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De Arabidopsis a Oryza: identificacao de genes ortélogos, transformacao
e obtencado de plantas de arroz mais tolerantes a seca

Fernanda Raquel Martins Abreu’, Jodo Augusto Vieira de Oliveira?>, Jodo Anténio Mendonca®, Ricardo Diégenes Dias Silveira®, Rosana
Pereira Vianello®, Claudio Brondani®

A seca, um dos principais problemas para a sustentabilidade do cultivo de arroz no Brasil e no mundo, é responsavel
por uma série de respostas em plantas, incluindo mudangas na expressao génica, acimulo de metabdlitos e sintese

de proteinas. Um dos caminhos para resolver a reducao da produtividade causada pela deficiéncia hidrica é o
desenvolvimento de cultivares de arroz mais tolerantes a seca. Com o objetivo de verificar a expressao dos genes
ortélogos PLDa7 e CPK5 em arroz, previamente relacionados com a tolerancia a seca em Arabidopsis, o presente
estudo, em uma primeira etapa, analisou em um experimento de tolerancia a seca dois gendtipos contrastantes de arroz,
Douradao, tolerante a seca, e Primavera, susceptivel. Niveis diferenciais de expressao estatisticamente significativos
(teste Tukey, p< 0,05) para ambos os genes em relacdo aos tecidos foliar e radicular e estadios de desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo foram observados entre tratamentos com irrigacdo normal e com deficit hidrico entre os
gendtipos. Em Arabidopsis, PLDI1 tem sido reportado como possuidor de um papel positivo na sinalizacao de acido
abscisico (ABA) através da producao de acido fosfatidico, um importante mensageiro lipidico na sinalizacao de ABA

e com importante papel em resposta a estresse de seca, enquanto que CPK5 esta envolvido com a fosforilacao de
proteinas, resposta ao ABA e elongacado dos pelos das raizes. Neste trabalho, ambos PLDI1 e CPK5, em relacao

a planta-controle (irrigacdo normal), aumentaram significativamente a expressao no tecido radicular de plantas do
gendtipo tolerante (Douradao) submetidas ao tratamento de seca no estadio vegetativo, e no tecido foliar no estadio
reprodutivo. A explicacdo mais aceita para o modo de acdo de ABA é que em uma fase inicial de escassez de dgua no
solo ele seja sintetizado nas raizes e transportado ao longo do xilema para a parte aérea como um sinal de estresse para
regular o movimento dos estdmatos e a expressao de genes relacionados a tolerancia a seca. No entanto, quando o
adequado transporte de dgua é impedido, o que pode levar a falta de 4gua na parte aérea ou levar as plantas sofrerem
constante estresse, é possivel que o ABA possa ser sintetizado na parte aérea e entao ser transportado até as raizes.
Comportamento similar foi observado na expressdo dos genes em estudo. Esses resultados sugerem que PLD01 e CPK5
estdo efetivamente atuando em resposta a tolerédncia a seca em arroz. No entanto, para confirmar a atuacao desses
genes seguiu-se com a segunda etapa do trabalho em que PLDO7 e CPK5 foram clonados no vetor binario p7i2x-Ubi que
possui o promotor 35S para o gene marcador Bar (que confere resisténcia ao bialafos) e o promotor Ubiquitina para o
gene de interesse. Posteriormente os genes foram inseridos no genoma da cultivar BRSMG Curinga via Agrobacterium.
Sementes de plantas da geracao T1 derivadas de 5 eventos independentes (4 eventos de CPK5 e 1 evento de PLDO7)
foram semeadas em telado com Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) onde avancaram a geracao T2.
Posteriormente, apés identificacdo das plantas com os genes de interesse, por meio de PCR, 8 plantas T2 de cada
evento foram semeadas em telado com CQB para avanco a geracdo T3. Paralelamente um experimento de tolerancia

a seca foi montado em telado com CQB para verificar o comportamento das plantas T2 geneticamente modificas (GM)
em resposta a restricao hidrica. Ainda em 2015 sera realizado um ensaio de tolerancia a seca em T3 na plataforma
SITIS a fim de comparar o nivel de expressao génica das plantas BRSMG Curinga GM e ndo-GM por meio da anélise de
PCR quantitativa, e relacionar esse nivel de expressdao com uma série de parametros fisiolégicos medidos para avaliar

a resposta a seca. Caso sejam identificadas plantas cuja expressao diferencial de um, ou ambos os genes, tenha sido
relacionada com o aumento da tolerdncia a seca, as mesmas poderao resultar em uma nova tecnologia da Embrapa para o
aumento da tolerancia a seca em arroz.
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