infectados) x 100. Somente a transformacao
com a construcdo génica A: pSMITE+, que corresponde a regido que comeg¢a no marcador

flanqueador do loco Altsg e vai até o ATG ndo produziu nenhum transgénico. Plantas



50

transgénicas de milho foram produzidas com todas as outras fusbes transcricionais. Foram
observadas variacdes na eficiéncia de transformacédo genética dos embrides de milho Hill
entre as constru¢des génicas utilizadas. As construcdes génicas pSMITE, pAMITE, p3MITE,
p1IMITE, pOMITE e pFmMOMITE produziram 30, 16, 27, 51, 9 e 18 transgénicos,
respectivamente. Essas variacdes sdo esperadas visto que muitos fatores influenciam o
processo de transformacdo genética dos embrides de milho, como o periodo de coleta dos
embrides imaturos e a qualidade dos explantes, bem como a construgdo génica utilizada,
dentre outros (Ishida et al., 1996; Frame et al., 2002; Zhang et al., 2013). Portanto, varias
transformacfes genéticas devem ser realizadas para garantir que as variacdes sejam
minimizadas e que assim seja possivel obter plantas transformadas.

Ap6s a selecdo dos calos transgénicos em cultura de tecidos, a insercao dos
transgenes no genoma foi confirmada por PCR, utilizando o gene bar como referéncia
(Figura S1).

3.2 - Quantificacdo da expressao do gene repoérter GUS nos transgénicos de milho

da geracdo F2

Na geracéo F2, foram selecionados transgénicos com copia Unica dos insertos. Entre os
transgénicos pSbMATE analisados, 79,6% segregaram na propor¢do mendeliana esperada
de 3 (resisténcia ao herbicidada Finale) : 1 (sensibilidade ao herbicidada Finale), consistente
com a presenca de um transgene dominante, indicando insercdo de uma Unica copia do
gene exégeno (Tabela 1).

Os resultados da andlise de segregacdo s&do condizentes com a metodologia de
transformacdo genética utilizada. No meétodo de transformagdo via Agrobacterium
tumefaciens, frequentemente, um baixo nimero de cdpias do gene de interesse é inserido
no genoma hospedeiro (Zambryski et al., 1989; Enriquez-Obregon et al., 1998),
influenciando o perfil de expressao génica. Assim, a insercdo de uma cépia do transgene é
um fator importante, pois transgénicos com cépia Unica sao geneticamente estaveis e
normalmente seguem padrdes de segregacdo Mendeliana, reduzindo a possibilidade de
silenciamento génico (Gadaleta et al., 2011).

Na primeira geracao dos transgénicos produzidos (T0) é esperado que a integracdo do
transgene no genoma ocorra apenas em um dos cromossomos homélogos, estando assim
em hemizigose (T_, sendo que T indica o transgene). Apos o processo de autofecundacédo
dos eventos e seguindo as leis de segregacdo mendeliana, espera-se que, na geracao F2,
25% das plantas sejam homozigotas (TT), 50% sejam heterozigotas (Tt) e 25% das plantas

nao contenham o transgene.
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Tabela 01 - Analise de qui-quadrado dos transgénicos pSbMATE ap6s avaliacdo da

segregacdo em casa de vegetacao®

Transgénico” NGmero de plantas NGmero de plantas x calculado
vivas mortas
pSMITE
Transgénico 01 14 06 0,26
Transgénico 02 14 06 0,26
Transgénico 03 15 04 0,05
Transgénico 04 07 03 0,02
Transgénico 05 11 09 4,26°
p4AMITE
Transgénico 01 08 04 0,44
Transgénico 02 13 07 1,06
Transgénico 03 18 02 2,4
Transgénico 04 16 04 0,26
Transgénico 05 12 06 0,66
p1MITE
Transgénico 01 12 06 0,66
Transgénico 02 13 06 0,43
Transgénico 03 11 02 0,64
Transgénico 04 16 02 1,85
Transgénico 05 17 03 1,06
pOMITE
Transgénico 01 10 02 0,44
Transgénico 02 10 01 1,48
Transgénico 03 16 02 1,85
Transgénico 04 15 05 0
Transgénico 05 15 05 0
pFMOMITE
Transgénico 01 12 04 0
Transgénico 02 12 04 0
Transgénico 03 11 0 3,66
Transgénico 04 10 03 0,02

%% (1 grau de liberdade) = 3,841 (p-valor = 0,05).

Ho: segregacéo 3 (resisténcia ao herbicida) :1 (sensibilidade).

?0s transgénicos apresentados correspondem aos transgénicos selecionados da geracéo F4.
%0 valor de ¥*foi significativo.

Na andlise de expressédo do gene GUS, transgénicos de milho da geracdo F2 foram
comparados com a linhagem L3 ndo transgénica e com um evento transgénico de milho
contendo o gene GUS controlado pelo promotor constitutivo 35S (35S::GUS), o qual confere
alta expresséao relativa (Figura 6). Os resultados demonstram que os transgénicos referentes
as construcdes p5SMITE, p4MITE, pIMITE e pOMITE apresentaram, de forma geral,
expressao relativa do gene repdrter GUS superior quando comparados com os transgénicos
p3MITE e pFmOMITE.

A analise de expresséao indica também expressédo diferencial de um mesmo transgene
entre os diferentes individuos transformados (Figura 6). A variagdo na expressdo do gene
GUS entre os diferentes transgénicos de uma mesma construgdo génica pode estar

relacionada com a interacdo com outros genes ou com o efeito de posi¢céo da integracdo do
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transgene no genoma hospedeiro (Joyce et al. 2014). Na técnica de transformacao genética
via Agrobacterium a insercdo do DNA exdgeno no genoma da planta hospedeira ocorre
preferencialmente em regifes transcricionalmente ativas (Koncs et al., 1992; Bourras et al.,

2015), podendo ocorrer em diferentes regides do genoma e de forma aleatéria (Gelvin; Kim,
2007).
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Figura 6. Analise da expresséo relativa do gene GUS no apice radicular de transgénicos da geragdo F2, ap6s 24 h em solucédo
nutritiva, pH 4,0, na presenca de {39} uM de Al. (A) Transgénicos pSMITE::GUS: 35S: transgénico 35S::gus; L3: controle negativo -
linhagem n&o transgénica; T1 a T27; amostras calibradoras: T13 e T15; (B) transgénicos p4MITE::GUS: T28 a T37; amostra
calibradora: T31; (C) transgénicos p3MITE::GUS: T38 a T50; amostra calibradora: T40; (D) transgénicos p1MITE::GUS T51 a T64;
amostra calibradora: T54; (E) transgénicos pOMITE::GUS: T65 a T71; amostra calibradora: T66; (F) transgénicos pFmOMITE::GUS:
T72 a T83; amostra calibradora: T79. A letra T no eixo X designa os transgénicos avaliados. Os transgénicos marcados com asterisco
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Os transgénicos pertencentes as constru¢cdes pFmOMITE e p3MITE apresentaram baixa
expressao relativa do transgene GUS entre todos os individuos avaliados (Figura 6). Os
transgénicos pFMOMITE ndo possuem as inser¢cdes MITE, sugerindo que a auséncia das
repeticbes da regido promotora e de outros elementos cis-regulatorios presentes nessa
regido afetaram a atividade transcricional do gene reporter GUS. A baixa expressao relativa
dos transgénicos p3MITE pode estar associada com o silenciamento do transgene,
rearranjos ou delecdes no DNA inserido, fazendo com que o gene GUS possa estar
presente, mas diferencialmente ou néo expresso (Gelvin, 2017; Jupe et al., 2018).

Entre 7 e 10 transgénicos de cada construcdo génica avaliada que apresentaram maior
expressdo do gene GUS (marcados com asterisco) foram selecionados para avancarem
para a geracdo F3, onde foi realizado o teste de progénie.

3.3 - Fixacéo dos transgénicos

Os resultados da selecdo dos transgénicos fixados ap0s o teste de progénie estao
sumarizados na Tabela S2. A identificagdo das plantas homozigotas é uma etapa
importante, pois esses individuos mantém um alto grau de consisténcia para caracteristicas
determinadas por um gene nas geragfes subsequentes, possuindo estabilidade de
integracdo e de herancga do transgene (Passricha et al., 2016). ApoOs a sele¢éo das familias
com os transgenes em homozigose, entre quatro e cinco transgénicos de cada construgéo

génica foram avancados para a geragéo F4.

3.4 - Analise do numero de cépias dos transgenes

A analise do nimero de cépias dos transgenes via RT-qPCR nos transgénicos p5MITE
identificou individuos com 1, 2, 3 e 4 copias do transgene. Em relacdo aos transgénicos
pFMOMITE, foram identificados individuos com 1, 2 e 3 cépias do transgene. Foram
selecionadas trés plantas transgénicas p5MITE e trés plantas transgénicas pFmOMITE que
apresentaram 2 copias do transgene (Figura 7). As plantas transgénicas selecionadas foram
avancadas para a producao de sementes da geracdo F4. Os resultados da analise do
namero de cépias para esses transgénicos também sao consistentes com a metodologia de
transformacédo genética via A. tumefaciens, que permite a integracdo de uma ou poucas
cOpias do transgene no genoma hospedeiro (Zambryski et al., 1989; Enriquez-Obregon et
al., 1998).
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25

Numero de copias do transgene
"
Numero de cépias do transgene

1 2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8

P5MITE - Evento 2 PEMITE - Evento 4 PGMITE -Evento 7 PSMITE - Evento

Numero de copias do transgene
.
Numero de céplas do transgene

1 2 3 a 5 6 7 8 1 2 3 a 5 6 7 8

pFMOMITE - Evento 5 pFMOMITE - Evento 8 PFMOMITE - Evento 10

Figura 7. Nimero de copias do transgene ap6s andlise de gPCR do gene GUS em transgénicos de milho pSMITE e pFmOMITE da
geracao F3. (A) pSMITE: transgénicos 2 e 4; (B) pSMITE: transgénicos 07 e 08; (C) pFmOMITE: transgénicos 05 e 08; (D) pFmOMITE:
transgénico 10. Os nimeros presentes no eixo X indicam os individuos analisados. Os individuos transgénicos marcados com asterisco

foram selecionados para avangarem para a geracao F4. As barras de erro denotam o desvio padréo.

3.5 - Genotipagem dos transgénicos de milho na geracéao F4

Foi realizada a genotipagem dos transgénicos pSbMATE da geragédo F4, por meio de
PCR, utilizando iniciadores especificos para uma confirmacao final das plantas transgénicas.
A andlise molecular confirmou a inser¢@o dos transgenes nos individuos pSMITE, p4MITE,
p1MITE, pOMITE e pFmOMITE avaliados. Os tamanhos dos fragmentos resultantes da
amplificagéo correspondem aos tamanhos esperados. Para os transgénicos da construcao
p5MITE, os iniciadores utilizados alinharam-se dentro da regido MITE, gerando cinco
fragmentos (414 pb, 854 pb, 1.217 pb, 1.580 pb e 1.943 pb). Os transgénicos da construcéo
pAMITE geraram um fragmento de 2.086 pb. Para a construcdo p1MITE, o fragmento
gerado foi de 1.000 pb. O tamanho do fragmento gerado para a constru¢cdo pOMITE foi de
2.000 pb. Os transgénicos da construcdo pFmOMITE geraram um fragmento de 500 pb.
Entretanto, para os transgénicos p3MITE, apesar de ter ocorrido amplificacdo para o gene
de referéncia bar, ndo foi verificada amplificagdo do transgene com a utilizagdo dos
iniciadores especificos (Figura S2). E importante ressaltar que os resultados da anélise de
expressdo da geragdo F2 (Figura 6: painel C) para os eventos p3MITE também indicaram

uma expressao génica baixa, semelhante a linhagem L3 n&o transgénica. Diante desses
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resultados, os eventos p3MITE ndo avancaram para as analises de RT-gPCR da geracéo
F4.

3.6 - Quantificacdo da expressdo do gene reporter GUS nos transgénicos em

homozigose para os transgenes

Foram selecionados transgénicos em homozigose para cada construcdo génica, para as
andlises finais de expressdo do gene GUS. Os resultados da andlise de RT-qPCR
demonstraram que o0s transgénicos correspondentes as constru¢cdes p5SMITE, p4MITE,
p1MITE e pOMITE, apresentaram expressdo do gene repoérter GUS no apice radicular, no
restante do sistema radicular e na parte aérea (Figura 8). Os transgénicos da construcao
pFMOMITE ndo apresentaram expressao génica no apice da raiz e no restante do sistema
radicular. Porém, na parte aérea foi constatada uma baixa expressdo do gene reporter
nesses transgénicos (Figura 8).

Os resultados indicaram relagéo entre 0 aumento da expressao génica em resposta ao
tratamento com Al em 13 individuos transgénicos avaliados. Nos transgénicos com cinco
repeticbes MITE essa relagdo foi identificada em todos os tecidos avaliados. No apice
radicular foi constatada indugcdo da expressédo do gene GUS na presenca de Al para dois
transgénicos da construcdo pSMITE (Figura 8: painel A). No restante do sistema radicular foi
observada inducdo da expressdo génica em um transgénico da constru¢cdo pOMITE e em
trés transgénicos da construgcdo p5MITE (Figura 8: painel B). Em relagdo a parte aérea, 0o
aumento da expressao génica na presenga de Al foi verificado nos transgénicos pFmOMITE
(trés transgénicos), p1IMITE (trés transgénicos), p4MITE (dois transgénicos) e pSMITE (trés
transgénicos) (Figura 8: painel C). Em sorgo, a presenca de fatores regulatérios atuando em
trans e elementos cis sdo fundamentais para a inducéo da expressédo do gene SbMATE na
presenca de Al (Melo et al., 2013; Melo et al., 2019).
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Figura 8: Andlise da expresséo relativa do gene GUS nos transgénicos pSbMATE fixados para os transgenes, via
técnica de RT-gPCR. As avaliagGes foram realizadas apds seis dias em solugdo nutritiva, pH 4,0, na auséncia de Al e
na presenca de {39} uM de Al. (A) Expresséo relativa do gene GUS no &pice radicular; (B) expresséo relativa do gene
GUS no restante do sistema radicular; (C) expresséo relativa do gene GUS na parte aérea. S&8o mostradas as médias
de trés repeticdes técnicas e as respectivas barras de desvio padréo.
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A figura 9 apresenta a média de expressdo do gene GUS nos transgénicos pSbMATE
apos analise de RT-qPCR. Os resultados indicam maior média de expressao relativa do
gene GUS nos transgénicos que contém cinco inser¢cdes MITE, tanto na presenca quanto na
auséncia de Al, em todos os tecidos avaliados. Foi verificada maior expressdo génica no
apice radicular dos transgénicos com as cinco repeticées MITE, que € o sitio primario de
toxidez do Al (Kochian, 1995). Nos demais transgénicos avaliados nédo foi observada uma
relacdo direta entre o nimero de inser¢des MITE e a expresséo génica (Figura 9).

O perfil de expresséo génica GUS foi semelhante entre os tecidos avaliados (4pice da
raiz, sistema radicular e parte aérea) para as constru¢cdes p4MITE, pIMITE, pOMITE e
pFMOMITE. Portanto, ndo foi verificada tecido-especificidade para essas construcdes
génicas no sistema heter6logo de milho, diferentemente do padrao de expressdao de
SbMATE relatado em sorgo por Magalhaes et al. (2007).

Os resultados das andlises indicaram também que os eventos pOMITE, que ndo contém
o transposon MITE, apresentaram expressdo do gene GUS na auséncia e na presenca de
Al nos tecidos avaliados (Figura 9). Portanto, esses resultados sugerem que 0 promotor
SbMATE de sorgo é funcional na auséncia das repeticbes MITE, sugerindo ainda a
presenca de elementos cis-regulatorios localizados na regido de 2010 pb atuando na
regulagéo da transcricdo génica. Recentemente, analises in silico da sequéncia nucleotidica
da regido promotora do gene SbMATE, utilizando o software Matlnspector da plataforma
Genomatix (http://www.genomatix.de/matinspector.html), resultou na identificacdo de 494
elementos regulatdrios presentes na regido de 2010 pb, que foram relacionados com
diferentes estresses bidticos e abidticos. ApGs analise dos elementos identificados, foram
selecionados 56 cis-elementos relacionados com a regulagcdo de diversos genes
responsivos a estresses abidticos e a fatores gerais de transcricdo. Foram identificadas
regibes com maior e menor densidade de cis-elementos, regides com a presenca de
elementos especificos de raiz e regides com a presenca de elementos gerais, como o0 TATA
Box (dados ndo apresentados). Estudos mais detalhados sao necessarios com o objetivo de
avaliar e caracterizar funcionalmente a presenca desses elementos cis-regulatérios na
regido promotora de 2010 pb e o papel dos elementos regulatérios na modulacédo da
expressao do gene SbMATE de sorgo.

A capacidade de alguns elementos cis-regulatérios de modular a expressao génica esta
relacionada com o fato de conterem sitios de inicio da transcricdo génica ou sitios de ligacdo
para fatores de transcricdo (Thornburg et al., 2006; Fuijii et al., 2012). Diversos elementos
cis-regulatorios j4 foram identificados dentro ou préximo a genes que codificam para
transportadores de &cidos orgénicos associados com os mecanismos de tolerancia ao Al

(Ferreira; Ryan, 2019). Embora as regifes codificadoras sejam conhecidas para a maioria
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desses genes, um ndmero restrito de sequéncias que flanqueiam as regides a montante do
cbdon de inicio da transcricdo foi caracterizado (Ferreira; Ryan, 2019).

Os elementos regulatérios sdo um fator importante na domesticacdo dos cereais
(Ferreira; Ryan et al., 2019). Sua atividade nos genes transportadores de acidos organicos
parece ter tido um grande impacto na evolucdo da tolerdncia ao Al em muitas espécies
cultivadas em solos acidos (Ferreira; Ryan, 2019). Estes estudos demonstram a importancia
em compreender 0s mecanismos subjacentes a atuacdo de elementos cis-regulatérios e
fatores de transcricdo na regulacdo da expressdo de genes transportadores de acidos
organicos e nos mecanismos de tolerancia ao Al.
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Figura 9: Média de expressdo do transgene GUS nos transgénicos pSbMATE em homozigose por meio de
RT-qPCR. As avaliagdes foram realizadas apds seis dias de cultivo em solugdo nutritiva, pH 4,0, na
auséncia e na presenca de {39} UM de Al. Os valores indicam a média da expressao relativa do gene GUS

para os cinco transgénicos avaliados por construgdo. S&o mostradas as barras de desvio padrdo das
médias de RQ.

A relacdo entre o nimero de inser¢cées MITE na regido promotora do gene SbMATE de
sorgo e 0 aumento da expressdo génica, identificada por Magalhaes et al. (2007),
correlacionou positivamente o aumento da tolerancia ao Al com o aumento no namero de
elementos de acgao cis-regulatéria dentro das repetices MITE.

Posteriormente, Melo et al. (2019) avaliaram a expressdo do gene SbMATE de sorgo
com o objetivo de verificar os efeitos regulatorios atuando em cis e trans na modulacdo da
expressao génica. Estudos em protoplastos de Arabidopsis associaram positivamente a
atividade de transativacdo dos fatores de transcricdo SbOWRKY1 e SbZNF1 e o numero de

repeticbes MITE presentes no promotor de SbMATE, sugerindo uma dependéncia de
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dosagem, ou seja, quanto maior o niumero de repeticdes MITE, maior o nUmero de sitios de
ligacdo para os fatores de transcricdo e, consequentemente, maior expressao do gene
SbMATE (Melo et al., 2019).

Entretanto, no presente estudo foram identificados diferentes padrées de expressao do
gene GUS sob controle do promotor do gene SbMATE quando comparado com os trabalhos
de Magalhaes et al. (2007) e Melo et al. (2019). Foi constatada uma relagdo direta entre os
transgénicos com cinco copias da regido repetitiva (p5MITE) e o aumento da expresséo do
gene reporter. Porém, nado foi verificada uma relacdo direta nas outras construgcdes génicas
avaliadas, entre a dosagem alélica e 0 aumento da expressdo génica.

O trabalho de Magalhaes et al. (2007) também verificou inducao da expressao génica
na presenca de Al e relacéo de tecido-especificidade do gene SbMATE. No presente estudo,
foi verificada relacdo entre 0 aumento da expressao génica e a presenca de Al extracelular
em 13 transgénicos avaliados, destacando os transgénicos p5MITE que apresentaram
aumento de expressao em todos os tecidos avaliados. Foi verificada associagdo entre a
tecido-especificidade e os padrbes de expressdo génica nos transgénicos p5MITE, que
apresentaram maior expressao relativa do gene GUS no apice radicular (Figura 9). Nao foi
verificada associagdo entre o perfil de expresséo e a tecido-especificidade para as outras
construcdes génicas analisadas. As diferengas nos resultados obtidas nesse estudo e os
trabalho descritos por Magalhaes et al. (2007) e Melo et al. (2019) podem ser explicadas,
em parte, pelo sistema de expressao utilizado.

Por se tratar de um sistema de expressdo heterdlogo, variacdes nos fatores de
transcricdo em milho modulados pela presengca de Al extracelular podem ter levado a
diferencas na indugdo da expressdo génica e tecido-especificidade nos transgénicos
avaliados quando comparados com os resultados observados em sorgo. Diferentes
mecanismos regulatérios em milho modulando a regido promotora do gene SbMATE de
sorgo podem ter resultado nos diferentes padrdes de resposta obtidos nesse estudo, em
comparacdo com os estudos anteriores em sorgo (Magalhaes et al., 2007; Melo et al.,
2019). Entretanto, os resultados da andlise de expressdo génica obtidos nesse estudo para
as construcbes pSMITE, pIMITE, pOMITE e pFmOMITE sugerem que pelo menos parte da
magquinaria necessaria para a ativacado da regiao promotora do gene SbMATE de sorgo esta
presente em milho.

E importante destacar que a tolerancia ao Al em milho é uma caracteristica complexa,
com regidbes genbmicas identificadas (QTLs) explicando entre 5 e 30% da variancia
fenotipica dessa caracteristica em diferentes populagbes (Sibov et al.,1999; Ninamango-
Céardenas et al.,, 2003; Guimarées et al.,, 2014). O gene ZmMATE1, homélogo do gene

SbMATE de sorgo, foi associado com a tolerancia ao Al em milho (Maron et al., 2010). A
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rapida regulacéo da expressao do gene ZmMATEL e a exsudacédo de citrato ativada por Al é
diferente do mecanismo observado em sorgo (Maron et al., 2010). A expressdo do gene
ZMMATEL e a exsudacédo de citrato em milho podem variar de 2 a 6 horas ap0s o estresse
de Al. Diferentemente, a ativacdo da exsudacdo de citrato nas raizes de sorgo também
ocorre gradualmente, porém, ao longo de 4 a 6 dias de exposicdo ao Al (Magalhaes et al.,
2007). Essas diferencas sugerem que a liberagdo de citrato nessas duas espécies de
plantas é modulada por mecanismos regulatorios que apresentam diferencas (Maron et al.,
2010). Nesse sentido, a utilizacdo do milho como sistema heterélogo para a caracterizagéo
da regido promotora do gene SbMATE de sorgo pode ocasionar diferencas no padréo de
expressao génica, quando comparado com o perfil de expressao descrito por Magalhaes et
al. (2007) e Melo et al. (2019) em sorgo.

3.7 - Detecgéo da atividade da enzima B-glucuronidase (GUS)

O ensaio histoquimico de GUS foi realizado em quatro eventos pSMITE (Figura 6: painel
A - eventos 01, 08, 12 e 20) e quatro eventos pOMITE (Figura 6: painel E - eventos 65, 67,
69 e 71). Essa andlise foi realizada apenas em alguns eventos, de forma preliminar, para
testar a eficacia do ensaio GUS na deteccdo da atividade da enzima B-glucuronidase nos
eventos MITE. Na presenca da enzima B-glucuronidase, o substrato X-gluc (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo cicloexil amina) € clivado e o produto desta reagdo, na
presenca de oxigénio, forma dimeros resultando em um precipitado insoluvel de cor azul
(Jefferson, 1987).

Dos gquatro eventos pSMITE analisados, foi possivel verificar atividade da enzima [3-
glucuronidase em trés eventos, na presenca e na auséncia de Al. Os resultados do ensaio
indicam que o gene GUS sob controle do promotor pSbMATE contendo as cinco insergbes
MITE é preferencialmente expresso no apice da raiz principal e das raizes laterais (Figura
10: painel A), como verificado na andlise de expressdo génica (Figura 9). Entretanto,
também foi verificada expressdo do gene repoérter ao longo das raizes, aparentemente no
feixe vascular (Figura 10: painel B e C). Os resultados do ensaio histoquimico indicam que a
expressdo do gene GUS ocorreu no apice da raiz, conforme anteriormente relatado por
Magalhaes et al. (2007) em sorgo, com 0 gene SbMATE sob o controle do promotor nativo.
Entretanto, o padrdo de expressdo demonstrado no apice das raizes laterais e ao longo da
raiz ndo foi relatado em trabalhos anteriores com sorgo.

Curiosamente, em gendtipos de cevada sensiveis ao Al, o gene HVAACT1 é expresso
no sistema vascular das raizes, atuando na translocacao de ferro (Fe) para a parte aérea.
No entanto, em genoétipos de cevada tolerantes ao Al, a inser¢cdo de um transposon na

regido promotora do gene HVAACT1 alterou a expressdo desse gene para 0 apice da raiz,
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resultando na tolerancia ao Al (Fuijii et al., 2012). Da mesma forma, o gene TaMATE1B em
trigo € expresso no sistema vascular das raizes e induzido pela deficiéncia de Fe. No
entanto, gendtipos de trigo tolerantes ao Al tém a insercdo de um transposon no promotor
do gene TaMATELB que altera sua expressao para o apice radicular (Tovkach et al., 2013).
Nesse sentido, diferencas no perfil de expressdo tecidual do gene GUS fusionado ao
promotor do gene SbMATE de sorgo, indicando expressao no sistema vascular das raizes,
também podem ser associadas com o sistema heterologo utilizado e os diferentes
mecanismos regulatérios presentes em milho quando comparado com o sorgo.

Nos eventos pOMITE néo foi visualizada atividade da enzima B-glucuronidase nos
apices das raizes e no restante do sistema radicular (Figura 10: painel D e E), na presenca e
na auséncia de Al. Esses resultados indicam que a auséncia das inser¢cdes MITE na regido
promotora resultou em uma reducéo de expressao génica, e consequentemente, reducéo da

atividade da enzima B-glucuronidase que é responsavel por formar o precipitado azul.
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Figura 10. Andlise histoquimica da expressédo do transgene GUS em raizes de eventos pSMITE e pOMITE na
geracdo F3. Os transgénicos foram cultivados em solugdo nutritiva durante cinco dias, pH 4,0, na auséncia e na
presenca de {39} pM de Al (A): p5MITE:GUS: transgénico 8; (B): pSMITE::GUS: transgénico 12; (C)
pSMITE::GUS: transgénico 20; (D) pOMITE::GUS: transgénico 67; (E) pOMITE::GUS: transgénico 69. A

identificacdo dos transgénicos corresponde a numeragao dos tratamentos da Figura 7.

Os resultados apresentados indicam que a escolha do sistema heterélogo de milho para

avaliar o papel dos cis-elementos do promotor do gene SOMATE de sorgo na regulacdo da
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expressao génica levou a diferentes respostas no padrdo de expressdo do gene GUS,
gquando comparado com o perfil de expressao do gene SbMATE relatado em sorgo.

Os resultados desse trabalho implicam também na importancia dos fatores regulatérios
atuando na modulacdo da expressao génica. A integracdo de informacbes sobre genes e
mecanismos genéticos envolvidos na tolerdncia ao Al permite uma ampla compreensao
dessa caracteristica em diferentes espécies de plantas e pode contribuir significativamente
para o desenvolvimento de cultivares altamente tolerantes ao Al, e consequentemente ao

aumento da produtividade agricola em regides de solos acidos.

4 - CONCLUSOES

e Os resultados do trabalho confirmam que os transgénicos pSbMATE contendo as cinco
insercbes do transposon MITE (pSMITE) apresentaram maior expressdao do gene
repérter GUS.

e O promotor do gene SbMATE é funcional na auséncia das inser¢cdes MITE, sugerindo a
presenca de outros elementos cis-regulatérios presentes na regido de 2010 pb a
montante da regido codificadora do gene que atuam na modulacdo da expresséo
génica.

¢ O sistema de expressao heter6loga em milho forneceu respostas sobre a funcionalidade
da regido promotora do gene SbMATE de sorgo. Entretanto, esse sistema deve ser
utilizado em associacdo com outros estudos, pois foram observadas diferencas no
padrao de expressao do gene reporter sob controle do promotor do gene SbMATE
guando comparado com o sistema nativo, em sorgo. Outros sistemas heter6logos, como
Setaria viridis, podem ser associados na caracterizacdo funcional da regido promotora
do gene SbMATE de sorgo.

e Foi verificada inducédo por Al no sistema de expressao heteréloga em 13 transgénicos
avaliados, destacando-se transgénicos pS5MITE que apresentaram essa relacdo em
todos os tecidos avaliados. A associacdo entre tecido-especificidade e a expressao
génica foi constatada apenas nos transgénicos da construcdo pSMITE. Esse resultado
sugere que outros mecanismos regulatérios presentes em sorgo e ausentes em milho,
também possam estar atuando na indugdo por Al, como acentuadores e fatores de

transcricdo que ndo foram caracterizados.
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5 - PERSPECTIVAS FUTURAS

o Transformacédo genética de raizes de sorgo com as constru¢des génicas em estudo

Para caracterizar o papel conjunto dos elementos cis-regulatérios e os fatores atuando
em trans, raizes de sorgo de genotipos tolerantes e sensiveis ao Al serdo geneticamente
modificadas com as construcdes génicas pSMITE, p4MITE, p1MITE, pOMITE e pFmOMITE.
Assim, ao utilizar o sistema de expressdo “nativo” dos fatores de transcricdo SbWRKY1 e
SbZNF1, permitirh uma andlise mais precisa da correlacdo entre esses fatores regulatérios e
0s cis-elementos presentes na regido promotora de SbMATE.

e Ensaio histoquimico do gene GUS nos eventos de milho da geracao F4

Com o objetivo de avaliar espacialmente a atividade da enzima B-glucuronidase (GUS),
0s eventos selecionados da geragdo F4 serdo submetidos ao ensaio histoquimico do gene
GUS. Para realizar essa analise, os eventos serdo submetidos ao estresse de Al, segundo
Caniato et al. (2014). Também serdo utilizados eventos ndo submetidos a condicdo de

estresse.

e Caracterizagdo funcional da regido promotora de 2010 pb do gene SbMATE

Com o objetivo de avaliar e caracterizar funcionalmente a presenca de elementos cis-
regulatérios na regiao de 2010 pb do promotor do gene SbMATE e o papel dos elementos
na modulagcdo da expressdo génica, raizes de Setaria viridis serdo transformadas com a

constru¢ao pOMITE.
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Tabela suplementar 1 - Oligonucleotideos utilizados nos experimentos

Iniciadores / Nimero de

Sequéncia dos iniciadores (5°- 3")

Aplicacéo

acesso Sequéncia senso/anti-senso

Bar TGCACCATCGTCAACCAC Confirmacéo dos

AGAAACCACGTCATGCC transgénicos - gene de
referéncia

pSMITE-F1 AGACTCAAAAGATTCGTCTCGT Confirmacéo dos

SC283_4-R GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTTTTAT transgénicos - pSMITE
CTCAGTACAAATCAGCGAAT

SC283_3-F GGGGACAACTTTGTATAGAAAAGTTGACGTATG | Confirmagdo dos
CCTCACGTTTCG transgénicos - p4AMITE,

SC283_4-R GGGGACTGCTTTTTTGTACAAACTTGTTTTTAT p3MITE e pIMITE
CTCAGTACAAATCAGCGAAT

pOMITE GTTGGCGTTTGCTGCTTTAT Confirmacéo dos
CGGCCTAGCTACAAACCTTG transgénicos - pOMITE

pFMOMITE TTTGGAAGGAGAGGGACGGA Confirmacéo dos
GAGGTACATGGGAACGCGAT transgénicos - pFmOMITE

ACT/ZmB84.08G123500* GTCATCACCATTGGGTCAGAAAG Andlise do nimero de

CAACAAGAGATGGCTGGAACAG

copias

18S/ZmPHJ40.05G180100*

AATCCCTTAACGAGGATCCATTG
CGCTATTGGAGCTGGAATTACC

ATUB/NM001111970.1* CCTTCAGCACCTTCTTCAGC
TTGTTAGCGGCATCCTCCTT

ACT/Zm00001d010159* GATGATGCGCCAAGAGCTG
GCCTCATCACCTACGTAGGCAT

GUS GAACTGAACTGGCAGACTATC

TGGATTCCGGCATAGTTAAAG

Analise de expressao

génica

* Sequéncia obtida no National Center for Information Technology (NCBI, EUA - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)



Tabela suplementar 02 - Teste de progénie nos transgénicos pSbMATE selecionados

para a geracéo F4

Descricdo do
transgénico®

NUmero de
sementes
plantadas

Nimero de plantas
germinadas

NUmero de plantas
mortas apés
herbicida

pSMITE

Transgénico 01
Familia 1

20

20

Transgénico 05
Familia 1

20

19

Transgénico 08
Familia 2

20

20

Transgénico 12
Familia 4

20

19

Transgénico 20
Familia 4

20

20

pAMITE

Transgénico 28
Familia 8

20

20

Transgénico 31
Familia 2

20

20

Transgénico 34
Familia 5

20

20

Transgénico 35
Familia 2

20

19

Transgénico 37
Familia 1

20

20

p3MITE

Transgénico 39
Familia 1

20

19

Transgénico 43
Familia 1

20

20

Transgénico 44
Familia 1

20

19

Transgénico 46
Familia 5

20

20

Transgénico 48
Familia 4

20

20

pIMITE

Transgénico 51

Familia 5

20

20

Transgénico 52

Familia 1

20

20

Transgénico 56

Familia 3

20

20

Transgénico 58

Familia 2

20

20

Transgénico 59

Familia 2

20

19

A numeracéo do transgénico corresponde a numeracéo na Figura 7.
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Tabela suplementar 02 - Teste de progénie nos transgénicos pSbMATE selecionados
para a geracdo F4 (continuacéo)

Descricéo do Nimero de Nimero de plantas | Niumero de plantas
transgénico1 sementes germinadas mortas apés
plantadas herbicida

pOMITE

Transgénico 65
Familia 6 20 20 0

Transgénico 66
Familia 3 20 19 0

Transgénico 67
Familia 6 20 20 0

Transgénico 69
Familia 5 20 20 0

Transgénico 71
Familia 1 20 19 0

pFMOMITE

Transgénico 80
Familia 3 20 19 0

Transgénico 82
Familia 2 20 20 0

A numeracéo do transgénico corresponde a numeracéo na Figura 7.
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Figura suplementar 1: Andlise molecular via PCR de calos
embriogénicos pSbMATE para o gene bar. MM: 1Kb Plus Lader
(Invitrogen®); L3: Controle negativo - linhagem néo transgénica; 2-6:
calos p5SMITE::GUS; 7-11: calos p4MITE::GUS; 12-16: -calos
p3MITE::GUS; 17-21. calos p1MITE:.GUS; 22-26: calos
pOMITE::GUS; 27-30: calos pFmOMITE::GUS; @: Controle negativo
da PCR - adigéo de H,O na PCR em substituicdo ao DNA gendmico.
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Figura suplementar 2: Andlise de PCR realizada em transgénicos pSbMATE na gera¢do F4 utilizando

iniciadores especificos para cada construgdo génica. MM: 1Kb Plus Lader (Invitrogen®); L3: Controle
negativo - linhagem n&o transgénica; @: branco da reacdo; (A) p5SMITE:GUS: T5 a T23; (B)
pAMITE::GUS: T28 a T37; (C) p3MITE::GUS: T39 a T48; (D) pIMITE:GUS: T51 a T59; (E)
pPOMITE::GUS: T65 a T71; (F) pFmOMITE::GUS: T77 a T82.
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Overexpression of the Wheat Aluminum Tolerance Gene TaALMT1 Increases

Aluminum Tolerance in Sorghum

ABSTRACT

Aluminum (AI*") toxicity is a limiting factor for agricultural production on acidic soils. The root
cells of several Al tolerant plant species release organic acids in response to AI**. TaALMT1,
an Al tolerance gene first identified in wheat, encodes a plasma membrane transporter
responsible for Al-activated malate efflux. The present research aimed at studying the role of
TaALMT1 in enhancing sorghum Al tolerance via heterologous overexpression in an Al
sensitive genetic background. Embryogenic calli obtained from immature inflorescences of S.
bicolor were used as explants for transformation of TaALMT1. TaALMT1 overexpression
increased malate efflux and tolerance to AI** in transgenic sorghum. These results
demonstrate the potential of using the TaALMT1 to enhance the sorghum yields on acidic, Al
toxic soils, via genetic engineering approaches.

Keywords: Sorghum bicolor, microprojectile bombardment, real-time PCR, transgene.

INTRODUCTION

Aluminum (Al) toxicity is one of the major factors limiting crop production in acidic soil
regions, which represent about 50% of the world's potentially arable land (von Uexkill and
Mutert 1995). Under low-pH conditions (pH < 5.0), Al is solubilized in the rhizosphere
releasing the trivalent cation AI** that can interact with a series of intra and extracellular
components, causing cell wall changes, disruption and depolarization of the plasma
membrane, changes in signal transduction pathways, production of reactive oxygen species
(ROS) and oxidative stress (Kochian 2004). The effects of Al toxicity also include root
damage, inhibition of root growth and reduction in the development of root hairs, thus altering
root morphology and impairing nutrient and water absorption (Kochian et al. 2015). Hence, Al

toxicity results in severe yield losses. Some plant species have Al tolerance mechanisms
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allowing for root development in the presence of toxic forms of Al in the soil. Internal
detoxification and metal exclusion mechanisms from plant cells are the two main strategies
plants use to tolerate ionic Al (Kochian 2004). In internal detoxification mechanisms, A" is
chelated in the cytosol by organic acids or other organic components, forming complexes
that are compartmentalized into vacuoles. Al exclusion mechanisms include the release of
phenolic compounds, mucilage formation, increase rhizosphere pH and exudation of organic
acids. Al exclusion via exudation of organic acids in the root apex is the main physiological
mechanism of Al tolerance in plants (Kochian et al. 2015), occurring in several species such
as maize (Zea mays) (Pifieros et al. 2002), sorghum (Sorghum bicolor) (Magalhaes et al.
2007), wheat (Triticum aestivum) (Delhaize et al. 1993) and Arabidopsis thaliana (Hoekenga
et al. 2003), among others. Organic acids released in the rhizosphere in response to Al lead
to the formation of stable, Al/organic acid non-toxic complexes, which leads to Al tolerance.
Organic acids commonly involved in Al tolerance mechanisms are citrate, malate and oxalate
(Kochian et al. 2015). The first Al tolerance gene identified in plants was the wheat Al
tolerance gene, Triticum aestivum aluminum-activated malate transporter 1 (TaALMT1)
(Sasaki et al. 2004). Molecular and functional characterization of TaALMT1 demonstrated
that this gene is constitutively expressed in wheat root tips, encoding a protein with five to
seven membrane-spanning regions in the N-terminal half of the protein and a long C-terminal
tail (Delhaize et al. 2007). TaALMT1 functions as an Al*"-activated transporter, which is
permeable to malate anions (Zhang et al. 2008). Although the gene is functional in the
absence of AI*, there is an increase in basal activity of the ALMT1 transporter in the
presence of extracellular Al (Delhaize et al. 2007, Kochian et al. 2015). Most of the
genetically modified organisms expressing AtALMT1 or its homologs have shown an
increase in organic acid exudation from the roots and, consequently, an increase in Al
tolerance. The expression of the TaALMT1 gene in barley (H. vulgare), wheat (T. aestivum)
and A. thaliana (Delhaize et al. 2004, Pereira et al. 2010, Ryan et al. 2011) resulted in malate

efflux and increased Al tolerance. Also, the expression of B. nhapus BnALMT1 and BnALMT2
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in tobacco cells (Ligaba et al. 2006), B. oleracea BOALMTL1 (Zhang et al. 2018) and Glycine
max GmALMTL1 in A. thaliana (Liang et al. 2013), in addition to and M. sativa MSALMTL1 in
tobacco (Chen et al. 2013), led to increased malate exudation and Al tolerance. However, in
rice (Oryza sativa) plants expressing TaALMT1, malate efflux was not correlated with Al
tolerance (Sasaki et al. 2004, Kikui et al. 2007). Similarly, rice plants expressing the H.
lanatus HIALMT1, showed a significant increase in malate exudation but not Al tolerance
(Chen et al. 2013). These results might have been influenced by the high basal Al tolerance
in rice (Sasaki et al. 2004).

To investigate whether the expression of the TaALMT1 gene in sorghum may increase Al
tolerance, transgenic plants expressing TaALMT1 were generated and characterized. We
demonstrate that the expression of the TaALMT1 gene in the AI** sensitive sorghum
genotype, CMSXS102, was able to confer an increase in malate efflux and Al tolerance.
These results demonstrate the potential of using the wheat Al tolerance gene, TaALMT1, to

increase the productivity of sorghum cultivars grown on acidic, Al toxic soils.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

The Sorghum bicolor line, CMSXS102B, was used for TaALMT1. Embryogenic calli derived
of immature inflorescences (3 to 5 cm) harvested from CMSXS102B were used as explants
for genetic transformation via microprojectile bombardment. The procedures for embryogenic
calli production and selection and plant regeneration were as described in Brandao et al.

(2012).

Expression vector
The expression cassette used in this work has the maize ubiquitin promoter driving
TaALMT1-1 expression and the NOS terminator inserted in the pCambia 3301 vector

(Cambia, Canberra, Australia). The coding region of the TaALTM1 gene (GenBank n°
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AB081803) cloned in the pUC18 vector, was amplified using the ALMT1-F (AAA GGA TCC
ATG GAT ATT GAT CAC GGC AG) and ALMT1-R (AAA GGA TCC TTA CAA AAT AAC
CAC GTC AG) primers, designed to introduce BamHI restriction sites for cloning purposes.
The 25 pl amplification reaction contained 10X PCR buffer, 2 mM MgCl,, 100 uM each
dNTP, 10 uM each of forward and reverse primers, 25 ng DNA and 1 unit Platinum Taq DNA
Polymerase High Fidelity (Invitrogen/SP-Brazil). The reactions were performed in a 9600
thermal cycler (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) programmed for an initial hot start of 2
minutes at 94°C, followed by 30 cycles at 94°C for 30 seconds, 60°C for 40 seconds and
72°C for 90 seconds, and a final extension step at 72°C for 5 minutes. The amplified PCR
fragment was cloned into the pCambia 3301 expression vector. Cloning directionality and the

complete sequence of the TaALMT1 were confirmed by sequencing.

Microparticle bombardment

Embryogenic calli were bombarded with tungsten microprojectiles using a biolistics particle
helium acceleration device (Biomics-Brasilia/Brazil) as described by Brandao et al. (2012).
For stable transformation, 5 pL of pCAMBIA3301 TaALMT1-1 expression vector at 1 ug/uL
were used. For bombardment, embryogenic calli were positioned at 3 cm from the
microcarrier release platform and shot using 1000 psi of helium accelerating pressure. The
distance between the high-pressure chamber and the membrane macrocarrier and the
retention screen were 8 mm and 17 mm, respectively, and the vacuum pressure used was

27 mmHg.

DNA isolation and polymerase chain reaction (PCR)

Genomic DNA was isolated from 10 regenerated sorghum plants after microprojectile
bombardment as described in Saghai-Maroof et al. (1984). The presence of the gene
constructs in the regenerated plants was confirmed by PCR using the primers ALMT1-F1

(AAA GGA TCC ATG GAT ATT GAT ACG GCA GAG AG) and ALMT1-R1 (AAA GGA TCC
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CTA CAA AAT AAC CAC GTC AGG CAA AGG) for TaALMT1 and Bar-F (TGC ACC ATC
GTC AAC CAC) and Bar-R (AGA AAC CAC GTC ATG CC) for the bar selection marker
gene, generating fragments of 1380 bp and 407 bp, respectively. The PCR reactions (25 pl)
contained 10X PCR buffer, 2 mM MgCl,, 100 uM each dNTP, 10 uM each of the primers, 25
ng DNA and 1 unit Tag DNA polymerase (Invitrogen). Reactions were performed using a
model 9600 thermal cycler (Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT) programmed for an initial
denaturation step of 15 seconds at 94°C, followed by 30 cycles of 15 seconds at 94 C, 15
seconds at 55C, 15 seconds at 72°C, and a final extension of 4 minutes at 72°C.

Amplification products were confirmed by electrophoresis.

Hydroponic analysis of Al tolerance

Inhibition of seminal root growth elicited by Al in a nutrient solution was used to quantify Al
tolerance in transgenic sorghum, using the basal nutrient solution described in Magnavaca et
al. (1987) to pH 4.0. Hydroponic assessment of Al tolerance was done according to Caniato
et al (2007). In T1 progeny segregating for the transgene, the adoption of an independent -
Al control is not possible since each individual in the population represents a distinct
genotype. Hence, Al tolerance was measured in a single plant basis (Magalhaes et al. 2004).
For that, the initial length of the seminal root of each seedling of cultivars SC566 (Al tolerant
control, Caniato et al. 2007) and CMSXS102B and of the transgenic progeny growing in
control solution (ILC,) was measured and final lengths in control solution for the same roots
were recorded 24 h later (ILC,,) without Al to obtain the control length (CL= ILC,, - ILCy). The
solution was then replaced by nutrient solution of identical composition but containing either

no Al or {27} uM AP** (values inside brackets indicate AI**

activity estimated with the
speciation software, GEOCHEMPC) (Parker et al. 1995) supplied as AIK(SO,),.12H,0. Einal
root lengths under Al treatment (FLasg) were obtained after five days of Al exposure.

Percentage relative net root growth (RRG) was used to assess Al tolerance in T1 progeny,

with RRG = [(FLasq - ILC24)/CL x 5] x 100. The control length values were multiplied by five,
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assuming that growth rates in the absence of Al are uniform across genotypes during the
five-day exposure period or that rate variations are uniform across genotypes. For inbred
lines, where it is possible to adopt an independent control without Al, relative net root growth
(RRG) was calculated as described in Caniato et al. (2007), by dividing net growth measured
after five days of exposure to Al by the net growth obtained from independent seedlings
grown under the same experimental conditions but without Al (control). Seedling’s roots were
also qualitatively evaluated for visual damage caused by Al, receiving a damage score from
1 (heavily damaged) to 6 (absence of visual root damage). The seedlings were transferred to
soil in a greenhouse after hydroponic assessment of Al tolerance. PCR was then used to
confirm the presence of TaALMT1. The x2 test was used to assess goodness-of-fit to a
dominant monogenic model for Al tolerance control in segregating T1 progeny using the

GQMOL software (Cruz and Schuster, 2001).

TaALMT1 expression analysis and copy number in sorghum transgenic events

For analysis of gene expression, total RNA was isolated from leaf samples of six T2 progeny
(designated ALMT1-S2) derived from selfing a single TaALMT1 transgenic T1 plant, using
the RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen). cDNA synthesis was performed with 2.0 ug of total RNA
with the Hight Capacity cDNA Reverse Transcriptase Kit (Applied Biosystems). Each
reaction contained 2.5 uL of cDNA (10X diluted), 5 pmol of each primer - gALMT1 F1 (GGT
GCC ACG CTG AGT AAA GG) and gALMT1 R1(ATG CAG CCA GCC ACC AA) - 1X, Fast
SYBR Green Master Mix, and enough water for a final volume of 10 pL. An actin encoding
gene (Sobic.009G153000) amplified with primers qSbACT F (GTC ATC ACC ATT GGG
TCA GAA AG) and gSbACT R (CAA CAA GAG ATG GCT GGA ACAG), was used as the
endogenous control to assess relative expression using the 2%%°" method (Livak and
Schmittgen, 2001). Genomic DNA from the same samples used for gene expression were
used to confirm the number of transgene insertions. The reactions were set up under the

same conditions described above for gene expression analysis, replacing the cDNA with 50
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ng of genomic DNA. The SbMATE gene (Magalhaes et al. 2007), amplified with primers
SbMATE 3F (GCC ATT GCC CAT GTT CTT TC) and SbMATE 3R (TCG ACC TTC CTC
ACC AGC TT), was used as a single copy control and quantification was performed using
the 22" method (Livak and Schmittgen, 2001). All analyzes were performed on a 7500
Fast-Real Time PCR System (Applied Biosystems) with two biological and three technical
replicates. All procedures using kits were performed according to the manufacturer's

recommendations except for the details specified above.

Root exudates and organic acid determination by HPLC

Transgenic sorghum seeds were sterilized and germinated as described in the hydroponic
analysis of Al tolerance section. Seven seedlings were inserted through the mesh bottoms of
polyethylene cups placed on top of a plastic centrifuge tube containing 50 mL of aerated 4.3
mM CacCl, solution at pH 4.5. Root exudate samples were prepared as described by Pifieros
et al. (2002). For organic acid quantification, samples were analyzed by HPLC (Waters, 2695
system, Alliance, MA, USA) using a Shodex KC-811 column (8.0 mm id x 30 cm x 10 pm,
Showa Denko KK, Kawasaki, Japan). The analysis was performed with 0.1% (v/v)
phosphoric acid as the mobile phase at an isocratic flow rate of 0.7 mL/min at 60°C. Organic
acid peaks were identified by comparing sample retention times with that from a malic acid

Reagent Plus® =299% supplied by Sigma-Aldrich at a detection wave length of 210 nm.

RESULTS AND DISCUSSION

The TaALMT1 gene isolated from wheat encodes an Al-activated membrane transporter
protein, which confers Al tolerance by mediating malate release by root apical cells (Sasaki
et al. 2004). PCR analysis confirmed the insertion of the bar selection marker gene in the
genome of nine regenerated sorghum plants. Among these, four were positive for TaRALMT1
gene, confirmed by PCR amplification of the expected 407 bp and 1380 bp fragments of bar

and TaALMT1, respectively. Positive events for the TaALMT1 gene were designated ALMT1-
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S1, ALMT1-S2, ALMT1-S3 and ALMT1-S4. Of the four transgenic events that had the
TaALMT1 gene, only two, ALMT1-S1 and ALMT1-S2, produced seeds. As expected, no
amplification was observed in genomic DNA from untransformed plants (data not shown).
The tungsten microparticles used for sorghum transformation can result in random
fragmentation of cellular and plasmid DNA (Krysiak et al. 1999). This was a likely outcome
here as five events had the bar gene but not TaAALMT1. Progeny of transgenic sorghum
(ALMT1-S1 and ALMT1-S2) and control plants (non-transformed CMSXS102B), in addition
to the Al tolerant sorghum line, SC566, were subjected to Al stress in nutrient solution. The
transgenic events and CMSXS102B showed similar mean root length in the absence of Al in
nutrient solution, which was higher than SC566 (Figure 1). However, in the presence of {27}
UM Al, the final root length of the transgenic events was approximately 3-fold higher than in
non-transgenic CMSXS102B. Also, root growth in ALMT1-S1 and ALMT1-S2 + Al was similar
to that in the Al tolerant line, SC566. Roots of transgenic plants harboring TaALMT1 were not
damaged by Al, resembling those of the Al tolerant line, SC566 (Figure 2). This contrasts
with the root system of the Al sensitive parent, CSMXS102B, which were severely damaged
by Al. In addition, development of lateral roots in T1 transgenic events expressing TaALMT1
was enhanced compared to SC566 (Figure 2). Both the parental line CMSXS102B (Al
sensitive) and non-transgenic T1 progeny showed thickening and damage of the root apex
(Figure 2), a symptom also reported by Delhaize and Ryan (1995) and by Sasaki et al.
(1996) in wheat under Al stress. Thickening is apparently caused by inhibition of cell
elongation and increased enlargement of some cell layers, in particular cortical cells (Sasaki
et al. 1996). According to Grabski and Schindler (1995), stiffening of the actin filament
network elicited by AI** interferes with cell division, which contributes to root thickening. Root
damage induced by Al exposure limit nutrient uptake by the plants leading to mineral nutrient
deficiencies (Kochian et al. 2015). Root damage caused by Al has been reported in different
plant species including wheat (Li et al. 2008), maize (Doncheva et al. 2005) and oat

(Marienfeld et al. 2005). Similar to our results with transgenic sorghum lines expressing
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TaALMT1, Delhaize et al. (2004) reported that root apices of transgenic barley plants
expressing TaALMT1 gene did not show root damage in nutrient solution with Al, whereas
non-transgenic controls showed the root damage phenotype. We used here the same criteria
adopted by Magalhaes et al. (2004) to classify sorghum genotypes with regards to Al
tolerance and sensitivity based on relative net root growth (RRG) assessed in nutrient
solution with {27} uM Al. Accordingly, genotypes with RRG between 10% and 30% were
considered Al sensitive, while those RRG between 60% and 120% were deemed Al tolerant.
In the presence of Al, the SC566 cultivar and transgenic T1 progeny positive for TaALMT1
gene for both ALMT1-S1 and ALMT1-S2 had mean RRG above 60% (68%, 89% and 108%,
respectively) and healthy roots (Figure 3). Plants of non-transgenic CMSXS102B showed
21% RRG and roots with morphological damage caused by Al. The Al sensitive parent,
CMSXS102B, showed marked inhibition of root growth, which was similar to Al sensitive
progeny derived from both ALMT1-S1 and ALMT1-S2 (RRG between 12 and 21% and 15
and 30%) (Figure 3). Figure 3 shows that the frequency distribution of mean RRG was
bimodal, with clear break points between 30 - 50% (ALMT1-S1) and 40 - 60% (ALMT1-S2)
RRG. Considering those break-points, a x2 analysis of goodness-of-fit to a 3 (Al tolerant):1
(Al sensitive) segregation ratio supported the influence of a single dominant Al tolerance
gene for both ALMTI-S1 (P[x222,57] = 0.11 and P[x220.098] = 0.32 and ALMT1-S2. The
results show that transgenic plants are more tolerant to aluminum than the non-transgenic
parent, confirming what was observed by Sasaki et al. (2004) and Delhaize et al. (2004)
when studying the expression of the TaALMT1 gene in tobacco and barley, respectively.
Expression of TaALMT1 in tobacco (Nicotiana tobacum) suspension cells increased both
malate efflux and Al tolerance (Zhang et al. 2008). In addition, transgenic wheat lines
overexpressing TaALMT1 showed increased malate efflux and Al tolerance (Pereira et al.
2010). Another clear phenotype observed in Al sensitive genotypes (non-transgenic progeny
and CMSXS102B) exposed to Al was decreased shoot biomass accumulation, root

darkening and damage, and reduced proliferation of lateral roots. Similar results were
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observed in barley by Delhaize et al. (2004). In turn, Al tolerant plants had undamaged roots
and higher root and shoot growth. Real-time PCR of six T2 plants derived from ALMT-S2
confirmed integration of a single copy of TaALMT1 (Figure 4). Quantification of relative gene
expression by RT-gPCR in transgenic plants of the ALMT-S2 event indicated that the
TaALMT1 gene was expressed in the transgenic lines but not in CMSXS102B as expected
(Figure 4). The presence of TaALMT1 in the progeny of families segregating for the
transgene was confirmed by PCR. The amplification of the 1380 bp fragment, corresponding
to the TaALMTL1, was associated with undamaged root systems (visual score ranging from 4
to 6) whereas progeny lacking TaALMT1 showed severe root damage caused by Al (visual
score from 1 to 1.5) (data not shown). Malate efflux was analyzed in T3 progeny derived from
ALMT1-S2. In plants of the sensitive parent, CMSXS102B, malic acid was not detected.
Malate was detected in root exudates of both ALMT1-S2 and SC566, but malate
concentration was much higher in ALMT1-S2 (4.5678 pmols/apex/hour) compared to SC566
(0.3078 umols/apex/hour) (Figure 5). Therefore, malate release in the transgenic plants
expressing the TaALMT1 was approximately 15-fold higher compared to SC566. Although Al
tolerance in sorghum is mainly derived from citrate exudation from root tips mediated by the
Al-activated citrate transporter, SbMATE (Magalhaes et al. 2007), we show here that
overexpression of the wheat Al tolerance gene, TaALMT1, can be used to achieve further
improvements in sorghum Al tolerance. Hence, these results offer additional options for
improving sorghum productivity on acidic soils, which should help to expand food production

to marginal lands.
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FIGURE 1. Mean root growth of sorghum plants after 5 days in nutrient solution in the
presence or absence of {27uM} Al*’. ALMT1-S1 and ALMT1-S2: Transgenic events

harboring TaALMT1; CMSXS102B: Al sensitive parent; SC566: Al tolerant genotype.
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FIGURE 2: Assessment of Al tolerance of sorghum plants harboring the TaALMT1 gene
under the control of the ubiquitin maize promoter after 5 days in the presence of {27} uM Al.
A) Transgenic event ALMT1-S2; B) Non-transgenic parent, CMSXS102B (Al sensitive); C1)
Al tolerant genotype, SC566; C2) Non-transgenic CMSXS102B; C3) transgenic ALMT1-S2;
D1) Root apices of the transgenic event ALMT-S2; D2) Root apices of the Al sensitive, non-

transgenic parent CMSXS102B.
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FIGURE 3: Frequency distribution for RRG values in progeny of ALMTI-S1 and ALMTI-S2
sorghum transgenic events cultivated in nutrient solution with {27} uM Al at pH 4.0 for five
days. RRG for the non-transgenic Al sensitive parent, CMSXS102B, and the Al tolerant

genotype SC566, are indicated by arrows above the respective classes.
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FIGURE 4: Molecular characterization of the transgenic event ALMT1-S2. A) Transgene
copy number assessment by qPCR; B) Expression of TaALMT1 gene in transgenic sorghum
assessed by qRT-PCR. Standard deviation bars of two replicates are shown (n = 2).

Quantification was done using the 2"*2* method (Livak and Schmittgen, 2001).
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FIGURE 5: HPLC chromatograms of root exudates from ALTM1-S2, non-transgenic

CMSXS102B and the Al tolerant line, SC566, cultivated in in the presence of {27} uM Al*2.



