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RESUMO

O arroz (Oryza sativa L.) representa um dos cereais mais importantes devido a
producéo e ao consumo no mundo, estando presente na dieta frequente das classes
de menor rendimento econdmico e na tradicional culinaria brasileira, sendo assim,
um alimento acessivel e nutricionalmente rico. No entanto, &€ necessario em média
2500 litros de agua para produzir 1 quilo de arroz bruto, consistindo em um cereal
sensivel a escassez hidrica, um fendbmeno que tem e tende a se agravar nas
proximas décadas. Nessa perspectiva, surge a necessidade de criacdo de plantas
gue possam produzir mais graos de arroz demandando menos agua, dessa forma,
também tolerando mais os efeitos do estresse por seca. A edicdo génica de plantas
se apresenta como uma ferramenta para aumentar a tolerancia das culturas a
condigéo de seca e para isso € necessario entender as fungdes dos genes que
estejam relacionados com os mecanismos que levam a esse aumento. Com o
propdésito de expandir as informagdes a respeito dos genes regulatorios, o presente
projeto tem como objetivo obter plantas geneticamente modificadas potencialmente
tolerantes a seca selecionando plantas realmente transformadas de néo
transformadas. Para isso, avaliando o RNA-seq de genes de duas variedades
distintas quanto a tolerancia a seca de arroz, chegamos a dois genes, chamados, a
principio de UP e EF, com expressdo elevada na variedade tolerante as 2 horas
apds imposicao do estresse induzido por PEG6000. O trabalho foi conduzido no
Laboratério de Nutricdo Mineral de Plantas do departamento de solos da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). A planta de arroz (oryza
sativa), variedade Nipponbare, modelo para edi¢gdo génica, foi a escolhida para a
transformagao. Foram elaboradas duas construcées genéticas para nocaute dos
genes selecionados utilizando a tecnologia CRISPR-Cas9, além de outras duas
construgdes para superexpressdao dos mesmos genes sob o controle do promotor da
ubiquitina do milho. Realizou-se o processo de inducdo de calos de arroz, infecgao
deles mediada por Agrobacterium tumefancienscom as construgdes pRGEB31-
gRNA-UP, pRGEB31-gRNA-EF, pIRS-154-UP e plRS-154-EF; selecao de calos
infectados através do antibiético higromicina (50 mg L), inducéo de parte aérea
com meio rico em Cinetina (500 mg L"), e em seguida, induc&o de raiz. Utilizamos
sequenciamento Sanger como estratégia de confirmagdo das plantas pRGEB31-
gRNA e amplificacdo da regido codante para a sequéncia correspondente a regiao
inicial e final de transcricdo da construcdo IRS154 através de PCR, e visualizagédo
das bandas através de eletroforese em gel de agarose. O antibiético higromicina
permitiu que ocorresse a eliminacao de calos e plantas negativas para a construgao
que foi inserida. O sequenciamento Sanger permitiu visualizar a mutagdo de bases
de nucleotideos que ocorreu no DNA das plantas de arroz que foram nocauteadas
com a tecnologia CRISPR/CAs9. A amplificagcdo com os oligos relacionados a regiao
de iniciacdo e terminagao do vetor IRS154 permitiram validar as plantas que
realmente apresentam a edigcdo génica com superexpressao, descartando as falsas
positivas. O método seguido e a estratégia de selecao e validagao permitiram fazer
uma triagem entre plantas positivas para as estratégias de edigcao génica escolhida.

PALAVRAS-CHAVE: CRISPR/Cas9, Oryza Sativa, edi¢céo génica, estresse abiético

1 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, juliasilvarji 3@gmail.com

2 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, clenya.carlai@gmail.com

3 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, andre_nogueirai8@hotmail.com
4 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, mariaeduardaufrrj@yahoo.com
5 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, azevedo.ufrri@gmail.com



1 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, juliasilvarj13@gmail.com

2 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, clenya.carlat@gmail.com

3 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, andre_nogueiral8@hotmail.com
4 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, mariaeduardaufrrj@yahoo.com
5 Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, azevedo.ufrri@gmail.com



