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MELHORIA DE TOLERANCIA AO DEFICIT HIDRICO ©
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A variabilidade genética é essencial para o desenvolvimento de novas cultivares mais
produtivas, nutritivas e adaptadas a diferentes estresses bioticos e abioticos. A edicao
gendmica tem emergido como uma ferramenta extremamente Util para criar diversidade
genética em diferentes cultivares de interesse econémico. Com 0 avan¢o das pesquisas
na area molecular, tornou-se possivel por meio das ferramentas de edicdo gendmica
realizar modificagbes no genoma in loco de forma direcionada e precisa, permitindo a
adicdo, delecdo ou substituicdo de nucleotideos na sequéncia de DNA. Dentre as
tecnologias de edicdo de genoma, CRISPR é a mais recente, e tem sido a mais utilizada
mundialmente, por sua maior precisao e baixos custos em relacdo as técnicas anteriores.
Dentre os estresses abibticos, a seca € um dos mais prejudiciais a agricultura. A quebra
da safra brasileira de milho causada por periodos de seca varia de ano para ano sendo
que a safrinha tem perdas média de até 50%. Os genes DRIP (DREB2A-Interacting
Protein) estdo envolvidos na degradacdo da proteina DREBZ2A, responsavel pela
tolerancia de plantas ao estresse de seca. A perda-de-funcdo do gene DRIP podera
elevar os niveis dessa proteina, com consequente aumento de toleréncia a seca. Neste
trabalho foi utilizada a edicdo gendmica dos genes DRIP mediada por CRISPR. Em milho
existem os locii DRIP1 (GRMZM2G141379) e DRIP2 com dois alelos (2.1 -
GRMZM2G180195 e 2.2 - GRMZM2G116574). Nesse trabalho mostramos resultados
referentes ao DRIP2.1. Para desenho dos guias foi utilizado o programa CRISPOR. Os
guias foram clonados no vetor B819 (https://dna-cloning.com/) com a enzima BsmBI. A
transformacao de milho utilizou embrides imaturos (1,5 mm a 2 mm de comprimento) da
linhagem B104 infectado com A. tumefaciens EHA101. ApoOs cinco dias, os embrides
infectados foram transferidos para meio de repouso suplementado com cefotaxime por
uma semana. A selecdo das células transformadas foi realizada durante quatro semanas
em meio contendo 3,0 mg/L e 6,0 mg/L de glufosinato de amdénia. DNAs de plantas TO
foram extraidos, amplificados por PCR utilizando primers flanqueando as regides do
gRNAs, sequenciados e analisados via programa ICE Synthego
(synthego.com/products/bioinformatics/crispr-analysis). Os resultados obtidos mostram
modificaces do tipo Indel de 66% a 95% com R? acima de 0,9 em oito de 12 plantas
analisadas. Essas plantas estdo sendo autofecundadas para identificacdo de individuos
100% homozigotos cuja progénies serdo fenotipadas para seca em casa de vegetacgao.
Plantas com os demais alelos nocauteados estdo em andamento. Os conhecimentos
gerados nesta proposta subsidiardo o desenvolvimento de cultivares/variedades mais
produtivas e de melhores atributos em condi¢des de déficit hidrico e contribuirdo para a
seguranca alimentar e sustentabilidade da agricultura mundial.
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