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Plantas de arroz geneticamente modificadas com genes homdélogos
relacionados a tolerdncia a seca em Arabidopsis

Fernanda Raquel Martins Abreu?, Jodo Augusto Vieira de Oliveira?, Rosana Pereira Vianello®, Claudio Brondani*

A seca é um problema recorrente para a sustentabilidade do cultivo do arroz. Um dos caminhos para resolver a reducao
da produtividade causada pela deficiéncia hidrica é o desenvolvimento de cultivares de arroz mais tolerantes a seca.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo selecionar dois genes homélogos de arroz, previamente relacionados a
tolerancia a seca em Arabidopsis, que apresentaram expressao diferencial entre gendtipos tolerante e suscetivel a seca

e, a partir deles, obter plantas GM mais tolerantes a essa condi¢do. Cinco genes de Arabidopsis (CPK6, PLDal, GluR2,
CesAS8, e EIN2) foram identificados em arroz (CPK5, PLDal, GIuR2, CesA4, e EIN2, respectivamente) por homologia

da sequéncia de aminoacidos. Para verificar a expresséo diferencial dos genes foram avaliados tecidos de folhas e

raizes, nos estadios vegetativo e reprodutivo, dos genétipos Douradado (tolerante a seca) e Primavera (suscetivel a seca)
antes e apOs serem submetidos a estresse de seca e um experimento de restrigdo hidrica, no delineamento em blocos
casualizados, realizado em casa de vegetacdo da Embrapa Arroz e Feijdo. Os dados de quantificacado relativa (RQ)

foram obtidos por meio da técnica de qPCR, método do AACt, utilizando GAPDH e ACT como genes de referéncia e o
software DataAssist® para obtencéo de valores brutos de RQ. Para confirmar a atuagcio em resposta a seca, dois genes,
PLDal e CPK5, ambos diretamente relacionados ao ABA, foram clonados em vetor binario p7i2x-Ubi. Os genes foram
inseridos no genoma da cultivar BRSMG Curinga, moderadamente tolerante a seca, via Agrobacterium. Sementes de
plantas da geracédo T1 derivadas de cinco eventos independentes (quatro eventos de CPK5 e um evento de PLDal) foram
semeadas em telado com Certificado de Qualidade em Biosseguranca (CQB) onde foi promovido o avanco a geracéo

T2 e depois a T3. Foi realizado um ensaio de tolerancia a seca em T3 na plataforma de fenotipagem SITIS, na Embrapa
Arroz e Feijdo, a fim de comparar dados de produtividade de plantas BRSMG Curinga GM e ndo-GM. Os resultados de
quantificacdo relativa mostraram que os cinco genes homoélogos foram expressos em arroz, que é uma indicacéo de

gue estes genes podem preservar a funcdo putativa como uma resposta a seca. Os cinco genes homdélogos mostraram
niveis diferenciais de expresséo (teste Tukey, p< 0,05) em ambos os gendtipos submetidos a estresse de seca em
comparagao aos respectivos tratamentos controle (sem restricdo hidrica). No genétipo Douraddo, a expressao de PLDal
aumentou significativamente em ambos os tecidos avaliados como resposta a seca nos estadios vegetativo e reprodutivo,
enquanto que no genoétipo Primavera este gene foi suprimido em ambos os tecidos e estagios sob tratamento de restricdo
hidrica. Para os demais genes em estudo os niveis de expressdo variaram de acordo com os tratamentos. Os niveis de
todos os genes observados no genétipo Douraddo apresentaram expressao diferencial frente a seca, o que sugere que
eles poderiam estar de fato agindo em resposta a seca em arroz. Dessa forma, é factivel a hipétese de que a clonagem

e a superexpressao destes genes em arroz GM, ou a piramidacdo do melhor alelo de cada gene por meio de selegcéo
assistida poderia, potencialmente, permitir o desenvolvimento de cultivares de arroz mais tolerantes a seca. Assim, foram
obtidos eventos PLDal e CPK5, com os quais foi realizado ensaio de seca na geracao T3. A partir dos resultados de
produtividade foi possivel observar que ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre plantas GM e ndo-GM
ndo submetidas a restricao hidrica, uma evidéncia de que a insercdo dos genes nao afetou negativamente os mecanismos
regulatorios de produtividade em plantas GM. A diferenca estatistica foi observada apenas comparando-se tratamentos
(irrigado versus seca). Um novo experimento esta sendo conduzido na SITIS com o objetivo de aplicar um tratamento de
seca mais severo, de modo que possam ser observadas diferencas no desempenho produtivo de plantas GM e ndao-GM
submetidas a seca. Caso sejam identificadas plantas cuja expressdo diferencial de um ou ambos os genes, tenha sido
relacionada com o aumento da tolerancia a seca, as mesmas poderdo resultar em uma nova tecnologia da Embrapa para o
aumento da tolerancia a seca em arroz.
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